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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiple Sklerose

Bei der Multiplen Sklerose (MS), synonym Encephalomyelitis disseminata, handelt es sich
um eine entzlindliche Erkrankung des Zentralnervensystems (ZNS) (Sospedra et al., 2005a).
Detailliert beschrieben wurde die Krankheit zum ersten Mal 1886 von dem franzdsischen
Neurologen J.M. Charcot, der bei einem Patienten drei unterschiedliche neurologische
Symptome zu einem Zeitpunkt entdeckte (Charcot, 1886). Durch schubférmig verlaufende,
entziindliche Prozesse an den Markscheiden, werden die Nervenzellen in ihrer Funktion
gestort. Dadurch kommt es bei den Betroffenen zu neurologischen Ausfallen die zu
komplexen klinischen Krankheitsbildern fiihren. Das Ausmal der Funktionsstérungen hangt
direkt von der Lokalisation und Schwere der Entziindung im ZNS ab und kann sehr stark

variieren (Noseworthy et al., 2000).

1.1.1 Epidemiologie

Multiple Sklerose ist die haufigste chronisch-entziindliche Erkrankung des ZNS in
Mitteleuropa (Kingwell et al., 2013). Die Pravalenz weltweit betragt zwischen 50 und
200/100.000, in Deutschland etwa 70/100.000 Einwohner. Die jahrliche Neuerkrankungsrate
liegt bei 3/100.000 Einwohner. Das Hauptmanifestationsalter liegt zwischen dem 20. und
dem 40. Lebensjahr, wobei Frauen etwa zwei bis dreimal haufiger als Manner betroffen sind.
Interessanterweise zeigten epidemiologische Studien, dass es bei der Pravalenz der MS ein
deutliches Nord-Sid-Gefélle gibt. Demnach ist das Erkrankungsrisiko im Norden Europas
und Amerikas deutlich erhéht, wohingegen es in den Regionen am Aquator wesentlich
niedriger ist (Gale et al., 1995). Auf der Sldhalbkugel steigt das Risiko jenseits des 40.
Breitengrades wieder an, womit vor allem in Australien und Neuseeland die gleiche
Pravalenzrate erreicht wird wie in Mittel- und Nordeuropa (Kurtzke, 1980). Bei der Variation
der regionalen Pravalenz muss allerdings der in unterschiedlichen Regionen ebenfalls
unterschiedliche genetische Hintergrund der Bevdlkerungen bericksichtigt werden. Auch die

Mortalitatsrate unterliegt diesem Nord-Sud-Gefalle.

1.1.2 Symptomatik

Die haufigsten Symptome bei der Erstmanifestation sind Sehstérungen, zentrale Paresen
und Sensibilitatsstorungen (Noseworthy et al., 2000). Typischerweise sind die
neurologischen Ausfalle nur schwer auf eine umschriebene Lasion in einer einzelnen Hirn-

oder Ruckenmarkregion zurlickzufihren. Anders verhalt es sich, wenn einzelne Hirnnerven
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betroffen sind. Nahezu jeder dritte Krankheitsfall verlauft zu Beginn mit einer Entziindung
des Sehnerven (Optikus-, oder Retrobulbarneuritis).

Zu Beginn der Erkrankung treten Krankheitszeichen und Symptome meist schubférmig
remittierend auf, weshalb die Erkrankung in diesem Stadium auch schubférmig remittierende
MS genannt wird. Nach wechselnder Dauer, im Durchschnitt etwa nach 15-20 Jahren,
nehmen Symptome und Krankheitszeichen in ihrer Intensitat und Ausdehnung progredient
zu, weshalb man in diesem Stadium von einer sekundar-progredienten MS spricht. Neben
Lahmungen, Sensibilitdtsstérungen, Einschrankung des Sehens und Koordinationsstérungen
treten bei den meisten Erkrankten noch weitere, die Lebensqualitat einschrankende
Symptome, wie z.B. Blasenfunktionsstdrungen bei bis zu 75% der Patienten (Fowler et al.,
2009), auf. Depressivitat, neurokognitive Stérungen und Fatigue sowie Einschrankungen der
Sexualfunktion werden mit zunehmender Dauer haufiger beobachtet. Zur Einstufung des
Behinderungsgrades wird in der Klink die sogenannte Expanded Disability Status Scale
(EDSS) genutzt.

Der Krankheitsverlauf kann bei den Patienten sehr unterschiedlich sein. Fir die Prognose
und Therapie ist eine Einteilung von entscheidender Bedeutung. Man unterscheidet daher
bei der MS die drei Verlaufsformen schubférmig remittierend (engl. relapsing-remitting,
RRMS), primar progredient (engl. primary progressive, PPMS) und sekundar progredient
(engl. secondary progressive, SPMS) (Lublin et al., 1996). Dabei macht die RRMS und die
daraus in der Regel hervorgehende SPMS ca. 80-90% aller Krankheitsfalle aus. Bei dieser
Verlaufsform kommt es schubweise zu einer Verschlechterung in der Symptomatik, wobei
nach Abklingen des Schubs die Symptome zum Teil oder vollstandig rlcklaufig sind.
Meistens geht die RRMS im Verlauf jedoch in eine SPMS Uber, bei der es auch ohne
Schube zu einer kontinuierlichen Verschlechterung kommt. Bei ca. 10% der Patienten
verlauft die Erkrankung von Anfang an mit kontinuierlich zunehmenden und nicht reversiblen
Funktionsstérungen (PPMS).

1.1.3 Atiologie und Pathogenese

Dank zunehmender Forschungsmaoglichkeiten und internationaler Studien sind mittlerweile
eine Reihe genetischer und umweltbedingter Risikofaktoren identifiziert worden, welche eine
wichtige Rolle fiur die Entwicklung einer MS zu spielen scheinen und den komplexen
atiologischen Hintergrund der Erkrankung verdeutlichen. Auch hinsichtlich der
Krankheitsmechanismen sind inzwischen einige essentielle Erkenntnisse durch
wissenschaftliche Arbeiten gewonnen worden, die wesentlich zum Verstandnis der
Pathogenese beitragen. So konnten aktuelle immunologische Untersuchungen zeigen, dass
es sich bei der MS um eine T-Zell vermittelte Autoimmunkrankheit handelt (McFarland et al.,

2007, Sospedra et al., 2005a). Dabei gelangen autoreaktive CD4" T-Lymphozyten ins ZNS
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und setzen proinflammatorische Zytokine, z.B. Interleukin-2 (IL-2), Interferon-y (INF-y),
Tumor-Nekrose-Faktor-a (TNF-a) frei. Im Zuge der daraus resultierenden immunologischen
Entziindungsreaktion werden die Myelinscheiden der Nervenzellen angegriffen und zerstort.
Wie die Autoreaktivitat der T-Lymphozyten zu Stande kommt, ist weiterhin Gegenstand der

Forschung.

1.1.3.1 Genetische Risikofaktoren

Mehrere Studien zeigten eine genetische Pradisposition fur MS auf. Das Erkrankungsrisiko
ist flr Verwandte von MS-Patienten je nach Verwandtschaftsgrad eindeutig erhéht. Fr
Verwandte ersten Grades betragt das Erkrankungsrisiko bei einem erkrankten
Geschwisterteil etwa 3-5%. Zwillingsstudien zeigten sogar ein Erkrankungsrisiko von 20-30%
fur eineiige Zwillinge bei einem erkrankten Geschwisterteil (Ebers et al., 1986, Ebers et al.,
2004, Robertson et al., 1996, Sadovnick, 1994, Sadovnick et al., 1993, Sadovnick et al.,
1996, Williams et al., 1980). In vielen Arbeiten wurden unterschiedliche Gene auf ihren
Zusammenhang mit der Erkrankung untersucht. Einer der ersten entdeckten genetischen
Risikofaktoren liegt in einem Genabschnitt, der das HLA (engl. human leucocyte antigen)
kodiert. Hier sind insbesondere Abschnitte im Bereich des MHC (engl. major
histocompatibility complex) Klasse Il mit einem erhdhten Krankheitsrisiko verbunden. Eine
Subtypisierung zeigte, dass das MHC Klasse II-Allel HLA-DR2, bzw. der extendierte
Haplotyp HLA DRB1*1501, DQA1*0102 und DQB1*0602, am starksten mit MS assoziiert
und mit einem zwei- bis vierfach erhdhten Risiko verbunden ist. Bei 10-60% der
untersuchten MS-Patienten wurde dieses Allel nachgewiesen (Paty et al., 1974, Sospedra et
al., 2005a). Darluberhinaus wurde bislang eine Vielzahl neuer Genassoziationen mit einer
Odds-Ratio von ca. 1,05 bis 1,3 beschrieben (International Multiple Sclerosis Genetics et al.,
2011). In einer groRen genomweiten Assoziationsstudie wurde das IL7R-Gen (Interleukin 7-
Rezeptor) als erster vom MHC Klasse Il unabhangiger genetischer Risikofaktor fir MS
identifiziert (Hafler et al., 2009, Lundmark et al., 2007a, Lundmark et al., 2007b, Teutsch et
al., 2003, Weber et al., 2008, Zhang et al.,, 2005). Neben dem IL7-Rezeptor-Gen weist
zudem auch das IL2-Rezeptor-Gen eine Assoziation mit MS auf (Akkad et al., 2009). Weitere
in jingster Zeit als Risikofaktor eingeschatzte Genabschnitte beinhalten unter anderem das
Gen flur EVI5S (engl. ecotropic viral integration site 5), welches auch auf3erhalb des MHC
Klasse llI-Komplexes liegt, sowie das KIF1B als erstes neuronal assoziiertes und nicht
Immunsystem-assoziiertes Gen (Aulchenko et al., 2008, Hoppenbrouwers et al., 2008). Ein
weiterer wichtiger genetischer Risikofaktor scheint auch der Genabschnitt, welcher fir das
Oberflachenmolekll CD58 (engl. cluster of differentiation 58) LFA-3 (engl. lymphocyte
function-associated antigen 3) kodiert, zu sein (De Jager et al., 2009). Dieses

Oberflachenmolekl dient der Bindung von Lymphozyten und antigenprasentierenden Zellen
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(APC). Durch die direkte Beeinflussung von immunologischen Prozessen, wie hier der T-
Zell-Regulierung, ist eine enge Krankheitsassoziation naheliegend. Weitere Genabschnitte
sind immer noch Gegenstand der Forschung. Eine genetische Beteiligung an der
Pathogenese ist jedoch sicher (Sawcer, 2008). Insbesondere das UbermaRig haufige
Auftreten immunologisch relevanter Gene in groRer Nahe zu den bislang identifizierten
Genloci unterstitzt zusatzlich die Hypothese einer Beteiligung der T-Helfer-Zell-
Differenzierung und -Hémostase an der Pathogenese der MS (International Multiple

Sclerosis Genetics et al., 2011).

1.1.3.2 Umweltrisikofaktoren

Neben genetischen Faktoren spielen auch Umweltfaktoren fir die Krankheitsentstehung eine
Rolle. In epidemiologischen Studien stellte sich heraus, dass das Erkrankungsrisiko durch
Migration in ein Gebiet mit geringerer Pravalenz nur flir Migranten unter 15 Jahren abnimmt.
Auch umgekehrt nimmt das Erkrankungsrisiko fir Migranten aus Gebieten mit geringer
Pravalenz in Gebiete mit hdéherer Pravalenz fir unter 15-jahrige zu (Gale et al., 1995,
Kurtzke, 1993). Somit scheint die Exposition gegenlber einem Umweltfaktor wie z.B. Viren
wahrend der Pubertat ein wesentlicher Faktor flr die Erkrankung zu sein. Mehrere Studien
zeigten einen Zusammenhang zwischen der MS-Erstmanifestation im Kindesalter und einer
Infektion mit dem Ebstein-Barr-Virus (EBV) (Alotaibi et al., 2004, Linemann et al., 2008a).
Nielsen et al. (2007) wiesen in einer Studie mit GUber 25.000 Patienten, die an einer
symptomatischen EBV Infektion, der Mononucleosis infectiosa, erkrankt waren, ein mehr als
zweifach erhéhtes Risiko fir die Entwicklung einer MS nach. Weitere immunologische
Studien sprechen ebenfalls flr eine virale Komponente bei der Entstehung der
Autoimmunitat, die letztendlich flr die entzindlichen Prozesse im ZNS der Erkrankten
verantwortlich ist. So wurden neben EBV auch andere verbreitete virale Krankheitserreger
wie beispielsweise das Humane-Herpes-Virus 6 (HHV6), das Varizella-Zoster-Virus (VZV)
oder das Masernvirus mit MS in Zusammenhang gestellt (Alvarez-Lafuente et al., 2009,
Christensen, 2007, Dhib-Jalbut et al., 1990, Linemann et al., 2008b, Linemann et al., 2007,
Mancuso et al., 2007, Pietilainen et al., 2009, Rodriguez-Violante et al., 2009, Tucker et al.,
2008, Virtanen et al., 2007). Sospedra et al. (2005b) publizierten Ergebnisse aus einer
immunologischen Studie, die nahelegen, dass die ubiquitar vorkommenden Anelloviren
Torque-Teno-Virus (TTV) und Torque-Teno-Mini-Virus (TTMV) zur Entwicklung autoreaktiver
CD4" T-Zellen beitragen koénnten. Dazu wurden CD4" T-Zellen, die wahrend eines
Krankheitsschubs im Liquor eines unbehandelten MS-Patienten klonal expandiert waren auf
Ihre Reaktivitdt untersucht. Dabei erkannten diese Zellen vornehmlich Peptide mit
Sequenzen, die mit dem Argininin-reichen Abschnitt von ORF1 (engl. open reading frame)

Sequenzen der oben genannten TT- und TTM-Viren Ubereinstimmten. Da die untersuchten
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CD4" T-Zellen wahrend eines Krankheitsschubs aus dem Liquor des Patienten isoliert
wurden, ist anzunehmen, dass sie auch die fur die Autoimmunreaktion relevanten Zellen
reprasentieren. Eine Grundannahme flr eine Beteiligung von Viren an der Entstehung der
Autoimmunitat bei der MS beruht auf dem immunologischen Prinzip des sogenannten
~molecular mimicry” (Libbey et al., 2007, Sospedra et al., 2006). Demnach kann es durch
Homologien in der Aminosauresequenz von korperfremden Proteinen (z.B. Peptiden aus
viralen Proteinen) und kdrpereigenen Proteinen zu Kreuzreaktionen kommen. Die durch das
Immunsystem gebildeten Antikdrper und aktivierten Immunzellen zur Abwehr beispielsweise
einer Virusinfektion kénnen sich dann auch spezifisch gegen Bestandteile des eigenen
Organismus richten und so zu einer Autoimmunreaktion flihren. Im Zusammenhang mit
weiteren Beobachtungen, nach denen beispielsweise die Erstmanifestation der MS haufiger
nach viralen Infektionen auftritt und Krankheitsschibe ebenfalls durch Virusinfektionen
getriggert werden kdénnen, erscheint eine virale Beteiligung an der Krankheitsentstehung

daher sehr wahrscheinlich.

1.1.4 Heterogenitat der MS

Neuropathologisch betrachtet handelt es sich bei der MS um entzindliche Lasionen in Form
von multifokalen sklerotischen Plaques (Entmarkungsherde) im ZNS. Auf zellularer Ebene
lassen sich vor allem T-Zellen und Makrophagen in den entzindlichen Bereichen finden
(Lassmann et al.,, 2001) aber auch eine Vielzahl anderer Immunzellen und
Entzindungsmediatoren. Diese und die von ihnen sezernierten Zytokine bilden die
Grundlage fir die ablaufenden immunologischen Prozesse. Dabei werden insbesondere die
Markscheiden der Axone durch die ablaufenden Entziindungsreaktionen geschadigt und
abgebaut, wodurch ihre Leitfahigkeit abnimmt und die Funktionalitat eingeschrankt wird.
Bereits in frlihen Stadien der Erkrankung finden sich Hinweise fir eine signifikante
Mitbeteiligung von Neuronen und Axonen (Trapp et al., 1998). Die Demyelinisierung und
meist sekundare Schadigung wird haufig als Neurodegeneration bezeichnet, wobei zu
bemerken ist, dass es sich nicht wie z.B. bei der Alzheimer'schen Erkrankung um einen
primar neurodegenerativen Prozess handelt. Der immer wieder postulierten Heterogenitat
der MS wird auf neuropathologischer Ebene durch eine Einteilung in vier verschiedene
Subtypen Rechnung getragen. Die Subtypen | und Il werden als primar immunologisch
eingestuft, die Subtypen Il und IV als primare Erkrankung der Oligodendrogliazellen. Diese
Einteilung macht auch deutlich, dass in der Pathophysiologie der MS sowohl fehlgesteuerte
immunologische Prozesse, als auch neurodegenerative Komponenten eine Rolle spielen.
Die genauen Mechanismen, die zur Schadigung flhren, sind jedoch noch nicht vollstandig
geklart. Auch in der modernen Bildgebungsdiagnostik mittels Magnet-Resonanz-

Tomographie (MRT) konnten verschiedene Subtypen beruhend auf Unterschieden in der im
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Vordergrund stehenden Pathologie beschrieben werden (Bielekova et al., 2005). Die
gewonnenen Erkenntnisse auf dieser Ebene kénnen in Zukunft vor allem fir die
Einschatzung des klinischen Verlaufs und damit der Optimierung einer individuellen Therapie

von grofRer Bedeutung sein.

1.1.5 Multiple Sklerose bei Kindern und Jugendlichen

Auch bei Kindern und Jugendlichen kann eine MS auftreten. Lange Zeit nahm man an, dass
der Beginn einer MS meist bei jungen Erwachsenen um das 30. Lebensjahr zu finden ist.
Inzwischen wurde durch eine Reihe von Studien jedoch belegt, dass bis zu 5% aller MS-
Erkrankten Kinder und Jugendliche sind (Chitnis, 2006, Sindern et al.,, 1992).
Interessanterweise wurde in epidemiologischen Untersuchungen zudem festgestellt, dass
die Pravalenz der MS bei weiblichen gegeniber den mannlichen Patienten erst nach dem
13. Lebensjahr erhéht ist. Es herrscht daher die Annahme, dass auch
geschlechtsspezifische Hormone, die erst wahrend der Pubertat eine entsprechende Rolle in
der Entwicklung spielen, an der Pathogenese der MS beteiligt sind (Chabas et al., 2006,
Ghezzi, 2004). Die grol’e Mehrheit der MS-Erkrankungen bei Kindern und Jugendlichen
verlauft schubférmig remittierend. Selten werden jedoch auch primar progrediente
Verlaufsformen beobachtet. Die wichtigste Differentialdiagnose zur MS bei Kindern und
Jugendlichen ist die akute disseminierte Encephalomyelitis (ADEM) (Atzori et al., 2009). Sie
tritt gehauft nach Infektionen oder auch Impfungen und vorrangig bei jingeren Kindern auf.
Unter Umstdnden kann die ADEM auch als Erstmanifestation einer MS bei Kindern auftreten.
Die Abgrenzung ist haufig schwierig, da die Symptome sehr ahnlich sein kénnen (Boiko et
al., 2002, Chitnis, 2006, Pohl et al., 2007). Anders als bei erwachsenen Patienten leiden
Kinder und Jugendliche mit MS haufiger unter Krampfanfallen welche auch fiir die ADEM
typisch sind. Haufig prasentieren sich jedoch auch betroffene Kinder und Jugendliche mit
einem polysymptomatischen Krankheitsbild. Analog zu erwachsenen MS-Patienten
beinhalten die = Symptome lokalisierte = Sensibilitdtsstérungen,  Optikus-  oder

Retrobulbarneuritis, zentrale Hirnnervenausfalle und Hirnstammsymptome.

1.1.6 Diagnostik

Die Diagnose der MS ist, da es keine flr die MS spezifischen Untersuchungsbefunde gibt,
eine Ausschlussdiagnose, die sich aufgrund typischer klinischer Zeichen (s.0.) bei jungen
Erwachsenen stellen lasst. Das bedeutet, dass andere Erkrankungen als Ursache fir die
vorhandenen Symptome vor der Diagnose MS ausgeschlossen sein mussen (Miller et al.,
2008). Hierbei ist die Dissemination in Zeit und Raum das wichtigste diagnostische Prinzip,
d.h. das Auftreten zentralnervioser Ausfalle, die sich auf mehrere funktionelle Systeme

beziehen lassen (z.B. Sehen und Motorik) und zeitlich getrennt sind. Bis zur Einfihrung der
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MRT konnte die Diagnose nach Ausschluss anderer Ursachen deshalb allein nach Auftreten
von zwei zeitlich getrennten Schiiben mit unterschiedlichen neurologischen Ausfallen gestellt
werden (Poser et al., 1983). Friher war der Liquorbefund der wichtigste erganzende Befund.
Vor allem eine Pleozytose (mehr als 12/3 Zellen pro mm? in der histologischen Auszahlung)
und ein Anstieg der Immungobuline G (IgG) Uber 4,0 mg/dl im Liquor deuten auf einen
entzindlichen Prozess hin. Bei mehr als 90% der MS-Patienten lassen sich mittels
isoelektrischer Fokussierung sogenannte oligoklonale Banden im Liquor nachweisen. Diese
sind ein Abbild von Immunglobulinen, die nur im Liquor nicht jedoch im Serum des Patienten
vorkommen. Oligoklonale Banden liefern daher einen wichtigen Hinweis auf eine intrathekale
(innerhalb des Liquorraums ablaufende) Synthese von Immunglobulinen und sprechen stark
fur eine chronisch-entziindliche Erkrankung innerhalb des ZNS. Heute kann die MS durch
die MRT gemal den zuletzt 2011 Uberarbeiteten McDonald-Kriterien diagnostiziert werden
(McDonald WI et al., 2001, Polman CH et al., 2005, Polman et al., 2011). Die MRT-
Diagnostik ermdoglicht es, die entziindlichen Prozesse in Gehirn und Rickenmark bildlich
darzustellen. Lasionen im ZNS mit einem noch aktiven oder kirzlich abgelaufenen
Entziindungsprozess reichern dabei das zuvor verabreichte Kontrastmittel Gadolinium an.
So kann neben der rdumlichen Dissemination der Lasionen anhand von
Verlaufsuntersuchungen auch die MS-typische zeitliche Dissemination eindeutig erfasst

werden.

Tabelle 1: Diagnosekriterien der Multiplen Sklerose (Diener et al., 2008, McDonald et al.,
2001, Polman et al., 2005, Polman et al., 2011)

Klinische Prasentation Weitere erforderliche Kriterien zur Diagnosestellung

Schub mit mindestens einer | e raumliche Dissemination im MRT'
objektivierbaren  klinisch  evidenten | e zeitliche Dissemination im MRT?
Lasion (z.B. durch Untersuchung der

visuell evozierten Potentiale)

Primar progredienter Verlauf (PPMS) | e kontinuierliche Krankheitsprogression tber ein Jahr und
mit schleichender Verschlechterung zwei der folgenden Kriterien

e > 1 Lasionen in der T2-Gewichtung im MRT des
Gehirns, in typischer Lokalisation (periventrikular,
juxtacortical oder infratentoriell)

e > 2 Lasionen in der T2-Gewichtung im MRT des

Rickenmarks

e positiver Liquorbefund3
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' Kriterien fir die rdumliche Dissemination im MRT (Swanton et al., 2006, Swanton et al., 2007):
Mindestens eine oder mehr Lasionen in T2-gewichteten Bildern in mindestens zwei der folgenden vier
Areale: periventrikular, juxtacortical, infratentoriell oder Rickenmark (nicht gewertet bei Hirnstamm-
oder spinalem Syndrom)

2 Kriterien fiir die zeitliche Dissemination (Montalban et al., 2010): Mindestens eine neue Lasion in
einem T2-gewichteten MRT-Bild oder eine neue Kontrastmittel aufnehmende Lasion egal zu welchem
spateren Zeitpunkt, oder gleichzeitiger Nachweis von asymptomatischen, Kontrastmittel
aufnehmenden und nicht aufnehmenden Lasionen zu einem beliebigen Zeitpunkt

* Ein positiver Liquorbefund liegt beim Nachweis von oligoklonalen Banden oder einem erhdhten
Liquor-lgG-Index vor

1.1.7 Aktuelle Therapien

Fur die Multiple Sklerose gibt es bisher keine kausale Therapie. Die aktuellen
Therapiemdglichkeiten sind daher symptomatisch und immunmodulatorisch ausgelegt und
richten sich je nach Verlaufsform und akuten Beschwerden der Patienten. Im Wesentlichen
lassen sich drei verschiedene Therapieformen unterscheiden.

Im akuten Schub der Erkrankung ist die intravendse Behandlung mit Corticosteroiden
(Methylprednisolon) das Mittel der Wahl. Dabei sollte so friih wie mdglich nach Auftreten der
ersten Schubsymptome eine Methylprednisolon-StofRtherapie mit einer Dosis von 1000mg
taglich fur drei bis funf Tage erfolgen (Grauer et al., 2001, Kaufman et al., 2000). Stellt sich in
der Kklinischen Folgeuntersuchung nach zwei Wochen keine genligende Besserung der
Beschwerden ein, kann eine weitere Methylprednisolon-StoRtherapie mit einer erhdhten
Dosis erfolgen. Sollte auch nach einer zweiten Hochdosistherapie keine Besserung eintreten
und eine schwerwiegende Symptomatik wie z.B. ein Visusverlust vorliegen, kann eine
Plasmapherese innerhalb von maximal vier bis sechs Wochen in einem MS-Zentrum
erfolgen. Sollte schon unter dem ersten Methylprednisolon-Therapieversuch ein Symptom
persistieren oder eine weitere Verschlechterung der Symptomatik erfolgen, kann die
Plasmapherese einer zweiten Stoldtherapie auch vorgezogen werden (Keegan et al., 2005,
Schilling et al., 2006).

Neben der Akuttherapie spielt die langzeitige Therapie bei einer chronischen Erkrankung wie
der MS eine wichtige Rolle. Hier muss bei den medikamentdsen Therapiemdglichkeiten
grundsatzlich zwischen zwei Klassen, den immunmodulatorischen und den
immunsuppressiven Medikamenten unterschieden werden. Zu den zugelassenen
immunmodulatorischen Medikamenten z&hlen B-Interferone (Betaferon ®, Avonex®,
Rebif®), Glatirameracetat (Copaxone®), Natalizumab (Tysabri®) und Fingolimod (Gilenya®).
Seit 2013 sind zudem zwei weitere neue Medikamente zur Behandlung der MS in

Deutschland zugelassen, Dimethylfumarat (Tecfidera®) und Teriflunomid (Aubagio®).
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Die B-Interferone gehéren zur Familie der Zytokine und spielen daher eine wichtige Rolle in
der Zell-Zell Interaktion. In vielen Studien konnten diverse Wirkungen von Interferonen auf
das Immunsystem gezeigt werden. Neben der vermehrten Ausschittung der
antiinflammatorischen Zytokine Interleukin 4 und Interleukin 10 wurden Wirkungen wie die
Hemmung der T-Zell-Aktivierung, die reduzierte Expression von MHC Klasse |I-Molekiilen
oder die verminderte Produktion von Sauerstoffradikalen durch mononukleare Phagozyten
fur B-Interferone beschrieben (Dhib-Jalbut, 2002, Rothuizen et al., 1999). Alle drei
zugelassenen Praparate werden in regelmafigen Abstanden subkutan oder intramuskular
injiziert und kénnen die Schubfrequenz bei MS-Patienten signifikant reduzieren (Goodin et
al., 2002). Auch die Schwere der Schibe und die mittels MRT nachweisbare
Krankheitsaktivitat kann durch die Therapie mit p-Interferonen gemindert werden.

Das Glatirameracetat (GLAT) ist ein synthetisches Polypeptid aus den vier Aminosauren
Glutamin (G), Lysin (L), Alanin (A) und Tyrosin (T) in zufalliger Reihenfolge und GrélRe
zwischen 40 und 120 Aminosduren. Historisch entstammt das Glatirameracetat aus
Versuchen in den 1960er Jahren, als Sela et al. (1962) nach den chemischen
Voraussetzungen fir die Entstehung von Immunreaktionen und der Bildung von Antikérpern
forschten (Scheindlin, 2004, Sela et al., 1962). Mehr als 30 Jahre nach der Entdeckung
wurde es 1996 schlieRlich von der FDA (engl. food and drug association, USA) unter dem
Namen Copaxone® als Medikament zur Behandlung bei Multipler Sklerose zugelassen.
Ebenso wie die Interferonpraparate wird es in regelmafligen Abstdnden subkutan injiziert.
Die immunmodulierende Wirkung des Glatirameracetat beruht wahrscheinlich auf
unterschiedlichen Mechanismen wie Einfluss auf die Antigenprasentation, die T-
Zelldifferenzierung und Induktion von anti-inflammatorisch wirkenden T-Zellen (Farina et al.,
2005, Weber et al.,, 2007). Aufgrund der guten Vertraglichkeit und in mehreren Studien
bewiesenen Wirkung eignet sich Glatirameracetat ebenso wie die B-Interferone zur Langzeit-
Basistherapie (Wolinsky, 2004). Zu beachten ist, dass mit der Basistherapie vor allem das
Auftreten neuer Schiibe hinausgezoégert und die Symptomatik abgemildert werden soll. Sie
stellt jedoch keinen kurativen Therapieansatz dar.

Bei Natalizumab handelt es sich um einen monoklonalen Antikdrper, der gegen das
Oberflachenmolekil VLA4 (engl. very late antigen 4), bzw. gegen eine Untereinheit dieses
Molekils, das a4-Integrin gerichtet ist. VLA4 ist auf der Oberflache von Leukozyten zu finden
und ist wichtig fir die Interaktion mit den Gefalkwanden. Die Blockade dieser Untereinheit
fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der Migration von Entziindungszellen aus dem
Gefalisystem in das Zielgewebe. Somit wird die Entziindungsreaktion eingeddammt und die
Krankheitsaktivitat effektiv gemindert (Polman et al., 2006, Yednock et al., 1992). In einer
Kombinationsstudie erkrankten allerdings zwei Patienten an der sog. progressiven

multifokalen Leukenzephalopathie (PML) (Berger, 2006, Berger et al., 2005) und in der Folge
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sind unter Natalizumab-Monotherapie bislang 437 MS-Patienten an PML erkrankt (Biogen-
Idec, Stand 04. Februar 2014). Bei der PML handelt es sich ebenfalls um eine
demyelinisierende Erkrankung des ZNS, die durch das Polyomavirus JC verursacht wird
(Ferenczy et al., 2012). Die PML ist eine schnell progrediente Erkrankung, die haufig zu
motorischen und kognitiven Stérungen fuhrt. Bei bis zu 50% der Falle verlauft sie innerhalb
kurzer Zeit auch letal. Vor Einfiihrung von Natalizumab auf den Markt kam PML nicht bei
MS-Patienten, sondern fast ausschlieRlich bei abwehrgeschwachten Personen (z.B. bei HIV-
Infizierten oder wahrend einer Chemotherapie) vor. Als Folge aus dieser seltenen, aber
schwerwiegenden Nebenwirkung gilt daher besondere Vorsicht beim Einsatz von
Natalizumab in der Klinik (Gold et al., 2007). Vor der Behandlung sollte eine enge
Indikationsstellung erfolgen. Auch unter der Behandlung sollten Veranderungen in der
neurologischen Symptomatik friihzeitig abgeklart werden. Natalizumab muss intravends
infundiert werden, weshalb auch zur Medikamentenapplikation entsprechend regelmalige
Arztbesuche notwendig sind.

Fingolimod wurde 2011 in der européaischen Union zur medikamentésen Therapie bei MS
zugelassen und gehdrt ebenfalls zur Klasse der immunmodulatorischen Medikamente, ist im
Gegensatz zu den bereits genannten zur oralen Einnahme entwickelt worden. Es handelt
sich um ein Sphingosin-1-Phosphat (S1P) Analogon, dessen Wirkung Uber die spezifische
Bindung an die auf der Zelloberflache von B- und T-Lymphozyten vorhandenen S1P-
Rezeptoren bedingt ist. Die Bindung von Fingolimod an diese Rezeptoren bedingt die
Internalisierung vor allem von S1P1 und hemmt damit die Migration von aktivierten
Lymphozyten aus den Lymphknoten in die Blutstrombahn und damit in die peripheren
Organe und das ZNS, welche normalerweise Uber die S1P-Rezeptoren auf der
Zelloberflache vermittelt wird (Matloubian et al., 2004). Mehrere Studien konnten einen
zusatzlichen Nutzen oder sogar eine tberlegene Wirksamkeit von Fingolimod gegeniber der
Interferontherapie zeigen (Cohen et al., 2010). Zu den wichtigsten Nebenwirkungen zahlen
kardiale Uberleitungsstorungen (v.a. AV-Blockierungen) insbesondere nach der Erstgabe,
weshalb diese unter klinischer Uberwachung stattfinden sollte. Zudem traten bei zwei
Patienten letale Verldufe zum einen einer Varizella-Zoster Infektion und zum anderen einer
Herpes-Simplex Encephalitis auf, welche im Zusammenhang mit der immunsupressiven
Wirkkomponente von Fingolimod stehen kénnten (Kappos et al., 2010).

Den beiden neuesten Praparaten Dimethylfumarat (BG-12) und Teriflunomid ist gemein,
dass beide in einer abgewandelten Form bereits seit langerem zur Behandlung anderer
entzindlicher Erkrankungen zugelassen sind. Zudem stehen beide ebenfalls zur oralen
Einnahme zur Verfiigung. Dimethylfumarat auch ein Hauptbestandteil von Fumaderm®,
eines Medikaments aus Fumarsaurederivaten, welches zur Behandlung der Psoriasis, einer

chronisch entziindlichen Hauterkrankung eingesetzt wird. In den Zulassungsstudien konnte
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gezeigt werden, dass Dimethylfumarat die Haufigkeit von Schiiben bei RRMS um bis zu 50%
reduzieren kann. Zudem traten weniger ZNS-Lasionen auf und der Krankheitsprogress,
bezogen auf den Behinderungsgrad nach EDSS, wurde vermindert (Gold et al., 2012, Fox et
al., 2012). Der Wirkmechanismus ist noch nicht ganzlich geklart. Sicher scheint, dass die
Migration von Neutrophilen in das ZNS durch die Suppression des sog. HCA-2-Rezeptors
gemindert wird. Zudem werden durch die Aktivierung des sogenannten Nuclear Factor
(Erythroid-Derived 2)-Related Factor 2 (Nrf2) zum einen die Produktion von
antiinflammatorischnen Cytokinen unterdriickt und zum anderen die antioxidativen
Mechanismen vor allem in Nervenzellen hochreguliert (Ruggieri et al., 2014). Zu den
haufigsten Nebenwirkungen zahlen Flush (eine vorriibergehende Hautrétung, haufig mit
Hitzegefiihl und oder Juckreiz), Ubelkeit und Erbrechen. Relevant ist zudem eine selten
auftretende schwere Lymphopenie, weshalb regelmafRige Blutbildkontrollen wahrend der
Behandlung erfolgen sollten.

Bei Teriflunomid handelt es sich um den aktiven Metaboliten des Prodrugs Leflunomid,
welches auch zur Behandlung der rheumatoiden Arthritis, einer Autoimmunerkrankung der
Gelenke, zugelassen ist. Es hemmt die Synthese von Pyrimidin Basen und wirkt damit
antiproliferativ, vor allem auf sich schnell teilende Zellen wie aktivierte Lymphozyten. Damit
ist es vom Wirkmechanismus bereits der Gruppe der immunsuppressiven Medikamente
zuzuordnen, wurde jedoch als Medikament zur Basistherapie erprobt und zugelassen. Bei
MS Patienten wird durch die Einnahme von Teriflunomid die Anzahl von B- und T-
Lymphozyten im ZNS reduziert, wodurch sich das relative Risiko flir neue Schiibe um bis zu
30% reduziert (O'Connor et al, 2011, Vermersch et al., 2014). Die haufigsten
Nebenwirkungen sind Haarausfall, Durchfille Ubelkeit und grippeéahnliche Symptome.
Zudem wirkt Teriflunomid lebertoxisch und fruchtschadigend.

Die etablierten, primar immunsuppressiven Medikamente, die zur Behandlung der MS
eingesetzt werden sind Azathioprin (Imurek®), Cyclophosphamid (Endoxan®), sowie
Mitoxantron (Ralenova®). Allen diesen Medikamenten ist gemeinsam, dass sie eine
zytostatische Wirkung haben, welche vor allem schnell proliferierende Immunzellen trifft.
Damit kann insgesamt eine Reduktion der Krankheitssymptome erzielt werden. Jedoch ist
die Wirkung sehr unspezifisch und wirkt auf das komplette Immunsystem der Patienten, was
unter anderem zur bekannten Infektanfalligkeit fuhrt. Dazu kommen auch die weiteren
Zytostatika-typischen systemischen Nebenwirkungen, allem voran Ubelkeit und Erbrechen,
aber auch sekundare Leukdmien und Lymphome.

Derzeit gibt es einige Ansatze zur Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten. Dabei sind
gerade auf dem Gebiet der monoklonalen Antikérper (mAKk), welche durch ihre

hochspezifische Wirkung hervorstechen, entscheidende Entwicklungen zu erwarten
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(Lutterotti et al., 2008). In aktuellen klinischen Studien zeigen unter anderem die folgenden
drei Praparate vielversprechende Ergebnisse und sollen hier beispielhaft erwahnt werden:
Alemtuzumab ist ein mAKk, der gegen das Oberflachenmolekil CD52 auf Lymphozyten und
Monozyten gerichtet ist. Coles et al. (2008) beschreiben in der klinischen Phase |l-Studie
(CAMMS223) eine Reduktion der Schubrate bei den mit Alemtuzumab behandelten
Patienten um 74% gegenilber den mit B-Interferon behandelten Patienten.

Bereits eingesetzt in der Therapie von Leukdmien und zur Pravention von
TransplantatabstoBungen wird Daclizumab. Hierbei handelt es sich um einen mAk gegen
den Interleukin-2 Rezeptor (Oberflachenmolekil CD25) (Goebel et al., 2000). Die Wirkung
von Daclizumab bei MS-Patienten beruht vor allem auf der vermehrten Aktivierung von
sogenannten CD56""" natirlichen Killerzellen“ (NK-Zellen) (Bielekova et al., 2006). Diese
fuhren Uber einen noch nicht vollstandig verstandenen Mechanismus zum vermehrten
Untergang von T-Zellen. Bei den Patienten stellt sich die Wirkung in Form von einer
signifikant gebesserten klinischen Symptomatik sowie verminderter Krankheitsaktivitat in der
MRT Untersuchung dar (Bielekova et al., 2009). Vorteil dieses Medikaments, das es ein
akzeptables und seit Gber zehn Jahren bekanntes Nebenwirkungsprofil aufweist.

Ebenfalls bereits zugelassen ist Rituximab, allerdings zur Behandlung von Patienten mit
Non-Hodgkin-Lymphomen. Der Wirkmechanismus dieses mAk besteht in der selektiven
Zerstérung von B-Zellen Uber die Bindung an das CD20 Oberflachenmolekil. Dadurch
werden zwei wichtige, in der MS jedoch potentiell schadliche Funktionen von B-Zellen
beschnitten, darunter die Produktion von (Auto-)Antikérpern und die Antigen-prasentierende
Funktion (dabei auch Prasentation von Autoantigenen). Durch den daraus folgenden
massiven Zellverfall wird eine hohe Anzahl von Zytokinen freigesetzt. Dies kann zum
sogenannten ,cytokine release-Syndrom® flhren, welches mit Fieber, Schuttelfrost,
Atembeschwerden und Hautausschlagen einhergehen kann. Aktuelle Untersuchungen in
klinischen Studien zeigen auch bei MS-Patienten eine signifikante Reduktion der
inflammatorischen Zellen, weitere Studien zur Wirksamkeit sind fir eine Zulassung jedoch
noch erforderlich (Cross et al., 2006, Monson et al., 2005).

Die bisherigen medikamentbésen Therapieoptionen nehmen vor allem auf die
immunologische Komponente der Erkrankung Einfluss. Ein Medikament zur Beeinflussung
der neurodegenerativen Komponente oder zur Férderung der Neuroregeneration steht

derzeit leider noch nicht zur Verfligung.
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1.2 TT-Virus

1.2.1 Entdeckung des TT-Virus

Das TT-Virus wurde durch Nishizawa et al. (1997) in Japan entdeckt und beschrieben. Auf
der Suche nach Erregern von Posttransfusions-Hepatitiden, die nicht durch Hepatitisviren A-
E ausgeldost werden, isolierten sie ein bis dato unbekanntes Desoxyribonukleinsaure-
Fragment (DNA-Fragment) aus dem Serum eines Patienten. Zur Isolierung dieses 500 bp
langen DNA Fragments nutzten sie die Methode der reprasentativen Differenzanalyse (Atzori
et al., Lisitsyn et al., 1993). Zunachst wurde das neuartige Fragment als N22-Klon
bezeichnet, bis in weiteren Experimenten nachgewiesen wurde, dass es sich bei dem DNA-
Fragment um einen Teil einer viralen DNA handelt. Nach den Initialen des Indexpatienten
(T.T.) wurde das neu entdeckte Virus als TT-Virus bezeichnet, die Abkirzung TT kann
allerdings auch stellvertretend flr engl. ,fransfusion transmitted“ stehen. Das ,International
Committee on Taxonomy of Viruses® (ICTV) fuhrte zudem den Namen ,Torque-Teno-Virus"*
fur die Abklrzung TTV ein (Fauquet et al., 2004).

1.2.1 Morphologie und Genomorganisation

Mittels Filtration wurde ermittelt, dass TTV-Partikel zwischen 30 - 50nm grof3 sind
(Mushahwar et al., 1999). Weitere Untersuchungen und elektronenmikroskopische
Aufnahmen von TTV-Partikeln, die aus menschlichem Fazes isolierte wurden, grenzten die
Groke auf 30 - 32nm ein (Itoh et al., 2000). Die Partikeldichte von TT-Viren belauft sich nach
Casium-Chlorid-Gradientenuntersuchung auf 1,31 - 1,33 g/cm®. Nach der Behandlung mit
Detergenzien war die Dichte in erneuten Messungen gleichbleibend, was darauf hindeutet,
dass TT-Viren keine lipidhaltige Virushille besitzen (Okamoto et al., 1998b).

Alle bis heute bekannten humanen TT-Viren besitzen ein ringférmiges Genom aus
einzelstrangiger, negativ geladener DNA mit einer Lange von 3600 — 3850 Basenpaaren (bp)
(Miyata et al., 1999, Mushahwar et al., 1999, Peng et al., 2002).

Die ringférmige Genomorganisation wurde mittels zwei sich Uberlappenden PCR-Produkten
aus unterschiedlichen Reaktionen nachgewiesen (Miyata et al., 1999, Mushahwar et al.,
1999). DarlUberhinaus fanden sich bei Versuchen mit in-vitro Replikation von TT-Viren bei
einigen Genotypen wiederholt subvirale Moleklile mit einer GréRe zwischen 401 und 913
Basen welche auch unabhangig von dem vollstdndigen Genom vorkamen (de Villiers et al.,
2011). Das Organisationsprinzip der ringférmigen DNA von TT-Viren ist sehr spezifisch und
fur alle Genotypen ahnlich. Im Folgenden soll die Genomorganisation am Beispiel des ersten
vollstandig charakterisierten TTV-Isolats ta278 erklart werden. Die Lange dieses isolierten
Genoms vom Genotyp-1 betragt 3853 bp. Davon sind ca. zwei Drittel kodierend und ein
Drittel nicht kodierend.
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Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von aggregierten TTV-assoziierten Partikeln. Sie
wurden aus dem Serum eines HIV-Patienten mit einer Viruslast von tber 10° TTV-Kopien/ml isoliert.
Der Durchmesser der Partikel betragt 30 — 32 nm. Der Balken entspricht einer Lange von 100 nm (aus

(Itoh et al., 2000).

TT-Virus

ta278
3853 bp

ORF4 (289 aa)

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Genomorganisation des TT-Virus am Beispiel des TTV-
Prototypen ta278. Die diinne kreisformige Linie stellt die zirkulare DNA dar. Die offenen Leserahmen
1-4 (ORF 1-4) werden durch die schwarzen Pfeile symbolisiert. Die Richtung der Pfeile steht fiir die
Orientierung der ORFs. Die gepunktete Linie entspricht den Intronabschnitten, welche beim Splei3en
herausgeschnitten und folglich nicht in Proteine lbersetzt werden. Die N22-Region ist in hellgrau
angedeutet. Die nicht kodierende Region (UTR) wird durch einen diinnen doppelseitigen Pfeil
dargestellt. In ihr befinden sich neben einer TATA-Box (TATA) ein Polyadenylierungssignal (Poly A),
sowie eine GC-reiche Region (dunkelgrau). Die Zahlen entsprechen der Nukleotidposition, die Zahlen

in Klammern stehen fir die Lange der putativen Proteine in Aminosauren (aa) (aus (Jelcic, 2006)).
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1.2.1.1 Nicht kodierender Bereich (,,untranslated region*, UTR)

Der nicht kodierende Bereich reicht im ta278 Genom von nt 3075 bis nt 352 und ist somit
1129 bp lang (Kamahora et al., 2000). Dieser Bereich wird nicht in messenger-
Ribonukleinsaure (mRNA) transkribiert und tragt daher den Namen ,Untranslated Region®
(UTR). Im mittleren Teil der UTR (nt 3736 — 3853) befindet sich eine sogenannte GC-reiche
Region, in der die Basen Guanin und Cytosin 90,6% aller Nukleotide ausmachen (Miyata et
al.,, 1999, Mushahwar et al., 1999). Die Besonderheit dieser Region ist die durch die
einzelstrangige Struktur bedingte Ausbildung von ,Stem Loops®. Dabei handelt es sich um
sehr stabile Sekundarstrukturen, die bei allen Circoviren bekannt sind. Sie spielen vermutlich
eine wichtige Rolle bei den Replikationsmechanismen der Viren (Muljono et al., 2001,
Okamoto et al., 1999b). Neben der GC-reichen Region befinden sich in der UTR noch eine
TATA-Box (A®TATAA), eine ,Cap-Site* (Initiationsstelle der Transkription) (C*®*ACTTC),
sowie ein Polyadenylierungssignal (Poly A) (A**"*ATAAA) (Kamada et al., 2004, Kamahora et
al., 2000). Die Cap-Site und das Poly A dienen der posttranskriptionalen Modifizierung der
Protein kodierenden mRNAs und sind unter anderem fir deren Stabilitdt und Export
essenziell. Insgesamt ist die UTR in ihrer Sequenz stark konserviert, was ihre wichtige
funktionelle Bedeutung unterstreicht. Es lassen sich zwischen nt 3206 und nt 7 zudem Uber
20 Transkriptionsfaktoren bindende Stellen (Enhancer) ausmachen, die abhangig von Organ
und Gewebe die TTV-Transkription stark regulieren und damit einen weiteren wichtigen
funktionellen Aspekt darstellen (Suzuki et al., 2004).

1.2.1.2 Kodierender Bereich

Der kodierende Bereich ist charakterisiert durch die vier offenen Leserahmen (engl. open
reading frames, ORF), die er beinhaltet. Er erstreckt sich im ta278-Genom von Nukleotid (nt)
353 bis nt 3074. Zundchst nahm man an, dass in diesem Bereich zwei bis drei Proteine
kodiert werden und er in nur ein mRNA-Molekdl transkribiert wird (Erker et al., 1999, Hijikata
et al.,, 1999, Okamoto et al., 1998b). Kamahora et al. (2000) zeigten jedoch, dass durch
alternatives Spleilen drei unterschiedliche mMRNA-Molekile gebildet werden. Dafir
konstruierten sie ein Plasmid, welches die komplette TTV-DNA (Isolat vt419) enthielt und
stellten dann mittels Transfektion in COS1-Zellen die Bildung von drei unterschiedlich langen
Transkripten (1,0 kilobasen (kb), 1,2 kb, und 2,9 kb) in vitro dar. Die drei Transkripte haben
eine antigenomische Orientierung und besitzen jeweils am 5-Ende eine Cap-Site
(C®ACTTC), sowie am 3-Ende ein Polyadenylierungssignal (A**">ATAAA). Das SpleiRen
findet an den Konsensussequenzen MAG/GTRAGT (M = A/C, R = A/G) am Beginn und
Y12NCAG/GY (Y = C/T, N = G/A/T/C) am Ende statt (Mount, 1982). Alle drei mRNAs haben

auBerdem das erste Intron gemeinsam an Position nt 185 — 277. Die 2,9 kb lange mRNA
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wird nicht weiter modifiziert. Die 1,2 kb lange mRNA hat dagegen nach den Spleilvorgangen
ein Intron, die 1.0 kb lange mRNA sogar 2 Introns weniger.

Okamoto et al. (2000b) fanden bei einem weiteren TTV-Isolat (tym9 aus den
Knochenmarkszellen einer Leukdamie Patientin) das gleiche Transkriptions- und mRNA-
Prozessierungsprofil in vivo. Die Genomorganisation der Isolate vt419 und tym9 ist sehr
ahnlich. Bei beiden Uberlappt der Anfang von ORF1 das Ende von ORF2 und das Ende von
ORF1 Uberlappt das Ende von ORF3 und ORF4. Es wurde daher spekuliert, dass das
Transkriptions- und Translationsmuster fir alle TTV-Genotypen universell sei (Kamahora et
al., 2000, Okamoto et al., 2000b).

ORF1 beginnt bei beiden Isolaten (vt419 und tym9) mit der Kozak-Konsensussequenz
ACCA®®*TGG an Position nt 580 und endet bei nt 2901. ORF1 kodiert fiir ein Protein mit
einer Lange von 770 Aminosauren (aa), womit es das grote Protein im TTV-Genom
darstellt. Auf Grund der hohen Anzahl der basischen Aminosauren Arginin und Lysin, der
den entsprechenden Domanen fir Kapsidproteinen bei Circoviren ahnelt, wird angenommen,
dass es sich bei diesem Protein ebenfalls um ein Kapsidprotein handelt (Crowther et al.,
2003, Niagro et al., 1998). Am carboxyterminalen Ende weist das ORF1 Protein zwei von
vier Aminosauremotiven auf, die mit dem ,Rolling Circle Replikationsmechanismus
assoziiert sind (Koonin et al., 1993, Mushahwar et al., 1999, Tanaka et al., 2001).

ORF2 reicht von nt 353 bis nt 715 und kodiert fur ein 120 Aminosduren messendes Protein.
Vermutlich stellt dieses Protein eine sog. ,Dual Specificity“-Proteinphosphatase (DSP) dar
(Peters et al., 2002). Die DSP besitzt sowohl eine Protein-Tyrosin-Phoshphatase Aktivitat
(PTPase), als auch eine Serin-/Threonin-Protein-Phosphatase-Aktivitat (S/TPPase).

Das aus ORF3 resultierende Protein misst 286 aa und wird durch die Genomabschnitten nt
353 — 711 und nt 2374 — 2875 kodiert, welche mittels Spleilten zu einer mRNA transkribiert
werden. Es enthalt am carboxyterminalen Ende viele Serinreste, an denen es phosphoryliert
werden kann (Asabe et al., 2001).

Die ORF4 mRNA entsteht ebenfalls durch SpleiRen, wodurch die Sequenzen aus den
Genomabschnitten nt 353 — 711 und nt 2567 — 3077 verbunden werden. Das daraus
folgende Protein hat eine Ladnge von 289 aa. Seine Funktion ist jedoch noch unbekannt.
Sowohl das ORF4-Protein, als auch das ORF3-Protein besitzen die gleiche Sequenz am

aminoterminalen Ende (aa 1 - 120) wie das ORF2-Protein.

1.2.2 Epidemiologie

Epidemiologische Untersuchungen zur Verbreitung und Pravalenz von TTV kommen zu sehr
uneinheitlichen Ergebnissen. Das liegt vor allem an den unterschiedlichen Assays der
Polymerasekettenreaktion (PCR), die in unterschiedlichen Studien benutzt wurden. Des

weiteren aber auch an der hohen Sequenzvariabilitdt von TT-Viren, die eine korrekte
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Erfassung teilweise schwierig macht. Untersuchungen mit der zunachst etablierten N22-PCR
kamen zu Ergebnissen mit Prévalenzen bis zu 14% in Europa und Nordamerika, bis zu 53%
in Asien und bis zu 86% in Afrika und Sidamerika (Charlton et al., 1998, Kato et al., 1999a,
Nakano et al., 1999, Niel et al., 1999, Prescott et al., 1998, Simmonds et al., 1998).

Neuere Untersuchungen mit PCR-Techniken, welche die UTR erfassen und somit ein
groReres Spektrum an TTV Genotypen abdecken, kommen zu deutlich hoheren
Pravalenzen. Demnach durfte die tatsdchliche Pravalenz von TTV in den meisten Landern
bei Uber 90% liegen (Huang et al., 2001, Okamoto et al., 1999c, Peng et al., 2002, Thom et
al.,, 2003). Die Zahl der infizierten Personen nimmt einigen Untersuchungen zufolge mit
héherem Lebensalter zu (Peng et al.,, 2002, Saback et al., 1999, Sugiyama et al., 1999).
Allerdings sind auch schon bei Jugendlichen und Kleinkindern Pravalenzen von 90%
beschrieben worden (Ninomiya et al., 2008a, Okamoto et al, 2000c). Zur
Haufigkeitsverteilung der einzelnen Genotypen liegen nur wenige Arbeiten vor (Biagini et al.,
2006b, Devalle et al., 2004, Peng et al., 2002). Diesen zufolge scheinen die Genotypen 1, 3
und 5 am weitesten verbreitet zu sein. Die hier beschriebenen epidemiologischen Daten
sollen auch im Vergleich mit den gewonnenen Daten aus dieser Arbeit in der Diskussion

noch weiter besprochen werden.

1.2.3 Transmissionswege

Die parenterale Ubertragung von TT-Viren war schon bei der Erstbeschreibung bekannt
(Nishizawa et al., 1997). Zunachst wurde daher auch der Name ,Transfusion-Transmitted-
Virus® fur TTV in Erwagung gezogen. Die ermittelten hohen Pravalenzraten von TTV bei
Hamophilen, Thalassamie-, Dialyse- und Polytransfusionspatienten, bei intravenoés
Drogenabhangigen, sowie in Blutprodukten selbst, bestatigen die Madoglichkeit der
Ubertragung durch Blut (Kobayashi et al., 1999, Oguchi et al., 1999, Prati et al., 1999,
Salakova et al.,, 2004, Simmonds et al., 1998, Takayama et al., 1999a, Yokozaki et al.,
1999).

Durch den Nachweis von TTV-Partikeln mit gleicher Dichte und DNA-Sequenz nicht nur im
Serum, sondern auch in Galle- und Stuhlproben von TTV-infizierten Patienten, wurde auch
der fakal-orale Ubertragungsweg als wahrscheinlich angesehen (Okamoto et al., 1998a,
Ukita et al.,, 1999). Untersuchungen bei denen Affen nach Inokulation von aufgereinigten
TTV-Partikeln aus Stuhlproben messbare TTV-Infektionen aufwiesen, konnten den fakal-
oralen Ubertragungsweg belegen (Tawara et al., 2000).

Auch die Maoglichkeit einer Tropfcheninfektion wird in Betracht gezogen (Ishikawa et al.,
1999). Die Kopienzahl von TT-Viren kann im Speichel wesentlich héher sein als im Serum
(Deng et al., 2000). Maggi et al. (2003) konnten bei seropositiven Kindern mit akuten

Atemwegsinfektionen auch in Nasenabstrichen erhdhte TTV-Kopienzahlen messen.
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Neben den genannten Ubertragungswegen wird auch eine vertikale Transmission von der
Mutter zum Kind diskutiert (Lin et al., 2002). Mehrere Studien zeigten, dass eine pra-, peri-
und auch postnatale Ubertragung méglich ist (Gerner et al., 2000, Goto et al., 2000, Morrica
et al., 2000). TTV wurde dabei unter anderem in Nabelschnurblut und Muttermilch

nachgewiesen.

1.2.4 Infektionsverlauf

Der Infektionsverlauf bei einer Infektion mit TTV ist bis jetzt nur wenig untersucht. Dies liegt
unter anderem an dem relativ kurzen Zeitraum, in dem TT-Viren bis jetzt untersucht wurden,
aber auch an der Problematik der Vergleichbarkeit von Ergebnissen, die durch standig
weiterentwickelte Screeningtests entsteht. Die bislang verdffentlichten Arbeiten deuten auf
einen chronisch-aktiven Infektionsverlauf hin. So konnten bei einem Patienten UGber einen
Zeitraum von mehreren Jahren zu jedem Untersuchungszeitpunkt TT-Viren in Serumproben
nachgewiesen werden (Lefrere et al., 2000, Oguchi et al., 1999). Es ist jedoch nicht klar, ob
eine Infektion mit TTV selbstlimitierend verlaufen kann. Einige Studien weisen darauf hin, da
bei einigen Patienten zunachst eine Infektion nachweisbar war, im Abstand von einigen
Monaten oder Jahren in erneuten Untersuchungen jedoch nicht mehr (Matsumoto et al.,
1999, Oguchi et al., 1999, Takayama et al., 1999a, Yuki et al., 1999). Hier kénnten allerdings
auch die Sequenzvariablitdt und die eingeschrankte Erfassung von verschiedenen TTV-
Genotypen eine Rolle spielen. Maggi et al. (2001b) wiesen in einer Untersuchung bei
Patienten mit Hepatitis-C Infektion unter Therapie mit a-Interferon nach, dass mindestens
3,8x10" TT-Viruspartikel pro Tag generiert werden, was fiir eine sehr hohe Replikationsrate

der Viren spricht.

1.2.5 Krankheitsassoziation

Die erstmalige Entdeckung des TT-Virus bei einem Patienten mit Posttransfusions-Hepatitis
legte zunachst nahe, dass TT-Viren in der Pathogenese von Hepatitiden eine Rolle spielen
kénnten (Nishizawa et al., 1997). In weiteren Arbeiten zeigten sich mégliche Hinweise auf
eine Assoziation zwischen TTV-Infektionen des Genotypen 1 und idiopathischen
Lebererkrankungen bei Kindern (Okamura et al., 2000, Sugiyama et al., 2000). Die
Genotypen 12 oder 16 wurden gehauft im Zusammenhang mit Transfusions-assoziierten
Hepatitiden beschrieben (Umemura et al., 2001). Weitere Untersuchungen zeigten ebenfalls
einen vermeintlichen Zusammenhang zwischen unterschiedlichen Lebererkrankungen und
TTV-Infektionen (lkeda et al., 1999, Kanda et al., 1999a, Tanaka et al., 1998, Tanaka et al.,
2000, Tuveri et al., 2000). Kontrovers dazu sind die Ergebnisse einiger anderer Arbeiten,

denen zufolge TTV nicht mit der Pathogenese von Hepatitiden oder anderen

18



Einleitung

Lebererkrankungen assoziiert ist (Akiba et al.,, 2005, Niel et al., 1999, Prati et al., 1999,
Viazov et al., 1998).

Neben den Lebererkrankungen wurden auch respiratorische Erkrankungen genauer auf
einen Zusammenhang mit TTV-Infektionen untersucht. Beispielsweise konnten bei Kindern
die auf Grund akuter respiratorischer Erkrankungen oder Bronchieektasien im Krankenhaus
behandelt wurden, im Vergleich zu Gesunden erhdhte TTV-Kopienzahlen nachgewiesen
werden (Maggi et al., 2003, Pifferi et al., 2006). In spirometrischen Untersuchungen hatten
Kinder mit hoher Viruslast schlechtere Werte, was auch einen mdglichen Zusammenhang
mit der Pathogenese von Asthma suggeriert (Pifferi et al., 2005). Bando et al. (2001, 2008)
beschrieben erstmals den Einfluss von TTV-Infektionen auf den Verlauf der idiopathischen
Lungenfibrose und dariber hinaus eine Assoziation zwischen TTV und der Entstehung von
Lungenkrebs auf Grund der idiopathischen Lungenfibrose. Weitere Krankheitsassoziationen
werden auch auf dem Gebiet der Autoimmunerkrankungen diskutiert (Gergely et al., 2006).
Unter anderem wurden bei Patienten mit rheumatischen Erkrankungen, z.B. Lupus
erythematodes und autoimmunen Arthropathien, wie der rheumatoiden oder psoriatrischen
Arthritis, sowie der ankylosierenden Spondylitis, signifikant héhere TTV-Kopienzahlen
gemessen (Gergely et al.,, 2005, Maggi et al., 2007). Auch fur die dermatologische
Erkrankung des bulldsen Pemphigoid wurde eine entsprechende Assoziation beschrieben
(Blazsek et al., 2008). Die wahrend eines Krankheitsschubs im Liquor expandierten T-Zellen
eines Patienten mit Multipler Sklerose erkannten in in-vitro Versuchen spezifisch Epitope von
TT-Viren, was ebenfalls fir einen moéglichen Zusammenhang von TTV und der Pathogenese
von Autoimmunerkankungen spricht (Sospedra et al., 2005b).

Neben den oben beschriebenen wurde auch bei verschiedenen malignen Erkrankungen, wie
Hodgkin Lymphomen, hepatocellularen Carcinomen, bronchialen Carcinomen und weiteren
Neoplasien eine Beteiligung von TTV in der Entstehung untersucht (de Villiers et al., 2002,
Garbuglia et al., 2003, Jelcic et al., 2004). Eine plausible Grundlage fiir die Assoziation von
TTV und der malignen Entartung von Zellen oder der Tumorgenese fehlt jedoch bislang, so
haben TTV-Infektionen allenfalls einen indirekten Einfluss (Maggi et al., 2009, zur Hausen et
al., 2009).

1.3 Genetische Vielfalt von TT-Viren und anderen Anelloviren

Die genetische Vielfalt der TT-Viren ist erstaunlich grof3 und Ubersteigt die anderer bekannter
DNA-Viren wie z.B. Papillomaviren deutlich (de Villiers et al., 2004). Die Variationsbreite der
Sequenzen nimmt dabei mit der Isolierung von neuen TTV-Genomen und Teilsequenzen
weiter zu (Khudyakov et al., 2000, Okamoto et al., 1999c). Bei Vergleichen von komplett

bekannten TTV-Genomen kommen auf Grund der hohen Vielfalt sowohl
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Ubersteinstimmungen von iber 97%, als auch von nur 50% zwischen den untersuchten
Genomen vor (Hijikata et al., 1999, Okamoto et al., 1999b, Tanaka et al., 1999). Nach der
Entdeckung der TT-Viren wurden in weiteren Untersuchungen sehr &hnliche Viren

beschrieben.

1.3.1 TTV-adhnliche Viren

Schon kurze Zeit nach der Entdeckung des TT-Virus durch Nishizawa et al. (1997) konnten
japanische Wissenschaftler ein Virus isolieren, welches den TT-Viren in der
Genomorganisation sehr ahnelte, aber keinem Geno- oder Subtypen zuzuordnen war und
sich in der Lange des Genoms deutlich von den bis dato bekannten TT-Viren unterschied
(Takahashi et al., 2000b). Das Genom dieses zunachst ,TTV-like-mini-Virus“ (TLMV)
genannten Virus ist 2700 — 2900 bp lang und enthalt ebenfalls eine UTR mit einer GC-
reichen Region, sowie vier verkirzte ORFs im kodierenden Bereichen. Diese ORFs haben
eine Lange von 663 aa (ORF1), 91 aa (ORF2), 206 aa (ORF3) und 216 aa (ORF4), die
ahnlich den TT-Viren durch drei Spleilvorgédnge entstehen (Okamoto et al., 2001b). Vom
ICTV wurde anstatt der Bezeichnung , TTV-like-mini-Virus* und der Abkirzung TLMV der
Name ,Torque-Teno-mini-Virus® (TTMV) vorgeschlagen. Zur Vereinheitlichung wird in dieser
Arbeit durchgehend die Abklrzung TTMV benutzt.

Von Jones et al. (2005) wurde ein weiteres Virus charakterisiert, welches ebenfalls in die
Gruppe der Anelloviren einzuordnen ist. Die isolierten Sequenzen hatten eine Lange von
~2200 bp und ~2600 bp und erhielten daher den Namen ,Small Anellovirus“ (SAV). Die
Genomorganisation entsprach ebenfalls der der TT-Viren, allerdings mit wesentlich
verkirztem nicht kodierenden Bereich und drei offenen Leserahmen im kodierenden Bereich.
Das klrzeste beschriebene humane SAV-Genom misst lediglich noch 2002 bp (Biagini et al.,
2007). In weitere Studien wurden zudem Genome von einer Lange um 3200 bp isoliert, die
zwischen den urspringlichen TTV und den neueren TTMV Sequenzen anzusiedeln sind und
als ,Torque-Teno-midi-Virus“ (TTMDV) bezeichnet werden (Ninomiya et al., 2007a, Ninomiya
et al., 2007b). Neben den vielen TTV-ahnlichen Viren, die bei Menschen entdeckt wurden,
existieren auch eine Reihe von TT-Viren und TTV-ahnlichen Viren bei verschiedenen
Tierarten (Biagini et al., 2007, Niel et al., 2005, Okamoto et al., 2001b).

20



Einleitung

TMDV MV
3242/1 2,. 0,
4174 TATA 2778k I,
2 2 box 2, 9,,% q’\b@'b m‘Bﬂézaam ng %, %
\ N
ey = 2 Q‘Sg,. it 1 3 K;_%p
ey A A 3
) ik ~0 R o
TA278 s MD1-073 i g8 CBD231 it
(3853 nt) € (3242 nt) 58 (2860 nt) |
% A
[e]

SN OHF; ‘56’33?‘\

ORF1 (673 29)

ORF1 (770 28

Abbildung 3: Darstellung der Genomorganisation der drei Prototypen von TTV, TTMDV und TTMV.
Der Kreisumfang entspricht jeweils der relativen Genomlange. Die schwarzen Pfeile markieren jeweils
die offenen Leserahmen (ORF 1-4). Die gepunktete Verbindung der beiden Abschnitte von ORF 3 und
ORF 4 reprasentieren die spateren Introns der mRNA (Kamahora et al., 2000, Okamoto et al., 2000b).
Die GC-reiche Region wird durch die grauen Kastchen dargestellt. Die TATA-Box ist durch einen

schwarzen Punkt markiert (aus Jelcic, 2006).

1.3.2 Klassifikation und Systematisierung der TT-Viren und TTV-ahnlichen Viren in

die Familie der Anelloviren

Nach den Kriterien des ICTV werden TT-Viren und TTV-ahnliche Viren in die neu eingeflhrte
Familie Anelloviridae eingeteilt (ICTV, 2012). Die Anelloviren gehéren zu der Gruppe der
Einzelstrang-DNA-Viren. Nach der Entdeckung der TT-Viren gab es zunachst Diskussionen
Uber die mdgliche Zuordnung zu bereits bestehenden Familien, wie der Circoviridae (Miyata
et al.,, 1999). Dieser Familie ist unter anderem das TTV ahnliche Chicken-Anaemia-Virus
zugeordnet, was ebenfalls einen ringférmigen Einzelstrang-DNA Aufbau besitzt. Auch wurde
diskutiert eine eigene Familie (z.B. Circinoviridae oder Paracircoviridae) zur Klassifikation der
TT-Viren einzufihren (Mushahwar et al., 1999, Takahashi et al., 2000b). Der Name ,Anello®,
abgeleitet von Ring, soll dabei die charakteristische Genomorganisation der TT-Viren zum

Ausdruck bringen.
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Tabelle 2: Familien von Einzelstrang-DNA-Viren nach den Kriterien des ICTV (ICTV, 2012)

Familie Subfamilie Genus Spezies Wirt
Anelloviridae Alphatorquevirus Torque-Teno-Virus 1-29 Vertebraten
Betatorquevirus Torque-Teno-mini-Virus 1-12 Vertebraten
Gammatorquevirus Torque-Teno-midi-Virus 1-15 Vertebraten
Circoviridae Circovirus Porcines Circovirus Vertebraten
Gyrovirus Chicken-Anaemia-Virus Vertebraten
Geminiviridae Mastrevirus Maize-Steak-Virus Pflanzen
Curtovirus Beet-Curly-Top-Virus Pflanzen
Topocuvirus Tomato Pseudo-Curly Top Virus Pflanzen
Inoviridae Begomovirus Bean Golden Mosaic Virus Pflanzen
Inovirus EnteroBakterien-Phage M13 Bakterien
Microviridae Plectrovirus Acholeplasma-Phage MV-L51 Bakterien
Microvirus Entero-Bakterien @X174 Bakterien
Spiromicrovirus Spiroplasma-Phage 4 Spiroplasma
Bdellomicrovirus Bdellovibrio-Phage MAC1 Bakterien
Nanoviridae Chlamydiamicrovirus Chlamydia-Phage 1 Bakterien
Nanovirus Subterranean-Clover-Stunt-Virus Pflanzen
Parvoviridae Parvovirinae Babuvirus Banana-Bunchy-Top-Virus Pflanzen
Parvovirus Mice-Minute-Virus Vertebraten
Erythrovirus Parvovirus B19 Vertebraten
Dependovirus Adeno-assoziiertes Virus 2 Vertebraten
Amdovirus Aleutian-Mink-Disease-Virus Vertebraten
Densovirinae Bocavirus Bovines Parvovirus Vertebraten
Densovirus Junonia-Coenia-Densovirus Invertebraten
Iteravirus Bombyx-Mori-Densovirus Invertebraten
Brevidensovirus Aedes-Aegypti-Densovirus Invertebraten
Pefudensovirus Periplanta-Fuliginosa-Densovirus Invertebraten

Die Systematisierung und Genus-Zuordnung der

Anelloviren erfolgt aufgrund der

vollstandigen ORF1-Sequenz, die am ehesten die Sequenzidentitat des jeweiligen gesamten
Anellovirus-Genoms reprasentiert (Biagini, 2009). Zuvor verwendeten die meisten Autoren
die provisorische Genotypen- und Subtypeneinteilung nach Okamoto zur Systematisierung
aller neuen Teilsequenzen und isolierten TTV-Genome (Okamoto et al., 1999b). Diese
Einteilung beruht auf der Sequenz der N22-Region (s. Abbildung 2). Dieser Abschnitt des
TTV Genoms ist 222 bp lang und war das erste bekannte DNA-Fragment von TTV, welches
durch die N22-PCR von Nishizawa amplifiziert wurde (Nishizawa et al., 1997). Alle neueren
Sequenzen wurden nach einem Sequenzabgleich mit der N22-Region in neue Genotypen

(>30% genetische Distanz) und Subtypen (>15% genetische Distanz) eingeteilt. Vor
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Veroéffentlichung dieser Systematisierung wurden bereits 40 neue Genotypen beschrieben,
die 2002 nach Peng et al. in 5 verschiedene Genogruppen eingeteilt wurden (Heller et al.,
2001, Muljono et al., 2001, Peng et al., 2002, Takahashi et al., 2000a). Problematisch an der
beschriebenen Systematisierung nach der N22-Region ist unter anderem, dass die N22-PCR
nur sechs bekannte Genotypen von TTV erfasst und eine phylogenetische Klassifikation
nach der provisorischen Genotypen- und Subtypeneinteilung nicht verlasslich ist (Lemey et
al., 2002).

1.3.3 Sequenzvariabilitat der Anelloviren

Die Sequenzvariabilitat ist ein typisches Merkmal der Anelloviren und soll im Folgenden
anhand der humanen TT-Viren aufgezeigt werden, da sie in diesem Genus am besten
untersucht sind. Weiterentwickelte Nachweisverfahren und die Erfassung eines zunehmend
groReren Sequenzspektrums flhrten zu einer grolen Anzahl an Geno- und Subtypen, in
welche TT-Viren eingeteilt werden kénnen (Biagini, 2009). Inzwischen sind 121 vollstandige,
miteinander verwandte humane TTV-Sequenzen charakterisiert worden. Die Variabilitat
innerhalb des Genoms ist dabei nicht gleich verteilt. So ist der nicht kodierende Bereich
wesentlich starker konserviert als die anderen Genomabschnitte (Luo et al., 2002). Zur
Erfassung madglichst vieler Genotypen mit Hilfe einer PCR spielt dieser nicht kodierende
Bereich also eine besonders grol3e Rolle. Insbesondere die GC-reiche Region, die TATA-
Box und die Promoterregionen innerhalb dieses Bereichs sind besonders gut konserviert und
zeigen groRe Ubereinstimmungen im Vergleich zwischen verschiedenen Geno- und
Subtypen (Hijikata et al., 1999, Muljono et al., 2001, Peng et al., 2002, Suzuki et al., 2004).
Die Sequenzvariabilitat innerhalb der kodierenden Bereiche des TTV-Genoms ist wesentlich
héher. Dabei findet sich auch hier noch mal ein Unterschied in der Variabilitdt zwischen den
offenen Leserahmen ORF1 und ORF2. Die hdochste Sequenzvariabilitat ist im Bereich des
ORF1 beschrieben. Hier wurden auch drei hypervariable Regionen (HVR) definiert, die im
Vergleich am haufigsten Variationen mit bis zu 70% Abweichung im Sequenzvergleich
verschiedener TT-Viren aufweisen (Erker et al., 1999, Hijikata et al., 1999, Luo et al., 2002).
Hinter dieser hohen Sequenzvariabilitdt mit dem daraus resultierenden haufigen Austausch
von Aminosauren in den putativen Proteinen steckt moéglicherweise ein Mechanismus um
Antikdrpern, die als Abwehrreaktion vom Immunsystem gebildet werden, durch veranderte
Oberflachenstrukturen zu entgehen (Jelcic et al., 2004, Maggi et al., 2009, Nishizawa et al.,
1999).

Im Gegensatz zum ORF1 ist die Sequenzvariabilitit im ORF2 nicht ganz so hoch und
gleichmaRig Uber die gesamte Lange des Abschnitts verteilt (Hijikata et al., 1999,
Mushahwar et al., 1999, Okamoto et al., 1999a).
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1.3.4 Koinfektion mit mehreren Anellovirus-Genotypen und -Spezies

Eine Koinfektion mit mehreren Genotypen, auch Mehrfachinfektion genannt, wurde in den
meisten Arbeiten nicht zielgerichtet untersucht, sondern eher zufallig gefunden und
beschrieben. Fur die folgenden Pravalenzdaten gilt die gleiche Einschrankung beziglich
ihnrer Aussagekraft wie fir die oben beschriebenen epidemiologischen Daten zur TTV-
Verbreitung, allen voran die hohe Sequenzvariabilitdt und eingeschrankte Detektierbarkeit
durch dltere PCR-Protokolle. In &lteren Arbeiten wurden Mehrfachinfektionen bei 8% bis 30%
der Untersuchten beschrieben (Okamoto et al., 1999c, White et al., 2000). Fir Patienten aus
Gebieten mit erhdéhtem Risiko fir fakal-orale Ubertragung oder Patienten mit erhéhtem
Risiko fur parenterale Infektionen (z.B. Hamodialysepatienten) wurden Mehrfachinfektionen
bei bis zu 75% der Untersuchten beschrieben (Forns et al., 1999, Mushahwar et al., 1999,
Niel et al., 2000, Takayama et al., 1999b). Eine aktuellere Studie zeigte, dass auch im Blut
von Gesunden in bis zu 62% der untersuchten Proben mehrere TTV-Genotypen zu einem
Zeitpunkt vorkommen (Devalle et al., 2005). Auch die Koinfektion mit TTV-ahnlichen Viren ist
nicht ungewdhnlich. Biagini et al. (2006b) fanden bei lhrer Untersuchung bei franzdsischen
Blutspendern eine Koinfektionsrate von TTV und TTMV von 44%. Ninomiya et al. (2008a)
beschrieben die Rate an Zwei- und Dreifach-Infektionen mit TTV, TTMV und/oder TTMDV
bei Kindern ab der Geburt bis zu einem Alter von 364 Tagen. Kinder im Alter zwischen 9 und
180 Tagen wiesen dabei in 47,6% der Falle eine Mehrfachinfektion auf, Kinder im Alter
zwischen 181 und 364 Tagen sogar in 86,9%. Die Zunahme der Mehrfachinfektion mit
steigendem Alter wurde dabei als passend zu der mit dem Alter ebenfalls zunehmenden
Pravalenz gewertet und spricht fir eine fortlaufende Neuinfektion wahrend der friihkindlichen
Entwicklung. Insgesamt treten Koinfektionen mit mehreren Anellovirus-Genotypen also nicht
nur sporadisch auf, sondern stellen ein wichtiges Infektionsmerkmal dar. So sind sie unter
anderem wohl auch Ausdruck der hohen Replikationsrate und Sequenzvariabilitat dieser
Viren und kénnten eine entscheidende Rolle in der Frage der Pathogenitat einer TTV-
Infektion spielen (de Villiers et al., 2009, Jelcic et al., 2004, Leppik et al., 2007).

1.4 Nachweisverfahren fiir Anelloviren

1.4.1 PCR-Nachweisverfahren

Die erste etabliete PCR Methode zum Nachweis von TTV-Infektionen war die mithilfe des
ersten beschriebenen TTV-Genoms entwickelte N22-PCR (Nishizawa et al., 1997). Das
zunachst mittels der RDA-Methode isolierte 500 bp lange DNA-Fragment aus dem TTV-
Genom wurde in molekularbiologischen Klonierungsversuchen erfolgreich kloniert und N22-

Klon genannt. Auf der Basis der erhaltenen Sequenz des N22-Klons wurde dann eine PCR
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entwickelt, die ein 356 bp langes Produkt erzeugte. Das Problem dieser PCR-Methode war
die Spezifitdt gegentber den verschiedenen Genotypen. So konnten mit der N22-PCR nur
sechs Genotypen erkannt werden (Peng et al., 2002). Mit der Zeit wurde das Protokoll immer
weiter modifiziert um eine moéglichst hohe Bandbreite an Genotypen erfassen zu kénnen
(toh et al.,, 1999, Kato et al., 1999b, Khudyakov et al., 2000, Okamoto et al., 1998b,
Okamoto et al.,, 1999b). Die Isolierung weiterer bis dato unbekannter TTV-Sequenzen
machte deutlich, dass die N22-PCR zur Pravalenzbestimmung von TTV-Infektionen
unzureichend war, denn die Rate an positiven Testergebnissen ist maligeblich vom Design
der Primer abhangig (Desai et al., 1999, Itoh et al., 1999, Leary et al., 1999). Da die grofite
Sequenzibereinstimmung zwischen den verschiedenen Genotypen im nicht kodierenden
Bereich des TTV-Genoms zu finden ist, wurden weitere PCR-Protokolle erarbeitet, die

Primer in dieser Region benutzen (s. Abbildung 4).

TT-Virus
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Abbildung 4: Lokalisation verschiedener PCR-Ziele anhand des Genoms von Isolat ta278. Fir alle
Primer sind die Nukleotidposition sowie die Lange des PCR-Produkts angegeben. Die schwarzen
Pfeile markieren die offenen Leserahmen. Abgebildet sind die N22-PCR (Nishizawa et al., 1997)
innerhalb des ORF1, die Set-B-PCR (Leary et al., 1999) am 5’-Ende der nicht kodierenden Region
und die UTR-PCR (Okamoto et al., 1999c) im stark konservierten Abschnitt hinter der TATA-Box (aus
(Jelcic, 2006).
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Neben dem Nachweis von TTV-Infektionen war auch die Erfassung der Viruslast ein Ziel bei
der Entwicklung weiterer PCR-Nachweisverfahren. Okamoto et al. (2000e), (2001a)
etablierten zu diesem Zweck erstmals eine semiquantitativen Methode. Dazu wurde
zunachst die DNA aus den zu untersuchenden Probenmaterialien isoliert. Anschlielend
wurde isolierte DNA in einer 10fachen Verdiinnungsreihe mittels einer PCR Uber 2 Runden
mit jeweils verschiedenen Primerpaaren (sog. nested PCR) auf TTV untersucht. Die hochste
Verdinnung, in der TTV nachweisbar war, wurde als Referenz genutzt, um so
semiquantitativ die Viruslast der verschiedenen Proben zu erfassen und zu vergleichen.
Pistello et al. (2001) vero6ffentlichten ein real-time PCR-Protokoll, welches eine absolute
Quantifizierung von TTV ermoglicht. Bei dieser Methode wird ein TTV-spezifisches PCR-
Produkt in einen Vektor kloniert und das erhaltene Plasmid in Verdiinnungsstufen von 10" bis
10° Kopien als Referenz genutzt. Die Quantifizierung erfolgt mittels Fluoreszenzmessung in
einer real-time PCR mit Primern, die ihren Zielbereich innerhalb von ORF1 haben. Das
Ergebnis der real-time PCR ist dann eine genaue Angabe der Kopienzahlen dieser ORF1-
Teilsequenz, die von den Primern eingegrenzt wird.

Eine weiteres Nachweisverfahren, welches ermoglicht zwischen TTV- und TTMV-Infektionen
zu unterscheiden, beschrieben Thom et al. (2003). Bei der durchgefihrten Studie wurden
zunachst verschiedene Primersets (UTR-PCR, N22-PCR, N22/2-PCR) fur die nested PCR in
ihren Ergebnissen verglichen. Da die UTR-PCR Primer in einem hoch konservierten
Abschnitt des Genoms sowohl von TTV als auch von TTMV ansetzen, werden bei der
entsprechenden nested PCR sowohl Sequenzen von TTV als auch von TTMV amplifiziert.
Mittels einer Analyse der Schmelztemperatur der PCR-Produkte aus der nested PCR mit den
UTR-Primersets war es moglich, zwischen PCR-Produkten von TTV und TTMV zu
unterscheiden. Die Ergebnisse aus dieser Analyse wurden mittels Klonierung und
Sequenzierung bestatigt.

Um vollstandige Genome zu isolieren, gibt es zwei verschiedene Ansatze. Einige Sequenzen
von vollstandigen TTV-Genomen wurden aus mehreren PCR-Produkten zusammengesetzt
(Biagini et al., 2000, Erker et al., 1999, Hallett et al., 2000, Okamoto et al., 1999b). Dabei
kann das Genom aufgrund der Uberlappenden Sequenzen der PCR-Produkte virtuell
rekonstruiert werden. Unter anderem die TTV-Genome pmv, t3pb, tupb, ja2b, ja10 und tus01
wurden so charakterisiert. Problematisch ist die Methode bei Mehrfachinfektionen mit
verschiedenen Genotypen, die simultan in der PCR erkannt und amplifiziert werden. So kann
es dazu kommen, dass Sequenzen verschiedener Genotypen falschlicherweise zu einer
zusammengesetzt werden. Eine Alternative stellt die Long-Distance-PCR dar. Diese
ermdglicht die Amplifikation von Sequenzen, die nahezu das komplette TTV Genom
umspannen (Erker et al., 1999, Tanaka et al., 2001). Die verschiedenen Long-Distance-PCR

Protokolle unterscheiden sich vor allem in der Lokalisation der Primer. Ahnlich der
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Problematik der oben genannten PCR-Methoden ergibt eine veranderte Primerlokalisation
unter Umstanden eine weitaus geringere Sensitivitat, da auf Grund der Genomvariabilitat
viele Genotypen nicht mehr erfasst werden. Mit Hilfe der Long-Distance-PCR und Primern
mit Zielsequenzen im konservierten nicht kodierenden Bereich wurden viele bis dato
unbekannte TTV-Genome charakterisiert (Jelcic et al., 2004, Luo et al., 2002, Muljono et al.,
2001, Peng et al., 2002, Takahashi et al., 2000a, Ukita et al., 2000).

1.4.2 Sonstige Anellovirus-Nachweisverfahren

Neben den PCR-Nachweiseverfahren wurden bis jetzt nur wenige andere Methoden zum
Nachweis von TTV-Infektionen beschrieben (Cheng et al., 2000, Gergely et al., 2005, Handa
et al., 2000, Okamoto et al., 2000a, Ott et al., 2000, Rodriguez-Inigo et al., 2000, Tawara et
al., 2000, Tsuda et al., 1999, Tsuda et al., 2001). Zum einen die in-situ-Hybridisierung und
aus der Reihe der serologischen Nachweisverfahren das sog. Immunoblotting und die
Immunoprazipitation. Die Spezifitdt dieser Methoden ist sehr hoch, was durch den Einsatz
von hochspezifischen Antikdrpern bedingt ist (Maggi et al., 2009). Hierunter leidet jedoch die
Sensitivitat der Methode, da wiederum nur einzelne Genotypen mit den entsprechenden
Antikdrpern nachgewiesen werden kdnnen. Insgesamt sind die genannten Techniken als
Screeningmethoden oder zur Routinelabordiagnostik daher kaum geeignet.

Das fir viele humane und nicht humane Viren eingesetzte Nachweisverfahren der Wahl ist
der sogenannte enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Fir die Gruppe der
Anelloviren wurde bisher jedoch noch kein ELISA-basiertes Nachweisverfahren beschrieben.
Desai et al. (2005) beschrieben erstmals die erfolgreiche Replikation von Anelloviren bei in-
vitro-Versuchen mit der humanen Zelllinie ,Chang Liver‘. Ebenfalls nachweisbar war die
Transfektion und anschlielende Replikation von Anellovieren in der nicht humanen Zellinie
-Raji“ und phytohdmagglutinin-stimulierten TTV-negativen mononuklearen Zellen (PBMC,
engl, peripheral blood mononuclear cell). Die erfolgreiche Replikation der Viren in den Zellen
konnte anhand des Anstiegs viraler mRNA intrazellular, sowie der Messbarkeit von
Viruspartikeln im Uberstand und somit auch extrazellular gezeigt werden (Desai et al., 2005).
In weiteren Studien zur Sequenzvariabilitdt wurden ebenfalls erfolgreich die Zelllinien L428
sowie 293TT in-vitro mit Anelloviren transfiziert und anschlielen die Replikation der Viren

intrazellular nachgewiesen (de Villiers et al., 2011, Leppik et al., 2007).
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1.5 Fragestellung

Die MS stellt gegenwartig die haufigste chronisch entzindliche Erkrankung des ZNS dar. Die
Atiologie ist zumindest teilweise geklart und umfasst einen komplexen genetischen
Hintergrund mit einer wachsenden Zahl von genetischen Risikofaktoren. Weiterhin tragen
mehrere Umwelfaktoren wie das EBV, ein niedriger Vit D3 Spiegel und Nikotinkonsum zur
Auslésung oder Schwere der Erkrankung bei. Es ist davon auszugehen, dass in Zukunft
weitere  genetische und Umweltfaktoren gefunden werden. Hinsichtlich der
Pathomechanismen, ZNS Entziindung, Demyelinisierung, axonale und neuronale Schaden
sowie Gliaproliferation, kann als gesichert angesehen werden, dass CD4+ T-Zellen in
Initierung und Unterhaltung der Erkrankung eine wichtige Rolle spielen. Wie die oben
genannten atiologischen Faktoren die Pathomechanismen verursachen und wie die vielen
Einzelfaktoren zusammenwirken, ist weitgehend unklar. Aktuelle immunologische
Erkenntnisse favorisieren Virusinfektionen als potentiell entscheidenden Faktor bei der
Entstehung der Autoimmunaktivitiat, welche der Erkrankung zu Grunde liegt. Fir die
vorliegende Arbeit waren vor allem die Ergebnisse aus T-Zell-Studien von Sospedra et al.
(2005b) von Bedeutung. Die Reaktivitat von im MS-Schub relevanten T-Zellen eines MS-
Patienten gegen eine Vielzahl von TT-Viren kodierte Peptide und die gangigen Theorien zur
viral getriggerten Pathogenese mittels molecular mimicry legen nahe, dass auch zwischen
der MS und TTV-Infektionen ein méglicher Zusammenhang besteht (Sospedra et al., 2006).
Nachdem die mit der Entdeckung von TT-Viren postulierte Assoziation mit Hepatitiden
(Nishizawa et al., 1997) in den letzten Jahren deutlich relativiert wurde, haben neuere
Studien einige Hinweise flr eine Assoziation von Anellovirus-Infektionen mit
Autoimmunerkrankungen ergeben. Grund hierfir sind vor allem epidemiologische
Erkenntnisse, nach denen bei Patienten mit Lupus erythematodes, bulldésem Pemphigoid
und verschiedenen autoimmunen Arthropathien im Vergleich zu gesunden Kontrollgruppen
erhdhte Viruskopienzahlen von TTV im Serum zu finden sind (Blazsek et al., 2008, Gergely
et al, 2005 Maggi et al, 2007, Sospedra et al., 2005b). Die mdglichen
Krankheitsassoziationen von TT-Viren und anderen Anelloviren sind bis dato jedoch nicht
ausreichend untersucht und verstanden. Griinde dafir sind unter anderem die ungenaue
Bestimmung von Pravalenzdaten und die mittels der beschriebenen Nachweisverfahren
schwer abzudeckende genetische Vielfalt dieser Viren. Ein Ziel dieser Arbeit war es daher,
ein mdglichst sensitives, Anellovirus-spezifisches und gleichzeitig die Komplexitat der
humanen Anelloviren breit abdeckendes PCR-Protokoll zu etablieren. Um weitere Aspekte
als nur die Pravalenz im Zusammenhang mit Krankheiten zu untersuchen, sollte die PCR
zudem ermdglichen die Kopienzahl von Anelloviren in verschiedenen Probenmaterialien wie

Serum und Liquor zu bestimmen. Gleichzeitig sollten verschiedene Gruppen in ihren
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Pravalenzraten und Viruskopienzahlen verglichen werden, um eine mégliche Assoziation mit
Virusinfektionen zu erkennen. Dazu wurden neben MS-Patienten wahrend und auferhalb
eines Schubes auch Patienten mit anderen entzindlichen und nicht-entziindlichen
neurologischen Erkrankungen, sowie eine gesunde Kontrollgruppe untersucht. Zudem
wurden auch Proben einer Gruppe von Kindern und Jugendlichen mit MS im Vergleich zu
Gesunden gleichen Alters untersucht. Die Ergebnisse aus diesen Untersuchungen
ermoglichen zusatzlich Aussagen zum Infektionsverlauf von TTV Uber eine langere

Zeitachse, sowohl bezlglich der Pravalenz, als auch der Viruskopienzahl.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese 30)
Agarose

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Agar

BPB (Bromphenolblau)

Roth, Karlsruhe

Invitrogen, Carlsbad (USA)
Sigma Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Serva, Heidelberg

EDTA (Ethylendiamintetraacetat) Roth, Karlsruhe

Ethanol (100%)
Ethidiumbromidlésung (1%)
HCL (Salzsaure)

Walter CMP GmbH, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

IPTG (Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranosid) Sigma-Aldrich, Taufkirchen
SDS (Natriumdodecylsulfat) AppliChem, Darmstadt
TEMED (Tetramethylethylendiamin) Roth, Karlsruhe

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) AppliChem, Darmstadt

X-Gal (5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-BD-Galactosid) Peqlab, Erlangen-Tennenlohe

2.1.2 Puffer und Lé6sungen

12% Polyacrylamidgel

1x TE (TRIS-EDTA)-Puffer
4x Separating Gel-Puffer

5x EP (Elektrophorese)-Puffer

6x BPB-Puffer

70% Ethanol

Ethidiumbromid

6ml Acrylamid (30%); 3,75ml 4x Separating Gel-
Puffer; 5,1ml ddH,0O; 150l 10% SDS; 50ul 10x
APS; 10yl TEMED

10mM TRIS-HCI (pH 8,0); 1mM EDTA

91g TRIS in 300ml ddH,O; mit 1M HCI auf pH 8,8
eingestellt; ad 500ml ddH20; sterilfiltriert (0,45um
Filter)

0,125M TRIS; 0,96M Glyzin; ad 1000ml ddH,0
40g Sukrose; 0,125g BPB; 0,1% SDS; ad 100ml
ddH,0

30% (v/v) ddH,0, 70% (v/v) 100% Ethanol

10mg/ml in ddH,0O; lichtgeschitzte Aufbewahrung
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50x TAE Puffer 242g TRIS base; 57,1ml Glacial Acetic Acid; 186g
EDTA; ad 1000mIl ddH,O

2.1.3 Reaktionskits

GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit Amersham Biosciences, Freiburg

High pure viral purification Kit Roche, Mannheim
TA cloning Kit Invitrogen, Carlsbad (USA)
E.Z.N.A Plasmid Miniprep Peqglab, Erlangen

2.1.4 Synthetische Oligonukleotide

Alle in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden selber entworfen und von der

Firma Biomers (UIm) synthetisiert.

Primer zur gPCR

1.1f forward 5-GGG TGC CGD AGG TGA GTT TAC AC-3

21f forward 5-GGG WGC CGA AGG TGA GTG AAA CC-3’

3.1f forward 5-GGG AGC CCG AGG TGA GTG AAA CC-3

1.4r reverse 5-TTT AAG AGC CTT GCC CGG GGC C-3

2.7r reverse 5-TMA GAG YCT TGC CCA DAG CCC GG-%

2.8r reverse 5-TMA GAC ACT TGC CCA DAG CCC GG-3

5.2r reverse 5-AGT TTC TTG CCC RTT CCG CYA GAC-3’

5P TagMan- 5'-AGC CCG AAT TGC CCC TWG ACY NCG GT-3'
Probe

Primer zur Primer-Extension PCR

1.1f 36 forward 5-CAG TTA GGT AGC TCT ACA TGG GTG CCG
DAG GTG AGT-3’

2.1f 36 forward 5-CAG TTA GGT AGC TCT ACA TGG GWG CCG
AAG GTG AGT-3’

3.1 35 forward 5-CAG TTA GGT AGC TCT ACA TGG GAG CCC
GAG GTG AG-3

1.4r 36 reverse 5-GTA ACA CGT CAC CAG TCG TTT AAG AGC

CTT GCC CGG-Z
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2.7r 36 reverse 5-GTA ACA CGT CAC CAG TCG TMA GAG YCT
TGC CCA DAG C-3
2.8r 37 reverse 5-GTA ACA CGT CAC CAG TCG TMA GAC ACT

TGC CCA DAG C-3

5.2r 39 mini  reverse 5-GTA ACA CGT CAC CAG TCG AGT TTC TTG
CCC RTT CCG CCA-3

5.2r 36 midi  reverse 5-GTA ACA CGT CAC CAG TCG AGT TTC TTG
CCC RTT CCG CT-3

Primer zur Sequenzierung

Seq 23.1f.out1  forward 5-CAG TTA GGT AGC TCT ACA TGG GTG CCG
DAG GTG AGT-3

Seq 1.1f.out1 forward 5-CAG TTA GGT AGC TCT ACA TGG GWG CCG
AAG GTG AGT-3

2.1.5 Marker fiir Agarose- und Polyacrylamidgele

In dieser Arbeit wurde als GroRenmarker fir die Gelelektrophoresen der GeneRuler DNA

Ladder, Low Range der Firma Fermentas (St. Leon-Rot) verwendet.
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Abbildung 5: GrélRenmarker. Darstellung von je 0,5ug des GeneRuler™ DNA Ladder, Low Range.
Der linke Gelstreifen zeigt die Aufteilung des Markers Uber 8cm auf einem 3% Agarosegel nach einer

Laufzeit von 60 Minuten bei einer Spannung von 5V/cm unter Verwendung von 1x TE-Puffer. Der
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rechte Gelstreifen zeigt die Aufteilung tber 20cm auf einem 10% Polyacrylamidgel nach einer Laufzeit
von drei Stunden bei einer Spannung von 8V/cm unter der Verwendung von 1x TE-Puffer. Neben den
Gelstreifen sind die Langen der jeweiligen Banden in Basepairs (bp) angegeben (nach Fermentas
Certificate of Analysis fur GeneRuler™ DNA Ladder low range 2005).

2.1.6 Enzyme

EcoRI Invitrogen, Carlsbad (USA)
Exonuclease |, E.coli Fermentas, St.Leon-Rot
T4 DNA Ligase Invitrogen, Carlsbad (USA)
Tag DNA-Polymerase Fermentas, St.Leon-Rot

Tag Man Gene Expression Mastermix  Applied Biosystems, Foster City (USA)

Thermosensetive Alkaline Phophatase Fermentas, St.Leon-Rot

2.1.7 Vektor

pCR2.1, linearized Invitrogen, Carlsbad (USA)

2.1.8 Bakterien und Medien

E.coli TOP10F One Shot Competent Cells (Invitrogen, Carlsbad (USA))
(F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15 AlacX74 recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galU galK rpsL (Strr) endA1 nupG)

LB (Luria Bertani)- 10 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt, 10 g NaCl ad 1000 ml ddH,0;

Medium pH 7,4 einstellen und autoklavieren

SOC-Medium 2 g Trypton; 5 g Hefe-Extrakt; 0,5 g NaCl; 20mM Glukose ad 1000
ml ddH,0

Agaroseplatten 15 g Bacto-Agar wird zu 1000 ml LB-Medium hinzugefiigt;

autoklavieren; nach dem Abklhlen Zugabe von: 10 ml (10 mg/ml)
Amp; 625 ul (20 mg/ml) IPTG; 2 ml (20 mg/ml) X-Gal; Uber Nacht

ausharten lassen

2.1.9 Sonstige Materialien

96-well plates Sarstedt, Nimbrecht
Falcon Tubes (10ml, 5ml) BD Biosciences, Heidelberg
Petrischalen Greiner Bio-One, Solingen
Pipettenspitzen Sarstedt, Nimbrecht
Pipettenspitzen gestopft Sarstedt, Nimbrecht
Reaktionstubes (2,0ml, 1,5ml, 0,5ml) Eppendorf, Hamburg

33



Material und Methoden

Skalpelle (einweq)

Parafilm

2.1.10 Gerate

Inkubator, Thermomixer comfort
PCR-Gerat, ABI Prism 7900HT
PCR-Gerat, Flex Cycler

Vortexer

Zentrifuge, Centrifuge 5417R
Zentrifuge, Multifuge 36 centrifuge
Waage PM 4000

Pipetten verstellbar

Pipettierhilfe Pipetboy

Autoklav

pH-Meter Hydrus 300

Ruttler KS125 basic
Schittelplatte Centomat R
UV-Licht Geldokumentationsgerat

Elektrophoresekammer Mighty Small II
Elektrophoresekammer Model MDH

Feather Surgical Blades, Osaka (Japan)
American National Can (USA)

Eppendorf, Hamburg

Applied Biosystems, Foster City (USA)
Analytik Jena, Jena

Heidolph, Schwabach

Eppendorf, Hamburg

Thermo Electron Corporation / HERAEUS, Hanau

Mettler, Giessen
Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald

Minchener Medizin Mechanik GmbH, Miinchen

Fisherbrand, Schwerte

IKA Labortechnik, Staufen

B-Braun Biotech International, Melsungen
Vilber-Lourmat, Torcy Z.l. Sud (Frankreich)

Hoefer Inc., San Francisco (USA)

Electrophoresis Power Supply Blue

Power Plus

Hoefer Inc., San Francisco (USA)

Electrophoresis Power Supply Power

Pack P25

2.1.11 Software

EndNote X6
Excel 2011

HUSAR - Sequence Analysing Package

Photoshop 7.0
Powerpoint 2011
Prism5

SDS 2.1

SPSS

Word 2011

Biometra, Gottingen

Thomson ResearchSoft
Microsoft

DKFZ, Heidelberg
Adobe

Microsoft

GraphPad Software Inc.
Applied Biosystems
SPSS Inc.

Microsoft

International Biotechnologies Inc., New Haven (USA)
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2.1.12 Probenmaterial

Bei den untersuchten Proben von Erwachsenen mit stabiler MS (Serum n=29, Liquor n=27)
oder wahrend eines MS-Schubs (Serum n=25, Liquor n=20)), anderen entzindlichen
neurologischen Erkrankungen (engl. other inflammatory neurological diesease, OIND (Serum
n=10, Liquor n=13)) und anderen (nicht-entziindlichen) neurologischen Erkrankungen (engl.
other neurological disease, OND (Serum n=10, Liquor n=14)) sowie einer gesunden
Kontrollgruppe (Serum n=30) handelt es sich um Serum aus routinemagigen Blutenthahmen
und Liquor aus Liquorpunktionen zu diagnostischen Zwecken. Diese wurden unter
Einwilligung der Patienten auch flr Forschungszwecke vom Institut fir Immunologie und
klinische Multiple Sklerose Forschung am Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf in einer
Biobank eingelagert. Zudem wurden freundlicherweise vom Universitatsklinikum Goéttingen
aus der péadiatrischen Multiple-Sklerose-Sprechstunde Serum Proben von MS-Patienten
(n=23) wund Gesunden (n=17) zu den hier beschriebenen wissenschaftlichen
Untersuchungen zur Verfigung gestellt. Das Alter der erwachsenen MS-Patienten sowie der
Probanden aus den Vergleichs- und der gesunden Kontrollgruppen betrug zwischen 30 und
60 Jahren, wobei sich kein signifikanter Altersunterschied zwischen den einzelnen Gruppen
ergab. Der Anteil weiblicher MS-Patienten lag bei 67%, in der Kontrollgruppe wurden 70%
weibliche Probanden untersucht. In der OND- und OIND-Vergleichsgruppe bestand ein
ausgeglichenes Verhaltnis von mannlichen und weiblichen Patienten. Die padiatrischen MS-
Patienten sowie die Probanden aus der gesunden Kontrollgruppe befanden sich zum
Zeitpunkt der Blutenthahme in einem Alter zwischen 10 und 16 Jahren. Bei den Erkrankten

waren 61% der Untersuchten weiblich, in der gesunden Kontrollgruppe 59%.

2.2 Methoden

2.2.1 Extraktion viraler DNA aus Serum und Liquor

Die quantitative Messung von viraler DNA erfordert eine mdglichst reine und
hochkonzentrierte Probe, da die PCR ein sehr sensitives Verfahren ist und Verunreinigungen
der Proben schnell zu unbrauchbaren Ergebnissen fiihren. Um bei der Extraktion der viralen
DNA aus Serum und Liquorproben eine hohe Reinheit zu erzielen, wurde flr diese Arbeit
das Reaktionskit ,High pure viral nucleic Acid Kit* von Roche, Karlsruhe benutzt. Die
Extraktion der Nukleinsauren erfolgt hier in der Gegenwart von chaotropen Salzen Uber die
Bindung an eine Silica-Oberflache.

Zunachst wird die Probe mit einem Gemisch aus Lyse-/ und Bindepuffer unter der Zugabe
von Proteinase-K 10 min bei 72°C vorbehandelt. Dabei werden Zellen und Proteine zerstort
und jegliche in der Probe enthaltene DNA freigesetzt. Darauf folgt die Bindung der freien

DNA mittels Zentrifugation (1 min bei 8.000 x g) an eine Saule aus Glasflies, welche die
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Silica-Oberflache enthalt. Um die Probe aufzureinigen, folgen mehrere Waschschritte mit
verschiedenen Puffern (1. Waschschritt mit ,inhibitor removal buffer* 1 min bei 8.000 x g,
zwei weitere Waschschritte mit ,wash buffer* je 1 min bei 8.000 x g). Diese stellen sicher,
dass keine Salze, Proteine oder andere zelluldare Verunreinigungen die anschlieRende
Messung beeinflussen. Um nach der Aufreinigung letzte Ethanolriickstdnde zu entfernen,
wird vor dem Elutionsschritt die Probe noch einmal bei 8.000 x g ca. 10 sek ,trocken”
zentrifugiert. Die aufgereinigte DNA wird dann wahlweise mit dest. H,O oder Tris-HCI (pH
8.0) wieder aus der Saulenbindung geldst (1 min zentrifugieren bei 8.000 x g) und kann

anschlie®end fur die PCR-Analysen weiter verwendet werden.

2.2.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

Die Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren erfolgte mit Hilfe des computergestitzten
Spectrophotometers NanoDrop® ND-1000. Dieses erfordert zur Konzentrationsbestimmung
den Einsatz von 1-2 ul der zu messenden Probe. Die Konzentration der Nukleinsauren in der
eingesetzten Probe wird dabei Uber die Lichtabsorption in einem bestimmten Lichtspektrum
in Relation zu einer Referenz (dest. H,O) gemessen. Desoxyribonukleinsduren haben ihre
maximale Absorption bei einer Lichtwellenlange von 260 nm. Um den Reinheitsgrad der
gemessenen Probe zu bestimmen wird die Absorption bei 260 nm mit der Absorption bei 280
nm verglichen. Da Proteine ihre maximale Lichtabsorption bei 280 nm haben, lasst sich Uber
den Quotienten (Azso280) €ine Aussage zur eventuellen Verunreinigung der Probe treffen. Ein
Quotient von 1,8 bis 2,0 spricht flr eine sehr hohe Reinheit der DNA, ein niedrigerer Quotient
spricht fir die Beimengung von Proteinen und eine héherer Quotient flir die Beimengung von
RNA in der Probe.

2.2.3 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Bei der Polymerasekettenreaktion (engl. Polymerase Chain Reaction, PCR) handelt es sich
um eine in-vitro-Methode zur Amplifikation von spezifischen DNA-Sequenzen. Sie wurde
1984 von Kary Mullis entwickelt und basiert auf der Verwendung des Enzyms DNA-
Polymerase (Mullis et al.,, 1986). Die hohe Spezifitdt der PCR wird durch den Einsatz von
syntethisch hergestellten Oligonukleotiden, sogenannten Primern gewahrleistet. Diese sind
optimalerweise 20-35 bp lang und markieren den Anfangs- und Endpunkt der Sequenz, die
durch die DNA-Polymerase amplifiziert werden soll. Voraussetzung dafir ist die Bindung der
eingesetzten Primer an den gewinschten DNA-Abschnitt. Dazu muss die Sequenz der
Primer komplementar zur Sequenz dieser DNA sein.

Die PCR lauft fur eine Dauer von bis zu 50 Reaktionszyklen, die in einem entsprechenden
PCR-Gerat ablaufen und gesteuert werden. Die genaue Anzahl der Zyklen unterscheidet

sich nach dem Zweck zu dem die PCR angewendet wird. Auch die Temperaturen und die
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Lange der einzelnen Phasen eines Zyklus missen flr jeden Reaktionsansatz individuell

angepasst werden. Im Prinzip besteht jeder Zyklus einer PCR aus drei Phasen:

1. Denaturierung — In dieser Phase wird der Reaktionsansatz soweit erhitzt (ca. 95°C),
dass die Doppelstrange der eingesetzten ,template“ DNA sich voneinander I6sen und

anschlieend als Einzelstrange vorliegen.

2. Primerhybridisierung (Annealing) — Diese Phase beinhaltet die Hybridisierung der
eingesetzten Primer und in diesem Fall auch der Tag-Man Probe mit der
komplementaren einzelstrangigen DNA. Die Temperatur ist in dieser Phase
besonders entscheidend, da je nach Sequenz der Primer das Bindungsverhalten bei
unterschiedlicher Temperatur stark abweichen kann. Die optimale Annealing-
Temperatur eines Primers liegt ca. 5°C unter der rechnerischen Schmelztemperatur.
Hier spielen unter anderem die Lange und der Gehalt an Guanin- und Cytosin-
Nukleotiden der Primer eine wichtige Rolle. Ist die Temperatur zu hoch gewahlt, so
kann die Hybridisierung behindert werden. Ist sie zu niedrig, kénnen sich die Primer
auch an nicht exakt komplementaren DNA Teilstlicken anlagen, und es wird nicht der

gewlnschte spezifische Abschnitt amplifiziert, fir den die Primer entworfen wurden.

3. Elongation — In dieser Phase arbeitet die DNA-Polymerase. Die optimale Temperatur
ist daher vom eingesetzten Enzym abhangig zu wahlen (ca. 68-72°C). Die
Polymerase bindet an die mit der template DNA hybridisierten Primer und beginnt in
mit Hilfe der freien Nukleosidtriphosphate 5—>3’-Richtung einen zur Zielsequenz
komplementaren Strang zu polymerisieren. Bei optimalen Konzentrations-
verhaltnissen und einer hundertprozentigen Effizienz der PCR liegt nach jeder
Elongationsphase doppelt soviel doppelstrangige DNA vor als zu Beginn des Zyklus.

Somit wird die Zielsequenz im Laufe der PCR exponentiell amplifiziert.

Die PCR ist eine hocheffiziente Methode zum Nachweis von spezifischen DNA-
Sequenzen. Durch die exponentielle Amplifikation dieser Sequenz ist es mdglich auch
sehr geringe Kopienzahlen in einer Probe nachzuweisen. Gleichzeitig ist die PCR jedoch
auch sehr stéranfallig. Die Konzentrationsverhaltnisse im Reaktionsansatz missen
genau abgestimmt sein um eine mdglichst hohe Effizienz zu erreichen. Gleichzeitig
kénnen durch kleinste Kontaminationen schnell falsch positive Ergebnisse gemessen
werden. Daher wurden flr diese Arbeit samtliche Pipettiervorgdnge unter einer sterilen
Werkbank durchgefiihrt und ausschliel3lich gestopfte Pipettenspitzen verwendet. Zudem
wurden auf jeder Reaktionsplatte mehrere Negativkontrollen (enthalten statt

Probenmaterial dest. H,O) mitgeflihrt, um eine Kontamination auszuschliefl3en.
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Bereich der Ziel-DNA, der
amplifiziert werden soll
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Abbildung 6: Schematische Darstellung des Ablaufs einer Polymerasekettenreaktion (PCR). (A)
Doppelstrangige DNA, die Zielsequenz der PCR wird aufgehellt dargestellt. (B) Die DNA-Strange
werden durch Erhitzung voneinander getrennt (Denaturierung), sodass die Primer mit der DNA
hybridisieren kénnen (Annealing). (C) Die Polymerase beginnt an den durch die Primer markierten
Positionen mit der Polymerisierung eines neuen komplementaren DNA-Stranges (Elongation). (D)
Wiederholung von Denaturierung und Annealing im 2. Zyklus. (E) Elongation im 2. Zyklus. (F) In
jedem weiteren Zyklus werden Denaturierung, Annealing und Elongation wiederholt. So wird die
Zielsequenz Uber die PCR exponentiell amplifiziert. Nach 25 Zyklen auf die ca. 10°-fache

Ausgangskonzentration (aus Sambrook et al., 2001).

2.2.3.1 Reaktionsoptimierung und Primerdesign

Der Verlauf der PCR wird entscheidend von den Reaktionsbedingungen und den
eingesetzten Primern beeinflusst. Die Temperatureinstellungen wurden gemal der
Herstellerempfehlung fir die verwendeten Polymerasen und Enzympuffer gewahlt (s. PCR-
Protokolle). Wahrend des Erwarmens des Reaktionsansatzes auf die erforderlichen 95°C flr
die 1.Phase der PCR kann es zu Fehlhybridisierungen der Primer untereinander oder mit der

vorliegenden DNA kommen. Um eine Amplifikation dieser ungewollten Hybride und die
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daraus folgende Synthese von unspezifischen PCR-Produkten zu verhindern, wurde die
sogenannte ,Hot-Start® Methode angewendet. Bei dieser Methode wird eine Hot-Start
Polymerase eingesetzt, die erste nach einer Aktivierungszeit von ca. 10 min bei 95°C
aktiviert wird. Zum Zeitpunkt der Aktivierung des Enzyms sind eventuell entstandene
ungewollte Hybride wieder denaturiert und es werden keine unspezifischen PCR-Produkte
amplifiziert.

Das Design der eingesetzten Primer garantiert eine spezifische Amplifikation des durch die
Primersequenzen definierten Bereichs der Ziel-DNA. Die Spezifitdt der Reaktion ist nur
gewabhrleistet, wenn die Primersequenz nur zu diesem Bereich komplementar ist und sich die
Primer nicht an andere DNA-Bereiche aulderhalb der Ziel-DNA anlagern kdnnen. Die Lange
der Primer sollte zwischen 20 bp und 35 bp liegen. Je langer die Primer sind, desto
spezifischer ist die Hybridisierung mit der Zielsequenz. Fir die unten beschriebene Primer-
Extension PCR wurden die Primer etwas abweichend designt (s. Kap. 2.1.4). Die Lange der
Primer sollte sich nicht mehr als 3 bp voneinander unterscheiden. Der GC-Gehalt der
Primersequenzen sollte moglichst zwischen 40% und 60% liegen. AuRerdem ist darauf zu
achten, dass keine Sequenzen in den einzelnen Primern vorkommen, die komplementar
zueinander sind, um eine sog. Haarnadelbildung zu verhindern. Die Primer dirfen auch nicht
gegenseitig komplementar sein, da sonst Primer-Dimere entstehen kénnen, welche die
Reaktion behindern und zu falsch positiven Ergebnissen fihren kdénnten. Die optimale
Annealing Temperatur der PCR ist abhangig vom Schmelzpunkt der Primer und ist ca. 5°C
niedriger (Sambrook et al., 2001). Die Schmelztemperatur ist abhangig vom Primerdesign.
Sie wird beeinflusst von der Lange und dem GC-Gehalt der Primer und sollte sich fir die
einzelnen Primer um nicht mehr als 5°C unterscheiden. Folgende Formel dient zur

Abschatzung der Schmelztemperatur (n= Anzahl der jeweiligen Nukleotide).

Tm [°C] = 2 (nA + nT) + 4 (nG + nC)

Auch die Konzentrationsverhaltnisse der Reaktionskomponenten sind von grofRer Bedeutung
fur die Effizienz der PCR. Fir die qPCR wurde der TagMan Gene Expression Master Mix
(Applied Biosystems) verwendet, der alle ndtigen Reagenzien, sowie Enzympuffer und die
TagPolymerase im optimalen Verhaltnis enthalt. Dazu gegeben werden die Primer und die in
Lésung vorliegende DNA der Probe. Die optimale Primerkonzentration muss experimentell

ermittelt werden.

2.2.3.2 Quantitative Messung von DNA mittels Real-Time PCR (qPCR)

Zur quantitativen Analyse der viralen DNA wurde die PCR im sogenannten ,Real-Time"-
Verfahren durchgeflhrt. Zusatzlich zum normalen Reaktionsansatz wird bei dieser PCR-

Methode noch ein fluoreszierender Marker eingesetzt. Die Fluoreszenz wird von einem
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speziellen Detektor im PCR-Gerat Uber die gesamte Reaktionsdauer nach jedem Zyklus
erfasst (Real-Time). Als fluoreszierende Marker kdnnen verschiedene Farbstoffe oder
Sonden eingesetzt werden. Ein einfacher fluoreszierenden Farbstoff, der doppelstrangige
DNA farbt ist zum Beispiel das ,SybrGreen®. Das SybrGreen interkaliert mit den bei der
Reaktion entstehenden doppelstrangigen DNA-Fragmenten und steigert so seine
Fluoresezenz. Somit wird eine Quantifizierung der Menge der vorliegenden doppelstrangigen
DNA ermdglicht. Gegenuber den einfachen Farbstoffen bieten Sonden den Vorteil, dass sie
die Spezifitat der PCR weiter erhéhen. Fir diese Arbeit wurde daher eine ,TagMan-Sonde*
(TagMan Probe) in der qPCR eingesetzt. Bei dieser Sonde handelt es sich um ein
synthetisches Oligonukleotid, das ahnlich wie die Primer mit der komplementaren
Zielsequenz der template DNA hybridisiert. Die Sequenz der Sonde ist komplementar zu
dem Abschnitt der template DNA, der zwischen den eingesetzten forward- und reverse-
Primern liegt. Am 5-Ende tragt die Sonde einen fluoreszierenden Marker (Reporter). Die
Fluoreszenz wird jedoch durch einen am 3’-Ende befindlichen ,Quencher* absorbiert solange
er sich in der Nahe befindet. Wird fir die gqPCR eine Tag-Polymerase eingesetzt schneidet
diese bei der Polymerisation des zweiten Strangs in der Elongationsphase das 5’-Ende der
TagMan-Sonde ab. Damit wird der fluoreszierende Marker freigesetzt und die Fluoreszenz
nicht langer vom Quencher absorbiert. Somit ist gewahrleistet, dass nur durch von der
TagMan-Sonde markierten und von der Tag-Polymerase amplifizierten DNA-Fragmente
durch die Fluoreszenzdetektoren erfasst werden. Zur Auswertung der gemessenen
Fluoreszenz wird eine Referenz bendtigt. Hierzu dient eine Standardkurve, die aus den
sogenannten ,cycle threshold“ (CT)-Werten einer Standardreihe mit definierten Kopienzahlen
der untersuchten DNA-Sequenz berechnet wird. CT-Werte bezeichnen die Anzahl an PCR-
Zyklen die durchlaufen werden, bis die exponentielle Vervielfaltigung der Ziel-DNA, welche
S-formig verlauft, inren Wendepunkt erreicht. Je mehr Ziel-DNA in der gemessenen Probe
vorliegt, desto niedriger fallt der CT-Wert aus. Die gemessenen CT-Werte werden in Bezug
zu der bekannten Kopienzahl der Plasmide gesetzt. Die so errechnete Standardkurve hat
eine bestimmte Steigung, die es ermdglicht, Uber die gemessenen CT-Werte der
untersuchten Proben die jeweilige Viruskopienzahl zu berechnen. Bei den in dieser Arbeit
genutzten qPCR-Ansatzen muss das Ergebnis aus dieser Berechnung nochmals um einen
Faktor von funf (Einsatz von 200 pl zur DNA Extraktion) und einen Faktor von 5.5 (aus 55 pl
Eluat mit extrahierter DNA werden 10 pl in der gPCR eingesetzt) multipliziert werden um die
Viruslast pro ml zu berechnen.

Die Standardkurve ermdglicht darliberhinaus einen Rickschluss auf die Effizienz der PCR.
Diese sollte rechnerisch optimalerweise zwischen 90% und 110% liegen, was einer Steigung
(y) der Standardkurve von -3,1 bis -3,6 entspricht. Da die qPCR eine sehr stéranfallige
Methode darstellt, ist es notwendig, flr jede gemessene Platte eine eigene Standardkurve

aus einer Standardreihe zu berechnen.
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Der Reaktionsansatz einer gPCR enthéalt neben der TagMan-Sonde und der speziellen Tag-
Polymerase die Komponenten einer einfachen PCR: Die in Lésung vorliegende template
DNA mit einem Gemisch aus forward- und reverse-Primern, sowie Desoxynukleotide
(dNTP), MgCl, und einen Enzympuffer. Fir diese Arbeit wurde die Reaktion auf ein
Reaktionsvolumen von 25 pl eingestellt (s. Protokoll). Die gPCR wurde in sog. 96-well plates

mit dem PCR-Gerat Abi Prism HT7900 Detection System durchgefiihrt und gemessen.

Denature Reporter fluorescence quenched
Primer
Anneal hv Regporter fluorescence quenched

e N S /// N \
©)

C

Extend Reporter fluorescence detected

Abbildung 7: Darstellung der TagMan Probe (Probe) wahrend der qPCR. (A) Die DNA wird
denaturiert (Denature) und liegt in L6sung mit den Primern und der Probe vor. Die durch eine externe
Lichtquelle (hv) hervorgerufene Fluoreszenz des Reporters (R) am 5-Ende der Probe wird vom
Quencher (Q) am 3’-Ende absorbiert. (B) Komplementare Anlagerung (Anneal) der Probe an die
denaturierte DNA kurz hinter dem forward-Primer. (C) Synthese des komplementaren Strangs
(Extend) durch die Taq Polymerase (Taq) und Abspaltung des Reporters am 5’-Ende der Probe. Erst
nach diesem Schritt wird kann die Fluoressenz gemessen werden, wodurch bei der Messung nur neu
synthetisierte PCR-Produkte erfasst werden (modifiziert nach Koch, 2004).
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2.2.3.3 Primer-Extension-PCR

Die bei der durchgefihrten qPCR entstehenden Produkte haben eine Lange von 82 bp.
Damit sind sie relativ kurz und eine direkte Sequenzierreaktion zur anschlieenden Analyse
ist nur sehr schwer mdglich. Daher wurde zur Verlangerung dieser kurzstrangigen PCR-
Produkte eine Primer-Extension-PCR (ePCR) nach der Touch-Down-Methode durchgefiihrt.
Diese funktioniert nach dem Prinzip einer Standard-PCR mit dem Unterschied, dass sich die
Annealing-Temperatur mit jedem Zyklus verandert (hier um -0,5°C pro Zyklus). Damit wird
eine zu den eingesetzten Primern optimal passende Annealing-Temperatur wahrend der
Reaktion auf jeden Fall erreicht und ein vorheriges Optimieren der Bedingungen ist nicht
mehr nétig. Fir diese PCR wurden die Primer absichtlich mit einer nicht komplementaren
Sequenz verlangert. Dieses Design wird in diesem Fall genutzt um die eingesetzten qPCR-
Produkte bei der Amplifikation in der ePCR zu verlangern. Die hierbei entstehenden
Produkte sind mit 122 bp ausreichend lang flr eine direkte Sequenzierung. Zudem
ermdglicht die ePCR Uber den Einsatz verschiedener Primer spezifisch zwischen TTV- und
TTMV/TTMDV-Sequenzen zu unterscheiden. Um eine direkte Sequenzierung zu
ermdglichen wurden die ePCR-Produkte noch mit Hilfe der Exonuclease-Reaktion
aufgereinigt. Durch diese werden mit Hilfe des Enzyms Exonuclease Uberschissige
Oligonukleotide wie die Primer aus dem Reaktionsgemisch entfernt, sodass die zu
sequenzierenden PCR-Produkte moglichst alleinig in der nachfolgenden Sequenzierreaktion

vorliegen.
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2.2.4 PCR-Protokolle

Alle in dieser Arbeit verwendeten PCR-Protokolle wurden selber entworfen und optimiert. Im
Folgenden sind nur die optimalen Konzentrationsverhaltnisse, Temperatureinstellungen,

Zykluslangen und Zyklusanzahlen aufgefihrt.

2.2.41 qPCR Protokoll

qPCR Reaktionsansatz

Vol. pro well Komponente

12,5 I TagMan Gene Expression Mastermix*
0,25 yl  Forward Primer 1.1f (10pmol/ul)
0,25 yl  Forward Primer 2.1f (10pmol/ul)
0,25 yl  Forward Primer 3.1f (10pmol/ul)
0,25 yl  Reverse Primer 5.2r (10pmol/pul)
0,125 yl Reverse Primer 1.4r (20pmol/pl)
0,125 yl Reverse Primer 2.7r (20pmol/pl)
0,125 yl Reverse Primer 2.8r (20pmol/pul)
0,625 yl TagMan Probe 5p (10pmol/ul)
0,5ul HyO
10 I DNA aus Serum- oder Liquorprobe

Gesamt 25 ul

*Applied Biosystems, Darmstadt

qPCR Programm

2min  50°C Enzym — Aktivierung (Uracil-DNA Glycosylase (UDG))
10min 95°C Enzym - Aktivierung (AmpliTaq Gold DNA Polymerase, Ultra Pure)
15sek 95°C Denaturation

Annealing 45 Zyklen
60sek 60°C

Extension

_

Endtemperatur 20°C
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2.2.4.2 ePCR Protokoll

Durch den Einsatz verschiedener Primer in der ePCR wurden aus einem qPCR-Produkt
sowohl TTV, als auch TTMV und TTMDV Sequenzen amplifiziert.

ePCR Reaktionsansatz (TTV)

Vol. pro well Komponente

0,25 yl  Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase*

2,50 yl  10x Hot Start Buffer*

0,50 yl  dNTP Mix (10mM)*

2,00 yI  25mM MgCl,*

0,25 yl  Forward Primer 1.1f 36 (10pmol/ul)

0,25 yl  Forward Primer 2.1f 36 (10pmol/ul)

0,25 yl  Reverse Primer 2.7r 36 (10pmol/pul)

0,25 ul  Reverse Primer 2.8r 37(10pmol/pl)

0,25 yl  Reverse Primer 1.4r 36 (10pmol/pul)
17,50 yl  Hy,O

1yl PCR-Produkt aus qPCR

Gesamt 25 ul

*Fermentas, St. Leon-Roth

ePCR Reaktionsansatz (TTmidiV/TTminiV)

Vol. pro well Komponente

0,25 yl  Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase*

2,50 yl  10x Hot Start Buffer*

0,50 yl  dNTP Mix (10mM)*

2,00 yI  25mM MgCly*

0,25 yl  Forward Primer 2.1f 36 (10pmol/ul)

0,25 yl  Forward Primer 3.1f 36 (10pmol/ul)

0,25 yl  Reverse Primer 5.2r 36 midi (10pmol/pul)

0,25 ul  Reverse Primer 5.2r 39 mini (10pmol/pul)
17,75yl Hy,O

1yl PCR-Produkt aus qPCR

Gesamt 25 ul

*Fermentas, St. Leon-Roth
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ePCR Programm (TTV und TTmidiV/TTminiV)
4min 95°C Enzym — Aktivierung (Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase)
30sek 95°C Denaturation ~
30sek 62°C (Beginn)

Je Zyklus -0,2°C Annealing 45 Zyklen
30sek 53°C (Ende)

30sek 72°C Extension _/

Endtemperatur 20°C

2.2.5 Exonuclease Reaktionsansatz

5 ul PCR-Produkt
1 ul (1U) Thermosensetive Alkaline Phosphatase (Fermentas)
0,5 ul (10U) Exonuklase (Fermentas)

6,5 ul Vol.

Inkubation: 15min bei 37°C
15min bei 85°C (Enzym Inaktivierung)

2.2.6 Gelelektrophorese

Die Gelelektrophorese stellt eine Maéglichkeit der Auftrennung und Reinigung von
Nukleinsauren dar. Dabei wird Uber einem Agarose- oder Polyacrylamidgel ein elektrisches
Spannungsfeld aufgebaut, und die eingesetzten Nukleinsduren wandern auf Grund ihrer
leicht negativen Ladung durch das Gel in Richtung der Kathode. Die Geschwindigkeit, mit
der die untersuchte DNA durch das Gel wandert, hangt von der Fragmentgrofle ab. So
lassen sich unterschiedlich grol3e Fragmente einfach auftrennen. Ihre Grélze kann mit Hilfe

von definierten Gréflenmarkern (,DNA ladder mix*) abgeschatzt werden.

2.2.6.1 Agarosegelelektrophorese

Agarosegele kdnnen in verschiedenen Konzentrationen (0,5% - 3% w/v) eingesetzt werden.
Je nach Agarosegehalt variiert die Geschwindigkeit, mit der die DNA das Gel durchwandert.
Bei kleinen Fragmenten empfiehlt sich daher eine Agarosegel mit hdherer Konzentration, da

die DNA hier nur sehr langsam wandert und die Auftrennung dadurch scharfer wird.
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Zum Ansetzen eines Agarosegels wird zunachst die Agarose in der gewlinschten
Konzentration in 1x EP Puffer gelést. Dazu muss das Gemisch gekocht werden. Wenn das
flissige Gel leicht abgeklhlt ist, kann es in eine Flachbettform gegossen werden. Luftblasen
werden zu den Seiten ausgestrichen und ein Probenkamm eingesetzt. Nach ca. einer halben
bis einer Stunde weiterer Abklhlung ist das Gel ausgehartet, und der Probenkamm kann
wieder entfernt werden. Das erstarrte Gel wird in eine Elektrophoresekammer eingesetzt und
mit 1XEP Puffer Gberschichtet.

Die zu untersuchenden DNA Proben werden mit Probenpuffer (6x BPB) gemischt (ca. 4 pl
auf 20 pl Probe). Die im Probenpuffer enthaltene Sukrose flihrt zunachst zu einem Absinken
der DNA im Gel. Zudem gibt der Probenpuffer durch seine Blaufarbung einen optischen
Anhalt zum Abschéatzen der Strecke welche die DNA durch das Gel wandert. Die
entstehende blaue ,Lauffront” Iasst erkennen, wie weit die Fragmente in einer GréRe von
700-900 bp Lange (bei 1% Agarosegel) schon gelaufen sind und hilft so zu vermeiden, dass
durch zu lange Laufzeiten die DNA aus dem Gel herauslauft. Die bei dieser Arbeit
hergestellten PCR-Produkte wurden fiir ca. 2 Stunden bei einer Spannung von 100 V in

2,5% Agarosegelen aufgetrennt.

2.2.6.2 Darstellung von Nukleinsauren im Agarosegel

Um die DNA im Agarosegel sichtbar zu machen, muss sie angefarbt werden. Eine
Mdoglichkeit der Farbung besteht in der Verwendung von Ethidiumbromid. Dazu wird das Gel
nach der Elektrophorese flir ca. 15 min in einem Ethidiumbromidbad (0,5 pg/ml) geschwenkt.
Das Ethidiumbromid interkaliert mit den Basen der doppelstrangigen DNA und kann bei
einem  bestimmten  UV-Licht-Spektrum  sichtbar gemacht werden. Um das
Hintergrundrauschen zu minimieren wird das angefarbte Gel vor der Analyse ca. 10 min mit
dest. H,O wieder entfarbt. Zur Analyse wird das Gel in einem Dokumentationssystem auf
eine UV-Licht-Platte gelegt. Die Ethidiumbromid-DNA Komplexe werden unter UV-Licht
durch ihre Fluoressenz rot-orange sichtbar. Die Lichtabsorption erfolgt entweder bei 254 nm
(kurzwellig) Uber die DNA oder bei 366 nm (langwellig) direkt Uber das Ethidiumbromid. Das
kurzwellige UV-Licht fihrt zu einer starkeren Fluoressenz und eignet sich daher gut fir die
Fotodokumentation, bei der das Gel nur kurz belichtet werden muss. Da die kurzwellige
Strahlung jedoch mehr DNA-Strangbriiche verursacht, sollte eine Bearbeitung des Gels

besser unter langwelligem UV-Licht stattfinden.

2.2.6.3 DNA-Elution aus Agarosegelen

Um mit der aufgetrennten DNA aus einem Agarosegel weiter arbeiten zu kdénnen, muss
diese wieder aus dem Gel eluiert werden. Fur diese Arbeit wurde zu diesem Zweck das
Reaktionskit illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit® von Amersham
Biosciences, Freiburg verwendet. Zunachst wird die gewlinschte DNA unter UV-Licht mit
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einem Skalpell aus dem Agarosegel ausgeschnitten. Abhangig vom Gewicht des
ausgeschnittenen Gel-Sticks wird dieses mit dem im Kit enthaltenen ,capture buffer® bei
60°C fiur ca. funf — 15 min inkubiert (10 pl capture-buffer auf 10 mg Gel), bis das Gel-Stiick
vollstandig geldst ist. Danach wird die erhaltene DNA-L6sung auf eine Zentrifugiersaule
gegeben. Unter der Gegenwart von chaotropen Salzen (s. auch Extraktion von DNA aus
Serum und Liquor) wird die doppelstrangige DNA an die Saule gebunden, wahrend Proteine
aufgelést und zusammen mit anderen Rickstanden abzentrifugiert werden. Es folgt ein
Waschschritt mit dem mitgelieferten ,wash-buffer* um eine méglichst hohe Reinheit der DNA
zu gewabhrleisten. Danach kann die DNA mit dest. H,O oder Tris-HCI aus der Saule gelost

und abzentrifugiert werden und liegt somit wieder in Lésung zur weiteren Verwendung vor.

2.2.6.4 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Ahnlich wie Agarosegele kénnen auch Polyacrylamidgele in unterschiedlicher Konzentration
hergestellt werden. Entsprechend der erwarteten Gréle der aufzutrennenden Molekile
wurde fur diese Arbeit eine Endkonzentration von 12% Acrylamid fur die Trenngele gewahit.
Die Losung fir das Polyacrylamidgel wird mit APS und TEMED versetzt und mit der Pipette
immer gut durchmischt. Anschliel’end wird dieser Ansatz vorsichtig in einer GieRvorrichtung
zwischen zwei nach auRen abgedichtete Glasplatten gegeben. Die Polymerisation dauert ca.
30 — 45 min, anschliel’end ist das Gel ausgehartet. Die hier verwendete Gieldvorrichtung
dient auch als Elektrophoresekammer, so dass das Gel in seiner Position belassen werden
kann. Zum Beladen des Gels mit den Proben wird zunachst der Taschenkamm vorsichtig
entfernt. Um UngleichmaRigkeiten in den Taschen zu verhindern werden diese gut mit
Elektrophoresepuffer durchgespult. Die Kammern der Apparatur werden mit
Elekrophoresepuffer gefillt. Die vorbereiteten Proben (je 15 pl), sowie der GréRenmarker (4
pl) werden mit einer feinen Pipettenspitze vorsichtig in die Taschen des Gels pipettiert. Bei
30 mA durchwandern die DNA Molekule das Gel in etwa einer Stunde. Anschliellend wird
das Gel mit den Glasplatten aus der Elektophoresekammer genommen und die Glasplatten
vorsichtig entfernt. Da Polyacrylamidgele sehr diinn gegossen werden, wird eine Schale mit
dest. H,O zum Transport genutzt. Zur Dokumentation wird das Polyacrylamidgel genau wie
ein Agarosegel mit Ethidiumbromid gefarbt (Farbezeit hier nur 10 min) und mit dest. H,O

entfarbt, bevor es ebenso unter UV-Licht dokumentiert wird.

2.2.7 Klonierung von PCR-Produkten

Eine Moglichkeit zur Vervielfaltigung von PCR-Produkten z.B. zwecks anschlieRender
Sequenzierung stellt die Klonierung mittels Vektoren in Bakterien dar. Bei einigen Bakterien
liegt neben der chromosomalen DNA zusatzlich eine DNA extrachromosomal in Ringform
vor. Diese wird als Plasmid bezeichnet und dient unter anderem der Ubertragung von DNA
zwischen einzelnen Bakterien. Plasmide kdénnen in freier Form von den Bakterien
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aufgenommen (Transformation) oder von ihnen unter einander ausgetauscht (Konjugation)
werden. Modifizierte Plasmide werden als Vektoren bezeichnet und dienen in der
Mikrobiologie dazu, bestimmte DNA in Bakterien einzuschleusen. Dafir muissen die
vorliegen PCR-Produkte zunachst z.B. Uber die Gelelektrophorese aufgetrennt und
aufgereinigt und anschlieRend eluiert werden, um in reiner Form in Lésung vorzuliegen. Erst
so kénnen sie als ,Insert” in einen Vektor eingefiigt werden. Dieser kann dann Uber die

Transformation in die Bakterien eingebracht werden.

2.2.71 Ligation

Die Ligation ist der erste Schritt zur Klonierung. Dabei katalysiert das Enzym Ligase eine
Reaktion, bei der eine kovalente Verknipfung von DNA in 5= 3’-Richtung stattfindet (Weiss
et al.,, 1968). Diese Reaktion macht es moglich DNA-Stlcke, in diesem Fall das PCR-
Produkt und den benétigten Vektor, zu verbinden. Flr diese Arbeit wurde das TA Cloning Kit
von Invitrogen, Karlsruhe, verwendet. Es enthalt neben dem Vektor ,pCR 2.1 vector” auch
die bendtigte Ligase, sowie entsprechende Reaktionspuffer und kompetente Bakterien flr
die anschlielende Transformation.

Nach einer definierten Formel wird zunachst die optimale Menge des einzusetzenden PCR-
Produkts (Insert) pro 50 ng des Vektors errechnet.

) (Lange in bp PCR-Produkt)x(50 ng pCR2.1 vector)
Menge PCR-Produkt in ng =

(Lange des Vektors in bp ~ 3900)

Das Verhaltnis von Insert zu Vektor spielt bei der Effizienz der Reaktion eine wichtige Rolle.
Sollte zu viel Insert eingesetzt werden, kann dies zu einer Inhibition der Ligasereaktion
fuhren.

Das Insert wird zusammen mit dem Vektor und der Ligase, sowie dem Reaktionspuffer und
sterilem Wasser gut vermischt. Bei einer Temperatur von 14°C wird der Reaktionsansatz
dann Uber Nacht im Inkubator stehen gelassen. Das Ergebnis der Reaktion ist ein Plasmid,
dass jetzt das eingesetzte PCR-Produkt beinhaltet und in Bakterien transformiert werden

kann.

2.2.7.2 Transformation

Transformation bezeichnet den Vorgang der Aufnahme von Plasmid-DNA in eine
Bakterienzelle. Fir diese Arbeit wurden E. coli-Bakterien zur Transformation benutzt. Die
Bakterien sind bei -80°C tief gefroren und werden zunachst auf Eis aufgetaut. Zu 50 ul der
Bakterien kommen zwei ul aus der Ligationsreaktion. Die Losung wird gut gemischt und fir
30 min auf Eis gekuhlt. AnschlieRend wird die Loésung fir genau 30 sek in einem
Thermoblock bei 42°C inkubiert. Die schockartige Erhitzung fiihrt zur Offnung von kleinen
Poren in den Zellwdnden der Bakterien durch welche die Plasmid-DNA in die Bakterien
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aufgenommen wird. Zur weiteren Vermehrung der Bakterien werden 250 pul SOC-Medium
zum Transformationsansatz pipettiert und dieser wird weitere 30 min bei 37°C bei 225 U/min
auf dem Thermoblock unter schitteln weiter inkubiert. Jeweils 100 ul des Ansatzes werden
anschlie®end auf LB-Agar Platten, die zudem IPTG, X-Gal und Ampicillin enthalten, unter
maoglichst sterilen Bedingungen verteilt. Die Platten werden Uber Nacht bei 37°C inkubiert.
Durch das antibiotikahaltige Nahrmedium vermehren sich nur Bakterien, die auch die
Plasmid-DNA aus der Ligationsreaktion enthalten, welche eine Antibiotikaresistenz enthalt.
Durch die Zugabe von X-Gal auf den Platten wird zusatzlich eine farbige Unterscheidung der
Bakterienkolonien maoglich. Kolonien, die Plasmid-DNA tragen, welche das Insert aus der
Ligationsreaktion beinhaltet, erscheinen weils. Andere Kolonien erscheinen blau, da durch
das fehlende Insert in der Plasmid-DNA ein bestimmtes Gen (LacZ) nicht deaktiviert wird,
und die Bakterien das X-Gal in Anwesenheit von IPTG daher zu einem blauen Farbstoff

verstoffwechseln.

2.2.7.3 Praparation von DNA aus Bakterien

Die gewlnschten weilRen Bakterienkolonien wurden von der Agar-Platte gepickt und
weiterverwendet um 5 ml Ampicillin-haltiges LB-Medium anzuimpfen. Nach Inkubation bei
37°C wurden 2 ml der nun getriibten Suspension weiterverwendet. Zur Praparation der DNA
aus den Bakterien wurde das E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit (Peqlab, Erlangen) nach dem
Herstellerprotokoll verwendet. Zunachst wurde die bakterienhaltige Suspension fir 1 min bei
10.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das entstandene Pellet in 250
pl der Lésung | (enthalt RNAse A) resuspendiert. Nach Zugabe von 250 ul der Lésung Il und
mehrmaligem Schwenken des Reaktionstubes entstand ein klares Lysat. Dieses wurde mit
350 ul der Lésung 11l versetzt und gut vermischt. Die ausflockenden Bestandteile wurden bei
10.000 x g fiir 5 min runter zentrifugiert. Der klare Uberstand wurde weiterverwendet und auf
die im Kit enthaltenen Saulen mit Silica-Oberflache (s. Kap. 2.2.1) pipettiert. Durch
Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g wurde die DNA aus dem Uberstand an die Saule
gebunden. In einem ersten Waschschritt wurden 500 ul HB-Puffer auf die Saule gegeben
und diese anschliellend fir 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Es folgten zwei weitere
Waschschritte, fir die jeweils 750 pl DNA-Waschpuffer auf die Saule pipettiert und
anschlieend bei 10.000 x g fur 1 min wieder abzentrifugiert wurde. Vor der Elution der DNA
aus der Saule folgte ein Trockenschritt, in dem die Saule weitere 2 min bei 10.000 x g
zentrifugiert wurde. Die anschlieBende Elution erfolgte mit 50 pl dest. H,O durch

Zentrifugation fir 1 min bei 10.000 x g.
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2.2.8 Sequenzierung

Die Sequenzierung der PCR-Produkte aus der Primer-Extension PCR und der aus den
Bakterienklonen praparierten DNA wurden im Zentrum fir molekulare Neurobiologie
Hamburg von der Servicegruppe Sequenzierung unter der Leitung von PD Dr. Sabine
Hoffmeister-Ullrich durchgefiihrt. Daflir wurde ein Reaktionsansatz mit ca. 10-100 ng DNA
(PCR-Produkt) und 10 pmol Sequenzierprimer mit dest. H,O auf ein Volumen von 8 pl
aufgefillt und zur weiteren Bearbeitung an die Servicegruppe gegeben. Die Sequenzierung
wurde unter Verwendung des Big Dye Terminator v.1.1 (Applied Biosystems, Foster City
USA) auf einem ABI Prism 377-96 Sequence Analyser (Applied Biosystems, Foster City
USA) durchgefiihrt. Abweichend zur Standardanwendung wurde fir einige Proben die
Annealingtemperatur von 50°C auf 60°C erhoéht, sowie zur besseren Analyse der
kurzstrangigen PCR-Produkte der ABI Basecaller 50 anstatt des Basecallers 100 (Applied
Biosystems, Foster City USA) eingesetzt. Der Basecaller ist dabei verantwortlich fir die
Ubersetzung der vom Sequencer gelieferten Rohdaten in das sog. Tracefile, in dem die
Abfolge der Basen grafisch dargestellt wird, und spielt somit eine wichtige Rolle fir die

detaillierte Auswertung der Sequenzen.

2.2.8.1 Sequenzanalyse

Die weitere Analyse der erhaltenen Sequenzen wurde mit Hilfe verschiedener Software am
Computer durchgefiihrt. Die Sequenzen wurden zunachst anhand des Ausdrucks des von
dem Sequencer erzeugten ,Trace-File* per Hand kontrolliert und ggf. korrigiert. Zur weiteren
Bearbeitung und Auswertung wurde das im Internet verfigbare ,HUSAR Analysis Package®
genutzt. HUSAR steht fur ,Heidelberg Unix Sequence Analysis Resource® und bietet unter
anderem eine groRe Auswahl an Anwendungen zur Sequenzanalyse sowie Zugriff auf
umfangreiche Datenbanken. Zur Verfiigung gestellt wird HUSAR von der ,Biocomputing
Service Group® am Deutschen Krebsforschungszentrum (DKFZ) in Heidelberg. Neben der
Dokumentation der erhaltenen Sequenzen wurden verschiedene Anwendungen zur weiteren

Sequenzanalyse benutzt:

FastA

Diese Anwendung fihrt einen Sequenzabgleich der eingegebenen Sequenzen mit einer
grolen Datenbank durch. Weitere Spezifizierungen flr den Abgleich wie ,genome-wide"
oder ,viral* sind dabei mdglich. Fir den Abgleich wird der Algorithmus nach Pearson und
Lipman (1988) benutzt.
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Clustal
Clustal ermdglicht die Durchfihrung von sog. ,Multiple Sequence Alginments®. Dabei werden
mehrere Sequenzen miteinander verglichen und grafisch nach ihrer Ubereinstimmung

dargestellt. Die Anwendung arbeitet nach der Methode von Thompson et al. (1994).

2.2.9 Statistische Auswertung und Standardformeln

Die statistische Auswertung zur Probit-Analyse der genutzten PCR-Techniken erfolgte mit
Hilfe der Software SPSS (SPSS Inc.). Die gemessenen Anellovirus-Kopienzahlen in Serum-
und Liquorproben wurden zunachst mittels des Kruskal-Wallis Test verglichen. Vergleiche
einzelner Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney Test durchgefiihrt. Vergleiche der
ermittelten Anellovirus-Pravalenzen wurden mit Hilfe des Chi-Quadrat Tests durchgefiihrt.
Die entsprechenden Berechnungen erfolgten mit Hilfe der Software Prism 5 (GraphPad
Software Inc.). Unten stehende Formeln wurden zu Berechnungen im Rahmen der

methodischen Arbeit genutzt.

Berechnung der Anzahl von Molekilen in einer bestimmten Lésung

DNA Masse (pmol) = Masse (pg) / (M., (g/mol) x Anzahl (bp))

DNA Masse (pmol) x Avogadro’sche Zahl (Molekiile/mol) = Moleklile

Berechnung der Effizienz einer PCR mit Hilfe der Steigung einer Standardkurve

Effizienz (E) = -1 + 10~ 1/Steigung)
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3 Ergebnisse

3.1 Etablierung einer quantitativen PCR fiir humane Anelloviren

3.1.1 Auswahl und Design der Primer

Um die angestrebte Charakterisierung von humanen Anellovirus-Infektionen durchzuflihren
war zunachst die Etablierung eines quantitativen PCR-Protokolls notwendig. Die gewahlte
gPCR-Methode basiert auf der TagMan-Technik (s. Kap. 2.2.3.2). Die neu synthetisierten
Primer und die TagMan-Probe wurden gezielt so konstruiert, dass sie ein mdglichst breites
Spektrum von humanen Anelloviren, also TT-, TTM- und TTMD-Viren abdecken. Die
Lokalisation der Primer und der Probe ist schematisch in Abbildung 8 dargestellt.

Wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben ist das TTV-Genom und in ahnlicher Form das Genom TTV-
ahnlicher Viren in verschiedene Abschnitte unterteilt. Die verwendeten Primer und die Probe
sind komplementar zu bekannten TTV-, TTMDV- und TTMV-Sequenzen in der hoch
konservierten Region zwischen der TATA-Box und dem ORF2 lokalisiert. Dieser Abschnitt
weist die groRte Ubereinstimmung bei allen bisher sequenzierten Virusgenomen der
Anellovirus-Familie auf und bietet sich daher an, um ein moglichst breites Spektrum an

Anelloviren mit wenigen Primern zu erfassen.
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Abbildung 8: Lokalisation der Primer und der TagMan-Probe aus der gPCR. Schematische

Darstellung in einem sog. Alignment aus Sequenzen von 85 bekannten (A) TTV-, sowie (B) TTMV-
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und (C) TTMDV-Genomen. Die hinterlegten Kasten stehen fir die jeweiligen Primer (1.1f, 2.1f, 3.1f,
1.4r, 5.2r, 2.7r und 2.8r) und die TagMan-Probe (5p). Die Pfeile markieren die Polaritat der Primer
(sense oder antisense). Die unten abgebildete Konsensus-Sequenz wurde aus allen abgebildeten
Sequenzen errechnet. Bindestriche stehen fiir eine Ubereinstimmung mit der Konsensus-Sequenz,
einzelne Nukleotide fur die entsprechende Abweichung. Ein Schragstrich steht fir die Deletion des

entsprechenden Nukleotids in der jeweiligen Sequenz.

3.1.2 Etablierung des qPCR-Systems

Grundlage der Quantifizierung in Echt-Zeit mittels PCR ist eine Standardreihe mit Proben,
die eine definierte Kopienzahl der Ziel-DNA beinhaltet. Fir das hier beschriebene qPCR-
Protokoll diente eine Verdiinnungsreihe von tth5-Plasmiden als Standard. Bei tth-5 handelt
es sich um ein partielles TTV-Genom welches unter anderem die UTR umfasst und von
Jelcic, de Vilier und zur Hausen im Rahmen von Arbeiten zu TTV-Sequenzen als Referenz
etabliert wurde (Jelcic et al., 2004). Um die Kopienzahl der Verdlinnungen mdglichst genau
zu definieren, wurde zunachst die DNA-Konzentration einer Probe mit tth5-Plasmiden mit
dem Nano-Drop gemessen. Mit den bekannten Daten zur Lange des tth5-Plasmids (tth5-
Insert und leerer Vektor mit einer Gesamtlange von 6507 bp) und der molaren Masse eines
Basenpaars (My = 660 g/mol) wurde die Anzahl der Molekule/ul in der Lésung berechnet.

Die korrekte Verdlinnung beim Herstellen der Standardreihe wird durch die bei jeder gPCR
berechnete Standardkurve sichergestellt. Die abgebildete Standardkurve (Abb. 9) zeigt eine
sehr gute Ubereinstimmung mit der Trendlinie (R*> = 0,99), was bedeutet, dass die real
pipettierten Verdinnungen fast exakt den berechneten entsprechen. Die Steigung der

Trendlinie von m=-3,3 entspricht einer Effizienz (E) von 101%.
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Abbildung 9: Standardkurve einer qPCR mit tth5-Plasmiden. Auf der x-Achse ist die Anzahl der
Kopien von tth5-Plasmiden und auf der y-Achse ist der entsprechende CT-Wert der jeweiligen
Reaktion aufgetragen. Zur Berechnung der Steigung wurde eine lineare Trendlinie ermittelt. Mit der
errechneten Steigung kann Uber die CT-Werte der Reaktionen von weiteren Proben die jeweilige
zugrundeliegende Kopienzahl errechnet werden. Das Bestimmtheitsmaf} (R2) beschreibt die
Ubereinstimmung der Werte der Trendlinie mit den tatsichlich gemessenen Werten, es liegt zwischen

den Werten eins und null, wobei eins eine vollstandige und null keine Ubereinstimmung bedeuten.

Ein wichtiger Indikator fir die Validitat des qPCR-Protokolls ist die Konstanz der Messwerte.
Um diese zu uUberprifen, wurden Serumproben von drei verschiedenen Spendern
untersucht. Dabei unterschieden sich die Proben der Spender in ihrer Viruslast. Ein Spender
hatte eine hohe (8,49 logy Kopien/ml), einer eine durchschnittliche (3,10 logs, Kopien/ml)
und einer eine eher niedrige (1,97 logy, Kopien/ml) Viruslast. Die Serumproben wurden
jeweils flnffach in finf zeitlich voneinander unabhangigen Reaktionen gemessen, um sowohl
Abweichungen der Messwerte auf einer Reaktionsplatte mit demselben Reaktionsansatz
(intraassay), als auch zwischen verschiedenen Reaktionsplatten mit jeweils neu
hergestellten Reaktionsansatzen (interassay) zu untersuchen. Aus den erhaltenen Daten
wurde der sog. Variationskoeffizient (engl. coefficient of variation, CV) als Ausdruck flr die
Varianz der Messwerte ermittelt. Die Ergebnisse zeigen einen Trend des CV in Abhangigkeit
von der Viruslast der gemessenen Probe. In Tabelle 3 und 4 ist zu sehen, dass eine héhere
Viruslast mit einer niedrigeren Varianz und eine niedrigere Viruslast mit einer héheren
Varianz der Messwerte einhergehen. Ein Variationskoeffizient von weniger als 5% gilt

allgemein als Zeichen fir einen sehr robusten Assay.
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Tabelle 3: Ermittelter CV (%) bei multiplen Messungen mit demselben Reaktionsansatz

von drei Serumproben mit unterschiedlicher Viruslast

Durchschnittliche Viruslast
(log1p Kopien/ml) % CV
1,97 5,75
3,10 2,71
8,49 0,21

Tabelle 4: Ermittelter CV (%) bei multiplen Messungen mit jeweils neuen Reaktionsanséatzen

von drei Serumproben mit unterschiedlicher Viruslast

Durchschnittliche Viruslast
(log1p Kopien/ml) % CV
1,97 4,75
3,10 1,33
8,43 0,70

3.1.3 Sensitivitat der PCR

Eine wichtige Rolle bei der Quantifizierung der Viruslast nimmt auch die Sensitivitat des
gPCR-Protokolls ein. Um zu ermitteln, wie sensitiv die Viruslast mit dem neu entwickelten
Protokoll erfasst wird, wurden Kontrollproben mit einer definierten Anzahl von tth5-Plasmiden
jeweils sechsfach in flnf zeitlich voneinander getrennten Reaktionen gemessen. Die
Kontrollproben enthielten dabei 20, 15, 10, funf, drei oder eine Kopie des Plasmids. Die
korrekte oder inkorrekte Detektion in der qPCR wurde statistisch ausgewertet, um die
Sensitivitat abzubilden. Mittels Probit-Analyse lie® sich hieraus errechnen, ab welcher
Kopienzahl in der gemessenen Probe diese auch mit einer Wahrscheinlichkeit von 95%
korrekt durch die qPCR detektiert wird. Die dargestellten Ergebnisse zeigen, dass eine

Anzahl von rund vier Kopien zu 95% korrekt gemessen werden kann (s. Tabelle 5).
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Tabelle 5: Analyse zur Bestimmung der 95% Probit-Wahrscheinlichkeit

Kopienzahl von tth5- Positive Reaktionen / Gemessene Reaktionen
Plasmiden (Kopien / well) (Probit Wahrscheinlichkeit)
20 23/23 (100%)
15 23/23 (100%)
10 30/30 (100%)
5 28/27 (98%)
4,37 95%

3 30/25 (80%)
1 24/8 (36%)

3.1.4 Spezifitit der PCR

Um nachzuweisen, dass die entworfene qPCR tatsachlich alle Anellovirus-Genera, also
sowohl TT- als auch TTM- und TTMD-Viren gleichermalRen korrekt detektiert, wurden
spezielle Plasmide im Reaktionsansatz der qPCR eingesetzt. Diese Plasmide enthielten
entsprechend spezifische Sequenzen entweder fur TTV oder TTMV und TTMDV welche
zuvor in einer von dieser Methode unabhangig durchgefihrten SybrGreen-qPCR amplifiziert
wurden. Aus den entsprechenden Plasmiden wurde dazu jeweils eine Verdiinnungsreihe fur
TTV, TTMV und TTMDV hergestellt. Diese wurden in der beschriebenen TagMan gqPCR
gemessen und die Messdaten zur Berechnung der jeweiligen Standardkurven genutzt. Die
dargestellten Standardkurven zeigen, dass die Steigung der jeweiligen Kurve fir die
unterschiedlichen Plasmide nur sehr gering voneinander abweichen (s. Abbildungen 10-12).
Die Effizienzen der qPCR sind flr alle getesteten Anelloviren im optimalen Bereich (s.
Tabelle 6).

Tabelle 6: Effizienz der gPCR flr TTV, TTMV und TTMDV

Virusplasmide Errechnete Effizienz der qPCR (%)
TV 104
TTMDV 111
TTMV 102
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Abbildung 10: Standardkurve einer qPCR mit TTV-Plasmiden. Auf der x-Achse ist die Anzahl der

Kopien von TTV-Plasmiden und auf der y-Achse ist der entsprechende CT-Wert der jeweiligen

Reaktion aufgetragen.
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Abbildung 11: Standardkurve einer gqPCR mit TTMDV-Plasmiden. Auf der x-Achse ist die Anzahl der

Kopien von TTMDV Plasmiden und auf der y-Achse ist der entsprechende CT-Wert der jeweiligen

Reaktion aufgetragen.
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Abbildung 12: Standardkurve einer gPCR mit TTMV Plasmiden. Auf der x-Achse ist die Anzahl der
Kopien von TTMV Plasmiden und auf der y-Achse ist der entsprechende CT-Wert der jeweiligen

Reaktion aufgetragen.

3.1.5 ePCR

Zur Verifizierung der qPCR-Ergebnisse und zur Uberpriifung der Spezifitit wurde eine
Sequenzierung angestrebt. Da die Aufbereitung der Produkte mittels Ligation und Klonierung
aufwendig ist, wurde eine ePCR durchgefiihrt, welche im Anschluss eine direkte
Sequenzierung ermdglicht. Die ePCR dient zur kunstlichen Verlangerung der qPCR-
Produkte, welche mit einer Lange von 82 bp nur schwer zu sequenzieren sind. Durch die in
der ePCR eingesetzen Primer wird das urspriingliche qPCR-Produkt so verlangert, dass das
ePCR-Produkt eine Lange von 122 bp hat (s. Abbildung 13 und 14). Zudem ermdglicht der
Einsatz verschiedener Primer in der ePCR die Unterscheidung zwischen TTV und TTMV-
/ITTMDV-Sequenzen innerhalb der gPCR-Produkte (s. Methoden 2.2.4.2).
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ePCR ePCR-Produkt 122 bp
forward reverse
Primer Primer
qPCR qPCR-Produkt 82 bp
forward tag-man reverse
Primer Probe Primer
TTVDNA -} -

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Verlangerung des qPCR-Produkts mittels der ePCR.
Die Primer der ePCR sind komplementar zu den duf3eren Abschnitten der Primer aus der gPCR und
an den Enden mit einer erfundenen Sequenz verlangert. Somit wird in der ePCR das qPCR-Produkt
amplifiziert und gleichzeitig um die Uberstehende Sequenz an den Primerenden der ePCR-Primer

verlangert.

ePCR Primer
| >

qPCR Primer

|< ePCR Primer
|

<qPCR Primer

e fmm-- Tomm —mmmmmmmee] ———-#¥

TaqMan Probe

e e

b i

| ---aG-- -T-—-—--—- C-/

CCGAGGGCGG GTGCCGGAGG TGAGTT-TAC ACACCGCAGT CAAGGGGCAA TT-CGGGCTC GGGACTGGCC AGGGCTATGG GCAAGGCTCT TAAAAA

Abbildung 14: Lokalisation der Primer aus der ePCR. Schematische Darstellung in einem
sogenannten Alignment aus Sequenzen von 14 bekannten TTV, sowie TTMV und TTMDV Genomen.
Die hinterlegten Kasten stehen fir die jeweiligen Primer und die Tagman-Probe. Die gestrichelten
Kasten an den ePCR-Primern stehen flir den zur Konsensussequenz nicht komplementaren Anteil der
Primersequenz, die lediglich der kiinstlichen Verlangerung des Produkts dient. Die Pfeile markieren
die Polaritat der Primer (sense oder antisense). Die unten abgebildete Konsensus-Sequenz wurde
aus allen abgebildeten Sequenzen errechnet. Bindestriche stehen fiir eine Ubereinstimmung mit der
Konsensus-Sequenz, einzelne Nukleotide fir die entsprechende Abweichung. Ein Schragstrich steht

fur die Deletion des entsprechenden Nukleotids in der jeweiligen Sequenz.

60



Ergebnisse

3.1.6 Gelelektrophoretischer Nachweis von PCR-Produkten

Zum Nachweis der PCR-Produkte diente die Gelelektrophorese mit Agarose- und
Polyacrylamidgelen. Die Héhe der Banden zeigt die Produktlange der PCR-Produkte und
dient somit auch als Nachweis der Spezifitdt. Abbildung 15 zeigt ein Agarosegel mit

Nachweis von gPCR Produkten aus einer Standardreihe mit tth5-Plasmidenm.

Abbildung 15: Agarosegel (2,5%), Laufzeit 1,5 Stunden bei einer Spannung von 110 V. (M)
kennzeichnet die Laufbahnen des Markers (jeweils 5ul DNA Ladder low range). Die Banden in den
Laufbahnen 1-4 entstehen durch qPCR-Produkte aus einer Standardreihe: Dazu wurden jeweils (1)
10® Kopien, (2) 10* Kopien, (3) 10° Kopien, (4) 10 Kopien als template-DNA in der Reaktion
eingesetzt. (5) ist eine H,O Kontrolle aus der selben qPCR, (6) ist eine H,O Kontrolle. Unterhalb der
Banden sind zwei weitere fliichtige Banden zu sehen, die aus teilweise kumulierten Primern und der
TagMan Probe bestehen. Links neben den Banden des Markers ist die Laufhdéhe in bp angegeben.

Alle Proben hatten ein Volumen von 18 ul (15 ul Probe + drei pl Ladepuffer 6 x BPB).

Durch die gleichzeitige Elektrophorese von qPCR- und ePCR-Produkten wird die erzielte
Verlangerung der PCR-Produkte sichtbar. Abbildung 16 zeigt ein Agarosegel mit qPCR-
Produkten aus einer Standardreihe mit tth5-Plasmiden zum Vergleich mit ePCR-Produkten
aus untersuchten Serum- und Liquorproben. Die stichprobenartige Uberpriifung zeigte in
Uber 90% langere ePCR- als gPCR-Produkte. Die ePCR wurde daher standardmafig vor der

Sequenzierung eingesetzt.
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Abbildung 16: Agarosegel (2,5%), Laufzeit 1,5 Stunden bei einer Spannung von 110 V. (M)
kennzeichnet die Laufbahnen des Markers (jeweils 5 yl DNA Ladder low range). Die Banden in den
Laufbahnen 1-3 entstehen durch qPCR-Produkte aus einer Standardreihe. Die Bahnen 4-9 zeigen
ePCR-Produkte in denen gPCR-Produkte von verschiedenen Serum- (4-6) und Liquorproben (7-9) als
template-DNA verwendet wurden. In Bahn 7 zeigt sich die Bande auf derselben Hohe wie die gPCR-
Referenzen in 1-3; es ist anzunehmen, dass die ePCR hier nicht zur gewlinschten Verlangerung der
gPCR-Produkte gefihrt hat. Bahn 10 zeigt eine H,O Kontrolle. Links neben den Banden des Markers
ist die Laufhéhe in bp angegeben. Alle Proben hatten ein Volumen von 18 pl (15 ul Probe + drei pl
Ladepuffer 6 x BPB).

3.1.7 Sequenzierung

Die aus der Sequenzierung erhaltenen Sequenzen wurden wie in Kap. 2.2.7 beschrieben
zunachst manuell kontrolliert. Die endgultigen Sequenzen wurden dann Uber die web-
basierten Programme von HUSAR unter anderem mit der Genomdatenbank fir virale
Sequenzen abgeglichen. Die Ergebnisse aus dem Abgleich wurden zur Verifizierung der
Messdaten genutzt. Zudem wurden die erhaltenen Daten zu den Sequenzen genutzt, um bei
den gemessenen Proben zwischen TTMV- und TTMDV-Infektionen zu unterscheiden. Die
Erstellung von sogenannten ,sequence alignments® mittels Clustal macht durch farbliche
Hinterlegung deutlich, wo die Sequenz-Unterschiede zwischen den einzelnen PCR-
Produkten liegen. In Zusammenschau mit bekannten Genomsequenzen als Referenz gelingt
darUberhinaus die Zuordnung zum TTV-, TTMV- oder TTMDV-Genus.
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Abbildung 17: Sequence alignment von verschiedenen DNA-Sequenzen. Oben finden sich
Sequenzen (17.1.mod-50.mod) von ePCR-Produkten aus Seren von MS-Patienten nach Amplifikation
mit TTV-spezifischen ePCR-Primern (.mod) und mit TTMV- und TTMDV-spezifischen ePCR-Primern
(.1.mod). In der unteren Halfte finden sich Referenz-Sequenzen der wichtigsten und meisten
divergierenden Genotypen von TT-Viren (1) sowie TTM-/TTMD-Viren (2), die in der Genomdatenbank
hinterlegt sind. Die farbliche Kennzeichnung der Sequenzabweichungen verdeutlicht den Unterschied
zwischen den Anellovirus-Genera Alphatorquevirus (TT-Viren) und Beta-/Gammatorquevirus (TTM-
/TTMD-Viren). Anhand der Unterschiede ist zu sehen, dass sowohl in der qPCR als auch in der

jeweiligen ePCR neben TTV- auch TTMV-/TTMDV-spezifische Sequenzen amplifiziert wurden.

3.2 Anellovirus-Pravalenzen und -Kopienzahlen im Serum und Liquor von MS-

Patienten und Kontrollgruppen

Nach Etablierung der Methode wurden insgesamt 144 Serum- und 74 Liquorproben
verschiedener Spender auf ihre Viruspravalenz und die Viruslast untersucht. Bei der
Pravalenzuntersuchung wurde mittels Sequenzierung zwischen TTV und TTMV/TTMDV
unterschieden. Alle Proben wurden dreifach gemessen, um fehlerhafte Messungen
auszuschlielten. Die Proben wurden nach den Spendern in verschiedene Gruppen unterteilt.
Von erwachsenen Patienten mit schubférmiger MS wurden 54 Serum- und 47 Liquorproben
untersucht. Dieses Patientenkollektiv wurde weiter in Patienten mit akutem MS-Schub und
MS-Patienten in schubfreier Phase unterteilt. Von Kindern und Jugendlichen mit

diagnostizierter MS wurden 23 Serumproben untersucht. Die Gruppe von Patienten mit
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anderen neurologischen Erkrankungen wurde weiter in entziindliche neurologische und nicht
entzlindliche neurologische Erkrankungen unterteilt. Aus diesen Gruppen wurden 20 Serum-
und 27 Liquorproben untersucht. Die Kontrollgruppe umfasste 47 Serumproben von
gesunden Spendern, die nach dem Alter in eine Erwachsenen- und eine Kinder-Gruppe

unterteilt wurden.

Tabelle 7: Untersuchte Probenmaterialien und ermittelte Pravalenz und Viruslast von Anelloviren.

Serum Proben Anzahl Geschlecht Alter Pravalenz Viruslast

(n) (Nweiblich/Nmanniich) | (Jahre) (%) (log1o Kopien/ml)
MS-Patienten im Schub 25 17/8 3617 72,0 3,0410,61
MS-Patienten nicht im Schub 29 21/9 4010 86,2 3,56510,81
MS-Patienten unter 18 Jahren 23 14/9 14£2 95,7 4,42+0,81
Patienten mit OND 10 5/5 4111 90,0 3,43£1,18
Patienten mit OIND 10 4/6 4614 80,0 3,29%1,06
Gesunde 30 20/9 3517 83,3 3,1410,99
Gesunde unter 18 Jahren 17 10/7 13+3 82,4 3,93+0,72
Liquor Proben Anzahl Geschlecht Alter Pravalenz Viruslast

(n) (Nweiblich/Nmanniich) | (Jahre) (%) (log1o Kopien/ml)
MS-Patienten im Schub 20 14/6 3517 45,0 2,14+0,32
MS-Patienten nicht im Schub 27 19/8 4111 29,6 2,81+0,68
Patienten mit OND 14 9/5 4815 57,1 2,42+0,47
Patienten mit OIND 13 7/6 4518 61,5 2,77+0,77

3.2.1 Viruspravalenz

Die aus den Ergebnissen errechnete Viruspravalenz in den einzelnen Gruppen ist in Tabelle
7 dargestellt. Zur Berechnung der Pravalenz wurden alle Proben mit einer gemessenen
Viruslast Uber 2,04 log1, Kopien/ml als positiv gewertet. Proben mit einer geringeren Viruslast
wurden nur dann als positiv gewertet, wenn in der Sequenzierung Anellovirus-Sequenzen

nachgewiesen werden konnten.

3.2.1.1 Viruspravalenz im Serum

Im Serum zeigten sich in den untersuchten Gruppen Anellovirus-Pravalenzen zwischen
72,0% bei MS-Patienten im Schub und 95,7% bei MS-Patienten unter 18 Jahren. Bei MS-
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Patienten ohne Schub ergab sich eine Pravalenz von 86,2%. Die gesunden Probanden
wiesen eine Pravalenz von 83,3% auf. Bei Patienten mit OND und OIND lag die Anellovirus-

Pravalenz bei 90% und 80%. Statistisch zeigten sich keine signifikanten Unterschiede.

3.2.1.2 Viruspravalenz im Liquor

Im Liquor konnte eine Anellovirus-Pravalenz von 45% bei MS-Patienten im Schub und 29,6%
bei MS-Patienten ohne Schub ermittelt werden. Die Pravalenzen bei Patienten mit OND und
OIND lagen bei 57,1% und 61,5%. Statistisch erwies sich dabei nur der Unterschied
zwischen MS-Patienten ohne Schub und Patienten mit OIND als signifikant (p<0,05).

3.2.1.3 Koinfektionen mit TTV, TTMV und TTMDV

Die Sequenzierung der ePCR-Produkte ermdglichte neben der Verifizierung des Vorliegens
von Anellovirus-DNA in den positiv gewerteten Proben zudem eine Unterscheidung zwischen
TTV- und TTMV-/TTMDV-Infektionen. Auf Grund der insgesamt geringen Viruslast in
Liquorproben wurden aus dieser Gruppe alle ePCR-Produkte sequenziert. Bei den
Serumproben von MS-Patienten, Patienten mit OIND und Gesunden wurden vorrangig
Proben mit einer Viruslast im Grenzbereich der Detektionsschwelle sowie Stichproben zur
Validierung der Methode untersucht. ePCR-Produkte aus Serumproben von MS-Patienten
und Gesunden unter 18 Jahren wurden komplett sequenziert. In Tabelle 8 ist die absolute
Haufigkeit der Nachweise entsprechender Sequenzen abgebildet. Mit 90% und 93% war die
Rate an Koinfektionen im Serum bei MS-Patienten unter 18 Jahren und der entsprechenden
Gesunden Kontrollgruppe am héchsten. Bei MS-Patienten im Schub und ohne Schub war in
38% respektive 64% eine Koinfektion im Serum nachweisbar. In den analysierten
Serumproben von Patienten mit OIND zeigte sich zu 50% eine Koinfektion. Im Liquor war bei
MS-Patienten im Schub in 50% und auferhalb eines Schubs in 29% der Félle eine
Koinfektion nachweisbar. Bei Patienten mit OND und OIND in 56% und 22%. Statistisch
signifikant zeigte sich der Unterschied zwischen Erwachsenen MS-Patienten und denen
unter 18 Jahren (p<0,05) ebenso zwischen den entsprechenden gesunden Kontrollgruppen
(p<0,05).
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Tabelle 8: Nachweis von TTV und TTMV/TTMDV Sequenzen sowie Koinfektionen in

untersuchten ePCR-Produkten aus Serum- und Liquorproben

Serumproben TTV TTMV/TTMDV Koinfektion
MS-Patienten im Schub 80% 30% 38%
MS-Patienten ohne Schub 69% 62% 64%
MS-Patienten unter 18 J. 100% 90% 90%
Patienten mit OND - - -
Patienten mit OIND 100% 50% 50%
Gesunde 100% 57% 57%
Gesunde unter 18 J. 82% 76% 93%
Liquorproben TTV TTMV/TTMDV Koinfektion
MS-Patienten im Schub 59% 29% 50%
MS-Patienten ohne Schub 29% 8% 29%
Patienten mit OND 73% 55% 56%
Patienten mit OIND 67% 25% 22%

3.2.2 Viruslast im Serum

Die Viruslast im Serum wurde wie in Kap. 2.2.3.2 beschrieben aus den bei der qPCR
gemessenen CT-Werten im Verhaltnis zur jeweiligen Standardkurve errechnet. Werte
unterhalb des 95%-Sensitivitatslimits von 2,04 logi, Kopien/ml (s. Kap. 3.1.3) wurden bei der
Berechnung nicht berlcksichtigt. Die folgende Abbildung =zeigt die Viruslast aller

untersuchten Gruppen.
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Abbildung 18: Viruslast in untersuchten Serumproben. Dargestellt ist die durchschnittliche Viruslast
als logyy Kopien/ml Serum mit Standardabweichung. Signifikante Unterschiede mit p<0,05 sind

entsprechend gekennzeichnet.

Beim Vergleich der Ergebnisse einzelner Gruppen zueinander ergaben sich signifikante
Unterschiede (p<0,05) zwischen MS-Patienten im Schub (3,04+0,61 logso Kopien/ml) und
MS-Patienten in schubfreier Phase (3,551£0,81 logso Kopien/ml), sowie zwischen MS-
Patienten unter 18 Jahren (4,4210,81 logi, Kopien/ml) und erwachsenen MS-Patienten
sowohl im als auch auRerhalb eines Schubs. Ebenso unterscheidet sich die durchschnittliche
Viruslast bei gesunden Erwachsenen (3,14+0,99 logs, Kopien/ml) signifikant von der bei
Gesunden unter 18 Jahren (3,93+0,72 logs, Kopien/ml). Zwischen der Viruslast im Serum
von MS-Patienten, Patienten mit OND (3,43+1,18 logso Kopien/ml) und OIND (3,29+1,06

log1o Kopien/ml) sowie Gesunden ergeben sich keine signifikanten Unterschiede.

3.2.3 Viruslast im Liquor

Die Viruslast im Liquor wurde analog der Viruslast im Serum bestimmt. Zur
Ubersichtsdarstellung wurden alle gemessenen Werte beriicksichtigt (Abbildung 19).
Statistische Analysen wurden nur mit Werten oberhalb des 95%-Sensitivitatslimits von 2,04
log1o Kopien/ml durchgefiihrt. Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen
den untersuchten Gruppen. Die durchschnittliche Viruslast der einzelnen Gruppen ist in der

folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 19: Viruslast in Liquorproben von MS-Patienten innerhalb und auRerhalb eines Schubs,
sowie von Patienten mit anderen neurologischen bzw. entziindlichen neurologischen Erkrankungen.
Jeder Punkt steht flr einen gemessenen Wert, dargestellt sind alle gemessenen Werte. Die
horizontalen Striche markieren den Durchschnittswert und die Standardabweichung. Die Werte sind in

log1o Kopien/ml angegeben.

3.2.4 Viruslast unter medikamentoser Therapie

In der Gruppe von MS-Patienten unter 18 Jahren befanden sich acht Patienten zum
Zeitpunkt der Blutabnahme bereits unter medikamentdser Therapie mit Interferonen,
Copaxone oder Azathioprin. Um einen Einfluss der Medikation auf die Viruslast im Serum zu
untersuchen wurden die behandelten und nicht behandelten Patienten miteinander
verglichen. Dabei wurden wiederum nur Werte Uber dem 95% Sensitivitatslimit
berucksichtigt. Mit 4,65 logi, Kopien/ml zeigte sich die Viruslast bei Patienten ohne Therapie
am hochsten. Die Viruslast bei Patienten mit Therapie lag bei 3,92 log:o Kopien/ml und bei

Gesunde unter 18 Jahren bei 3,93 log;o Kopien/ml.
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Tabelle 9: Viruslast bei Patienten und Gesunden unter 18 Jahren

Gruppe Anzahl (n) Anelloviruslast

(log1o Kopien/ml)

Patienten mit Therapie 8 3,92
Patienten ohne Therapie 15 4,65
Gesunde 17 3,93
8- p<0,05
p=0,057
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Abbildung 20: Viruslast in Serumproben von Gesunden und MS-Patienten unter 18 Jahren. Jeder
Punkt steht fiir einen gemessenen Wert, dargestellt sind nur Werte >2,04 logs, Kopien/ml. Die
horizontalen Striche markieren den Durchschnittswert und die Standardabweichung. Die Werte sind in

log1o Kopien/ml angegeben. Signifikante Unterschiede mit p<0,05 sind entsprechend gekennzeichnet.

Im Vergleich der drei Gruppen zeigt sich eine signifikant héhere Viruslast bei Kindern mit
MS, die keine medikamentdse Therapie erhalten haben, als bei Gesunden (s. Abb 20). Der
Unterschied zwischen MS-Patienten mit und ohne Therapie ist mit p=0,057 knapp oberhalb
des Signifikanzniveaus. MS-Patienten, die bereits therapiert werden, zeigen keinen

signifikanten Unterschied zu gesunden Vergleichspersonen.
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3.2.5 Infektionsverlauf

Um eine Aussage Uber den Infektionsverlauf, bzw. die Veranderung der Anelloviruslast mit
zunehmendem Lebensalter und somit vermutlich I&ngerer Infektionsdauer treffen zu kénnen,
erfolgte eine Auswertung der gemessenen Viruslast in Abhangigkeit vom Alter der
Probanden. Hier zeigte sich mit R?=0,2137 (MS-Patienten) und R?=0,2081 (Kontrollgruppe)
zunehmendem Lebensalter eine signifikante Verminderung der Viruslast im Serum sowohl in
der Gruppe aller untersuchten MS-Patienten als auch in der gesunden Kontrollgruppe. Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Vergleich der beiden Gruppen. In Abbildung 21

und 22 ist der Verlauf der Viruslast mit zunehmenden Alter graphisch dargestelit
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Abbildung 21: Gemessene Anelloviruslast in den Serumproben aller untersuchten MS-Patienten

(Kinder und Erwachsene) in Abhangigkeit vom Alter. Jeder Punkt entspricht einer Probe.
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Abbildung 22: Gemessene Anelloviruslast in den Serumprobe aller untersuchten gesunden Kinder

und Erwachsenen in Abhangigkeit vom Alter. Jeder Punkt entspricht einer Probe
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4 Diskussion

4.1 Nachweis von Anellovirus-Infektionen in Serum und Liquor mittels

quantitativer PCR

Ein Ziel dieser Arbeit war es, die Viruspravalenz und die Viruslast von Anelloviren im Serum
und Liquor von MS-Patienten und Kontrollgruppen zu erfassen. Der Nachweis von
Anellovirus-Infektionen mittels PCR ist bereits seit einigen Jahren ein etabliertes Verfahren.
Neuere PCR-Methoden ermdéglichen neben dem reinen Nachweis gleichzeitig auch die
Quantifizierung der Ziel-DNA. Dabei ist die ausgepragte Sequenzvariabilitat der Anelloviren
ein wichtiger Umstand, dem bei der Etablierung neuer PCR-Protokolle Rechnung getragen
werden muss. In der Literatur ist die Auswirkung der Sequenzvariabilitat auf die Genauigkeit
der Erfassung von Infektionen mittels PCR bereits Gegenstand der Diskussion gewesen
(Bendinelli et al., 2001, Biagini et al., 2001, Itoh et al., 1999, Okamoto, 2009). Ein Fazit
daraus ist, dass durch den Einsatz von Primern aus frihen Publikationen, die nur ein kleines
Spektrum der bekannten Anellovirus-Sequenzen abdecken, eine eingeschrankte Sensitivitat
resultiert. Dies zeigt sich beispielsweise in den deutlich divergierenden Daten zur Pravalenz
von Anellovirus-Infektionen welche bislang veréffentlicht wurden. Wie in Kap. 1.4.1
beschrieben, wurden nach der Isolation der ersten TTV-Genome vor allem Untersuchungen
mit Hilfe der N22-PCR durchgefihrt (Charlton et al., 1998, Kato et al., 1999a, Nakano et al.,
1999, Niel et al.,, 1999, Prescott et al., 1998, Simmonds et al., 1998). Neuere Arbeiten
basieren jedoch auf PCR-Protokollen, welche die UTR im Genom der Anelloviren erfassen
(Luo et al., 2002). Diese ist die am starksten konservierte Region unter den diversen
Anellovirus-Genomen und weist eine weitaus geringere Sequenzvariabliltat auf als die
kodierenden Bereiche, in denen auch die N22-Region liegt. PCR-Protokolle, welche die UTR
abdecken, sind daher in der Lage, wesentlich mehr Anellovirus-Genotypen zu erfassen. Je
nach verwendetem Primerset wurden Pravalenzen von 13% mittels N22-PCR bis zu Uber
90% bei der Verwendung der UTR-PCR gemessen (Kobayashi et al., 1999, Thom et al.,
2003). Fir diese Arbeit wurde ein qPCR-Protokoll mit einem neuen Primerset etabliert,
welches alle bekannten Genotypen von humanen Anelloviren erfasst und somit eine
breitestmégliche Sensitivitat innerhalb der humanen Anellovirus-Familie zeigt. Wie in Kap.
4.2 weiter diskutiert, konnten hier mit 72,0 - 95,7% in den Serum-Proben und zwischen
29,6% und 61,5% in den Liquor-Proben im Vergleich zu den bislang verdffentlichten Daten
relativ hohe Pravalenzen in verschiedenen Populationen gemessen wurden. Nach dem
Primerdesign und der anschlieBenden experimentellen Optimierung der Primer-
Kombinationen und PCR-Bedingungen wurden zunachst einige Versuchsreihen

durchgeflihrt, um die Variabilitdt und Sensitivitdt der qPCR-Ergebnisse zu messen. Wie in
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Kapitel 3.1.2 beschrieben, zeigten die gemessenen Werte eine sehr geringe Varianz, wobei
die Messung bei héheren Viruslasten tendenziell weniger Schwankungen zeigte. Um die
Spezifitat der gqPCR zu prifen, d.h. um zu prifen, ob ausschliel3lich Anelloviren amplifiziert
werden, folgte eine Verifizierung der qPCR-Produkte. Dies wurde zum einen durch
Uberprifung der Amplikon-Lange mittels Gelelektrophorese und zum anderen durch
Uberprifung der amplifizierten Nukleotidsequenz mittels Sequenzierung erzielt. Die qPCR-
Produkte der eingesetzten Standardreihen von Virus-Plasmiden sowie stichprobenartig auch
von Serum- und Liquor-Proben wurden dazu auf Agarose- und Polyacrylamidgelen
dargestellt (s. Kapitel 3.1.6). Dabei stellte sich heraus, dass die Polyacrylamidgele eine
etwas bessere Auflésung bei der Darstellung der kleinen gPCR-Produkte liefern. Zum
Nachweis der korrekten Lange reicht jedoch auch die Darstellung im Agarosegel aus. Die
Darstellung mittels Agarosegel hat gegenuber der Auftrennung mittels Polyacrylamidgel den
Vorteil, dass diese weniger arbeitsaufwendig ist. Die anschlieRende Sequenzierung diente
zur weiteren Verifizierung der gPCR-Produkte. Dazu wurden zunachst qPCR-Produkte nach
gelelektrophoretischer Auftrennung wie in Kapitel 2.2.6 beschrieben kloniert und
anschlie®end sequenziert. Aufgrund des hohen Zeitaufwands fiir die Klonierung wurde nach
einer alternativen Moglichkeit gesucht. Eine direkte Sequenzierung der qPCR-Produkte
direkt im Anschluss an die Reaktion war auf Grund der Kirze der gPCR-Produkte nicht
sicher mdglich. Durch die Etablierung einer anschliessenden PCR mit extendierten Primern
(ePCR) wurde die Verlangerung der gqPCR-Produkte und damit eine direkte Sequenzierung
maoglich. Zudem bietet die ePCR die Mdglichkeit, gezielt gqPCR-Produkte entweder von TTV-
Genotypen oder TTMV bzw. TTMDV zu amplifizieren. Dies und die Spezifitdt der PCR
wurden durch die Analyse der aus der Sequenzierung gewonnenen Sequenzen mit Hilfe der
Internetdatenbank der Plattform HUSAR bestatigt. Hier wurde eindeutig bestatigt, ob in den
extendierten gPCR-Produkten TTV- und/oder TTMV-/TTMDV-Sequenzen nachweisbar
waren. Es fanden sich keine Anellovirus-fremde Sequenzen. Es wurden alle Proben, die eine
grenzwertig niedrige Viruslast aufwiesen, sowie alle Proben der Kinder und Jugendlichen
und stichprobenartig aus der Menge der Erwachsenen-Proben sequenziert und analysiert.
Zur Ermittlung der Sensitivitdt wurden standardisierte Proben mit bestimmten
Viruskopienzahlen mehrfach mit der qPCR gemessen. Der ermittelte Wert fur die 95%
Sensitivitatsgrenze ist mit 110/ml Viruskopien im Vergleich zu anderen Arbeiten niedrig
(Maggi et al., 2001a, Moen et al., 2003, Vasilyev et al., 2009). Hier werden die Werte fir die
Detektionsgrenzen je nach Autor und verwendetem qPCR-Protokoll mit 500-1000 Kopien/ml
Serum oder Liquor angegeben. Somit kann mit dem hier etablierten qPCR-Protokoll eine
vergleichsweise sehr hohe Sensitivitat erzielt werden. Die qPCR ist zudem spezifisch fur
Anelloviren und aufgrund des Primerdesigns, das die maximal konservierte Region im

Anellovirus-Genom einschlie3t, deckt sie zudem das ganze bislang bekannt Anellovirus-
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Spektrum ab. Gleichzeitig sind die gemessenen Werte auf Grund ihrer hohen Konsistenz
und der einfachen Verifizierungsmaoglichkeit als sehr zuverlassig anzusehen. Eine wichtige
Voraussetzung hierflr ist allerdings eine exakt pipettierte Standardreihe, da nur mit
bestandigen Referenzwerten auch belastbare Daten erhoben werden kénnen. Insgesamt ist

die etablierte gPCR als sehr robust zu werten.

4.2 Pravalenzen und Viruslast von TT-Viren bei MS-Patienten und

Kontrollgruppen

In der Literatur wurden wie oben beschrieben mit Werten zwischen 13% und Gber 90% sehr
unterschiedliche Pravalenzen fur TT-Viren verotffentlicht. Vor allem die methodischen
Einflisse tragen zu dieser Schwankungsbreite bei, was zu tendenziell héheren Pravalenzen
in den neueren Arbeiten im Vergleich zu den alteren verdffentlichten Daten fuhrt (Biagini et
al., 2006a, Charlton et al., 1998, Huang et al., 2001, Kato et al., 1999a, Maggi et al., 2007,
Mancuso et al., 2013, Nakano et al., 1999, Niel et al., 1999, Okamoto et al., 1999c, Peng et
al., 2002, Pifferi et al., 2006, Prescott et al., 1998, Simmonds et al., 1998, Thom et al., 2003,
Vasilyev et al., 2009). Die in dieser Arbeit beschriebenen Pravalenzen zwischen 72% und
95,7% in Serumproben sind mit den Ergebnissen aus neueren Arbeiten der genannten
Autoren vergleichbar. Die Pravalenz von 29,6%- 61,5% in Liquorproben lasst sich bislang
nur schwer in der aktuellen Literatur einordnen. Bislang liegen nur wenige Daten zu
ahnlichen Untersuchungen vor. Maggi et al. (2001a) konnten bei drei der 32 damals
untersuchten Proben TT-Viren nachweisen, was einer rechnerischen Pravalenz von lediglich
9% entsprache. Mancuso et al. (2013) beschreiben in einer erst kirzlich veréffentlichten
Untersuchung zum gleichen Thema wie der vorliegenden Arbeit, das mit den von ihnen
eingesetzten PCR-Primern kein Nachweis von TTV im Liquor (n=43) mdglich war. Hieraus
wird zeitgleich der Schluss gezogen, dass eine direkte Infiltration der Viren ins ZNS nicht
stattfande. Die hier vorgelegten Daten zeigen jedoch auch im ZNS einen eindeutigen
Nachweis von Anelloviren bei einer gréfieren Anzahl von untersuchten Proben (n=74), wenn
auch in deutlich geringerer Kopienzahl als im Serum.

Die Viruslast im Serum zeigte sich in dieser Arbeit mit Durchschnittswerten fiir die einzelnen
Gruppen zwischen 3,04+0,61 und 4,42+0,81 log, Kopien/ml insgesamt etwas niedriger als in
vergleichbaren Untersuchungen, bei denen TTV-Kopienzahlen zwischen 4,1 und 5,9 logo
Kopien/ml beschrieben werden (Maggi et al., 2007, Maggi et al., 2003, Maggi et al., 2005,
Mancuso et al., 2013, Pifferi et al., 2006, Pistello et al., 2001). Eine moégliche Ursache fir
diese Abweichung kdnnte die Sensitivitat der in dieser Arbeit etablierten qPCR sein, die im
Vergleich zur TTV-qPCR von Pistello et al. (2001) funffach besser ist (100 vs. 500

Kopien/ml). Durch die niedrigere Detektionsgrenze kdénnen auch geringere Viruslasten
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erkannt werden, was statistisch zu einer geringeren durchschnittlichen Viruslast in den
Ergebnissen flhrt. Unter dieser Annahme ware jedoch zu erwarten, dass die ermittelten
Pravalenzen im Vergleich zu den genannten Arbeiten ebenfalls héher ausfallen. Zudem
konnte in der Arbeitsgruppe um Maggi et al. durch den Einsatz optimierter PCR-Primer mit
2,2 logyy Kopien/ml eine ahnliche Detektionsgrenze erreicht werden wie in dieser Arbeit
(Mancuso et al., 2013). Betrachtet man die Ergebnisse der Serum- und Ligourproben
einzeln, |asst sich feststellen, dass die Annahme geringerer Viruslasten durch Erzielen einer
niedrigen Detektionsgrenze jedoch nur fir die Liquorproben zutrifft. Da sich die Pravalenzen
im Serum bereits auf einem sehr hohen Niveau bewegen, kénnten hier technische Umstande
eine Rolle spielen. Beispielsweise ist die Effektivitdt von Primern welche unter anderem
abhangig von der Lange, der thermischen Stabilitdt und dem quantitativem Verhaltnis von
vorliegenden Primern zur Ziel-DNA wahrend der Reaktion ist, ein sehr sensibler Faktor mit
malgeblichem Einfluss auf die Ergebnisse von PCR-Untersuchungen. Darlberhinaus
kdnnte auch die Selektion der untersuchten Proben einen Einfluss auf die Vergleichbarkeit
haben. Hier fallt bei Betrachtung friiherer Arbeiten auf, dass auch geographische Faktoren
einen Einfluss auf die Viruslast haben (Bendinelli et al., 2001).

Vergleicht man die Daten der Serum- und Liquorproben, so wird deutlich, dass sowohl die
Pravalenz als auch die Viruslast im Serum mit 72% - 95,7% bzw. 3,04+0,61 log+o Kopien/ml -
4,42+0,81 log+o Kopien/ml durchschnittlich deutlich héher liegt als im Liquor mit 29,6% - 62%
bzw. 2,14+0,32 logi, Kopien/ml und 2,81+0,68 logso Kopien/ml. Ein Vergleich mit anderen
Arbeiten ist hier schwieriger, denn bislang wurden nur wenige Daten zu Untersuchungen von
Liquor veréffentlicht. Eine Quantifizierung von TTV-Kopienzahlen im Liquor ist bislang in der
Literatur nicht beschrieben. Wie oben beschrieben wurde in der aktuellsten verfligbaren
Arbeit zu diesem Thema Uberhaupt kein Nachweis von Anelloviren im Liquor berichtet
(Mancuso et al., 2013). Maggi et al. (2001a) beschreiben jedoch auch wesentlich niedrige
Kopienzahlen von TT-Viren in Liquor- als in Serumproben der gleichen Patienten in denen
ein Nachweis von TT-Viren auch im Liquor gelang. Eine mdgliche Kontamination der
Liquorproben durch Blut wahrend der Liquorgewinnung lasst sich endgultig zwar nicht
ausschlielen, wirde aber die deutliche Differenz zu den Ergebnissen von Maggi et al.
(2001a) und Mancuso et al. (2013) nicht ausreichend erklaren.

Um einzelne Gruppen hinsichtlich ihrer Pravalenz und Viruslast miteinander vergleichen zu
kdnnen, wurde im Vorwege groler Wert auf die Ausgewogenheit von maoglichen
Einflussfaktoren wie Alter, Geschlecht und GruppengréRe gelegt. Es zeigte sich eine
Veranderung der Viruslast im Serum in Abhangigkeit vom Lebensalter der Probanden, was
eine ausgewogene Auswahl bei der Gruppenzusammenstellung besonders wichtig

erscheinen lasst. So zeigen die Ergebnisse aus der Analyse der Viruslast in Abhangigkeit
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vom Lebensalter eine signifikante Abnahme der Viruslast mit zunehmendem Alter (s. Kapitel
3.2.5).

4.3 Erhohte Immunabwehr gegen im Blut lokalisierte TT-Viren wahrend eines
MS-Schubs

Die Viruslast von Anelloviren war mit 3,04+0,61 logso Kopien/ml in den Serumproben von
MS-Patienten wahrend eines Schubes durchschnittlich signifikant niedriger (p<0,05) als mit
3,55+0,81 log1o Kopien/ml bei MS-Patienten, die aktuell klinisch keinen Schub vorwiesen. Im
Liquor liel3 sich kein signifikanter Unterschied zwischen diesen Gruppen zeigen. Die
gemessenen Werte zeigen mit 2,14+0,32 logso Kopien/ml (im Schub) bzw. 2,81+0,68 log1o
Kopien/ml (ohne Schub) jedoch zumindest eine ahnliche Tendenz (s. Kap. 3.2.3). Die
immunologischen Mechanismen die zu den genannten Unterschieden flhren, bleiben weiter
zu diskutieren. Nach dem aktuellen Verstdandnis kommt es durch eine komplexe
Immunreaktion zu MS-typischen Lasionen im ZNS. Sospedra und Martin (2005a)
beschrieben den Krankheitsprozess in vier wesentlichen Schritten. Im ersten Schritt kommt
es zur Aktivierung potentiell autoreaktiver CD4+ T-Zellen beispielsweise durch das Erkennen
viraler Epitope in der Peripherie. Die aktivierten Zellen migrieren im nachsten Schritt durch
die Blut-Hirn-Schranke in das ZNS. Hier kommt es zur Freisetzung proinflammatorischer
Zytokine und Chemokine wie IFN-y, TNF-a, IL-23, IL-8 und weiteren. Dies wiederum fihrt zur
Aktivierung der ortstandigen Zellen wie Mikroglia und Astrozyten, aber auch zur Rekrutierung
weiterer Immunzellen wie Monozyten, CD8+ T-Zellen, B-Zellen und Mastzellen aus dem
peripheren Blut und fihrt letztlich zur Formierung der MS-typischen inflammatorischen ZNS-
Lasion mit Schadigung der Myelinscheiden, Oligodendrozyten und Axone.

Wahrend eines MS-Schubs kommt es bei den betroffenen Patienten klinisch zu einer
Verstarkung bereits vorhandener Symptome und zum Auftreten neuer Symptome im Sinne
von neurologischen Defiziten. Pathologisch gesehen kommt es wahrend eines Schubs also
zu einer vermehrten Freisetzung von proinflammatorischen Botenstoffen und einer
nachfolgend gesteigerten Immunreaktion wie oben beschrieben. Wie von Sospedra et al.
(2005b) beschrieben, erkannten CD4+ T-Zellen eines MS-Patienten wahrend eines Schubes
insbesondere Epitope von TT-Viren signifikant haufiger als Epitope von anderen Viren oder
Bakterien. Im Sinne einer spezifischen Immunantwort kdme es also zu einer gezielten
Reduktion der Viruslast durch spezifische Abwehrmechanismen. Gleichzeitig kdme es im
Rahmen des molecular mimicry jedoch auch zu einer Verstarkung der umschriebenen
Autoimmunreaktion, welche sich klinisch durch einen Schub duf3ert. Somit wiirde auch eine
voribergehende Reduktion der Viruslast wahrend eines Schubes bei MS-Patienten erklart

werden. Weiterhin ware auch die zum Teil mitaktivierte, unspezifische Komponente der
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ablaufenden Immunreaktion mit Freisetzung der entsprechenden proinflammatorischen
Zytokine und Chemokine als Ursache fiir die Reduktion der Viruslast denkbar. Passend
hierzu wurden bei der Untersuchung von Proben immunsupprimierter Patienten die héchsten
Kopienzahlen von Anelloviren berichtet (Kanda et al., 1999b). Mancuso et al. (2013) konnten
ebenfalls einen signifikanten Unterschied bezogen auf die Viruslast von TT-Viren bei MS-
Patienten zwischen Patienten in einer stabilen Phase und wa&hrend eines Schubs
ausmachen, was diese Beobachtung unterstitzt. Um weitere Informationen Uber das
Zusammenspiel von Anelloviren und der ablaufenden Immunreaktion zu gewinnen, sind
sicherlich weitergehende Untersuchungen notwendig. Hier kdnnten beispielsweise in vitro-
Experimente mit T-Zellen in Gegenwart von Anelloviren weitere Erkenntnisse Uber die
genauen Zusammenhange bieten. Weitere Arbeiten mit den zuletzt erfolgreich etablierten
Zellkultursystemen kénnten helfen, die Einflisse verschiedener Immunreaktionen auf die
Anelloviren und umgekehrt genauer zu betrachten (de Villiers et al., 2011, Desai et al., 2005,
Leppik et al., 2007).

4.4 Abnahme der Viruslast im Serum bei zunehmendem Lebensalter

Wie in Kapitel 3.2.5 beschrieben zeigte sich mit zunehmendem Lebensalter eine signifikante
Verminderung der Viruslast im Serum sowohl in der Gruppe aller untersuchten MS-Patienten
als auch in der gesunden Kontrollgruppe. Gleichzeitig war die Pravalenz von Koinfektionen
bei MS-Patienten und Gesunden unter 18 Jahren mit 90% und 93% signifikant hdher als bei
den Erwachsenen der entsprechenden Vergleichsgruppen mit 38-64% und 57%. Die bisher
in der Literatur beschriebenen TTV-Kopienzahlen bei Kindern und Jugendlichen sind mit bis
8,0+1 log4o Kopien/ml im Vergleich zu den bei Erwachsenen gemessenen Kopienzahlen, die
in ahnlichen Untersuchungen zwischen 4,1 logy, Kopien/ml und 5,9 log4, Kopien/ml lagen,
tendenziell ebenfalls hoch (Maggi et al., 2007, Maggi et al., 2003, Maggi et al., 2005, Pifferi
et al., 2006). Koinfektionen sind in der Literatur in ahnlicher H6he beschrieben worden.
Biagini et al. (2006b) konnten bei erwachsenen Blutspendern in 44% eine Koinfektion von
TTV und TTMV nachweisen. Ninomiya et al. (2008a) beschrieben bei Kleinkindern sogar
bereits eine Koinfektionsrate von 47,6% zwischen dem 9. und dem 180. Lebenstag, sowie
86,9% in einem Alter zwischen 181 und 364 Tagen nach Geburt. Mdgliche Ursachen fur die
unterschiedliche Viruslast in verschiedenen Lebensabschnitten sollen im Folgenden weiter
diskutiert werden. Bislang finden sich in der Literatur keine spezifischen Untersuchungen, die
diesbezlgliche fundierte Daten aufzeigen. Das adaptive Immunsystem des Menschen
entwickelt sich am schnellsten in den ersten Lebensjahren. Hierbei spielt vor allem die
positive und negative Selektion von T-Zellen im Thymus eine herausragende Rolle. In dieser

Zeit bildet sich ein groRes Repertoire an T-Zell-Rezeptoren (TCR), die spater eine schnelle
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spezifische Immunabwehr gegeniber dem Immunsystem bekannten Antigenen ermdglichen
(Janeway, 2001). Daher sind Kinder auf Grund ihres verhaltnismalig noch kleineren
Repertoires an spezifischen Abwehrzellen im Allgemeinen deutlich anfalliger gegenlber
Infektionskrankheiten. Auch fir die héhere Viruslast von TT-Viren in den untersuchten
Proben von Kindern ware dies eine denkbare Erklarung. Die rapide Zunahme von
Koinfektionen bei Kindern zwischen dem 9. und 180. Lebenstag und denen zwischen dem
181. und 364. Lebenstag unterstreichen dabei den Gedanken einer friihen Mehrfachinfektion
(Ninomiya et al., 2008a). Mit der Rickbildung des Thymus (sog. Involution), welche in der
Regel zwischen dem 40. und dem 50. Lebensjahr abgeschlossen ist, beginnt eine
Umstrukturierung des Immunsystems (Drenckhahn, 2004). Die Veranderungen des
Immunsystems im Alter werden auch als Immunoseneszenz bezeichnet (Pawelec et al.,
2002, Sansoni et al., 1993, Vasto et al., 2004). Da das Durchschnittsalter der untersuchten
Gruppe von Erwachsenen in dieser Arbeit bei durchschnittlich 40£10 Jahren lag, ist der
Rickgang der naiven T-Zellen fUr die hier beschriebenen Ergebnisse zu vernachlassigen.
Die ,Reifung“ des Immunsystems mit zunehmendem Lebensalter kénnte eine maogliche
Erklarung fur die beobachtete Entwicklung der Viruslast mit zunehmenden Alter bieten. Wie
oben erwahnt ist die zunehmende Vergréflerung des Repertoires an T-Zell-Rezeptoren
(TCR) in der frihen Adoleszenz ein denkbarer Faktor, der zur Reduktion der Viruslast fuhrt.
Mit weiter fortschreitendem Alter ware eine natlrliche Selektion und Expansion von
Anellovirus-spezifischen Gedachtnis-T-Zellen vorstellbar, die ein immer gréReres Spektrum
an Anellovirus-kodierten Epitopen erkennt. Zu dieser Effektivitat kdnnte auch eine hohe
Kreuzreaktivitat der TCR fiihren, die eine Erkennung und Abwehr verschiedener Antigene
durch einen TCR ermdglicht. Somit kénnte selbst bei abnehmender Anzahl von T-Zellen im
hdéheren Lebensalter eine effektive Virusabwehr gewahrleistet werden. Die Uber einen
langen Zeitraum bestehende, aktive Infektion mit Anelloviren und damit erzwungene
Auseinandersetzung des Immunsystems kdnnte zu dieser Entwicklung beitragen. Gerade die
Besonderheit der hohen Umsatzrate an Viruspartikeln bei Infektionen mit Anelloviren, sowie
die sehr hohe Neumutationsrate kdnnten diese Hypothese stitzen. So werden bis zu 90%
der Viruspartikel im Plasma téglich ersetzt und mindestens 3,8 x 10"° Viruspartikel taglich
gebildet (Maggi et al., 2001b). Die Mutationen scheinen eine mogliche Strategie der
Anelloviren zum Entweichen vor dem Immunsystem darzustellen und bieten eine gute
Erklarung fir die langanhaltende Viruspersistenz. Weiterhin stellen die standig mutierenden
Anellovirus-Sequenzen gleichzeitig auch einen Anreiz zur Erkennung durch das adaptive
Immunsystem und konsekutiven Expansion von Gedachtniszellen dar. Schliellich mlsste es
im Verlauf der Infektion mit Anelloviren zu einem leichten Ubergewicht zugunsten der
vorhandenen spezifischen Abwehrmdéglichkeiten kommen, womit die Viruslast langsam

zuriickgeht. Gleichzeitig reichen die Adaptionsmechanismen der Anelloviren offenbar aus,
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um trotzdem eine Viruspersistenz zu ermoglichen. Zusatzliche Neuinfektionen mit
Anelloviren anderen Genotyps stellen eine weitere denkbare Ursache flr die anhaltend
nachweisbare Viruslast dar. Eine komplette Viruselimination und Neuinfektion erscheint auf
Grund der groRen Anzahl an engverwandten TT-Viren neben solchen, die starker divergieren
eher unwahrscheinlich und spricht eher flr die Theorie der hohen Mutationsrate (Jelcic et al.,
2004). Weitere Mechanismen die zu einer Verringerung der Viruslast mit zunehmendem
Lebensalter fihren, kdnnten auf der im Alter abnehmenden Anzahl von kérpereigenen
Zellen, welche bevorzugt von Anelloviren infiziert werden, beruhen. Mehrere Arbeiten deuten
daraufhin, dass TT-Viren sich unter anderem in Zellen des Knochenmarks replizieren,
welches in der Masse mit zunehmendem Lebensalter abnimmt (Okamoto et al., 2000b,
Okamoto et al.,, 2000d, Zhong et al., 2002). Gegenwartig ergeben sich aus der Literatur
jedoch keine Hinweise auf die tatsachlich zu Grunde liegenden Mechanismen.
Untersuchungen zur Viruslast in Abhangigkeit des Immunstatus von Touinssi et al. (2001)
zeigten eine Zunahme der Pravalenz von TT-Viren mit Abnahme der Immunkompetenz.
Hierzu wurden Dialysepatienten, Patienten mit Diabetes mellitus, sowie HIV-Patienten mit
<200/mm?® oder >500/mm?® CD4*-Zellen untersucht. Vor allem bei den HIV-Patienten zeigte
sich ein deutlicher Unterschied. Die Prévalenz bei Patienten mit <200/mm® CD4"-Zellen
wurde mit 69% beschrieben, wohingegen bei Patienten mit >500/mm?® CD4"-Zellen eine
Pravalenz von 33% angegeben wurde. Diese Daten sprechen wiederum fur vorrangig
intrinsische immunologische Mechanismen, die zu einer Veranderung der Viruslast von

Anelloviren fihren.

4.5 Einflisse immunmodulatorischer Therapie auf die Viruslast bei

padiatrischen MS-Patienten

Bei der Analyse der Viruslasten im Serum von padiatrischen MS-Patienten waren
signifikante Unterschiede in Abhangigkeit von der Therapie der Patienten nachweisbar (s.
Kapitel 3.2.4). Es zeigte sich, dass die Viruslast bei nicht behandelten Patienten mit
4,65%0,79 logso Kopien/ml signifikant héher war als bei den gesunden Kontrollprobanden mit
durchschnittlich 3,93+0,72 logi, Kopien/ml. Fir immunmodulatorisch behandelte Patienten
hingegen war kein signifikanter Unterschied der Viruslast im Vergleich zu den Gesunden
nachweisbar. Von den acht unter Therapie stehenden Patienten wurden zum Zeitpunkt der
Blutentnahme sechs mit B-Interferon, einer mit Copaxone und einer mit Azathioprin
behandelt. Diese Analyse zeigt, dass die immunmodulatorische Therapie auch eine
messbare Wirkung auf die Anelloviruslast im Serum zur Folge hat. Aus dieser Beobachtung

lasst sich die Hypothese aufstellen, dass die B-Interferon-Wirkung neben der angestrebten
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immunmodulatorischen Wirkung auf die akute zentralnervése Entziindungsreaktion auch
durch die Reduktion der Viruslast den Krankheitsverlauf positiv beeinflusst. Angenommen,
eine bestimmte Viruslast im Serum oder Liquor eines Patienten korreliert mit der
entsprechenden Immunreaktion, die zu einer klinischen Krankheitsprogredienz fihrt, so
konnte die antivirale Wirkung von B-Interferon ebenfalls die therapeutisch angestrebte
Hemmung der Entziindungsreaktion vermitteln. So zeigten Garcia-Montojo et al. (2011)
kirzlich, dass die Viruslast von humanen Herpesviren 6 (HHV6) wahrend einer B-
Interferontherapie deutlich vermindert wurde. Gleichzeitig korrelierte eine Verminderung der
Viruslast mit einem besseren Therapieansprechen. PB-Interferone zeigen also eine
weitreichendere Auswirkung auf das Immunsystem mit einem quasi sekundar antiviralen
Effekt. Comabella et al. (2012) etwa zeigten jedoch auch, dass eine klinisch erfolgreiche p-
Interferontherapie zu einer verminderten Aktivierung vor allem der proliferativen T-Zell-
Aktivierung gegeniber dem EBV nuclear antigen (EBNA1) flhrt. Diese Ergebnisse sprechen
wiederum eher fiir einen vorrangig immunmodulatorischen Effekt von B-Interferon in der MS-
Therapie, welcher in diesem Fall offenbar keinen supprimierenden Einfluss auf eine mdgliche
EBV-Infektion zeigt. Einer der Schwerpunkte der aktuellen MS-Forschung liegt daher zurecht
weiterhin auf den Zusammenhangen zwischen Virusinfektionen, Immunmodulation und
Krankheitsprogredienz. Auch wenn es nach wie vor keine konkreten Hinweise auf eine
spezifische Virusinfektion als Ausléser der Entstehung von MS gibt, sollte auf Grund der
vielfaltigen Ergebnisse, die eine entsprechende Komponente in der Pathophysiologie

nahelegen, weiter in diese Richtung geforscht werden.

4.6 Bedeutung von Virusinfektionen fiir die Pathogenese der Multiplen

Sklerose

Die Bedeutung von Virusinfektionen flr die Pathogenese der Multiplen Sklerose war schon
vielfach Gegenstand intensiver Forschung. Fir die MS-Patienten waren im Vergleich zu den
gesunden Kontrollen in dieser Arbeit keine hdéheren Viruslasten nachweisbar. Einige Autoren
hatten signifikant hoéhere TTV-Kopienzahlen fir Patienten beschrieben, die an
Autoimmunerkrankungen wie Lupus erythematodes, bullésem Pemphigoid und
verschiedenen autoimmunen Arthropathien erkrankt waren (Blazsek et al., 2008, Gergely et
al., 2005, Maggi et al., 2007). Signifikante Unterschiede zeigten sich in der vorliegenden
Arbeit jedoch im Vergleich von MS-Patienten mit und ohne Schub, sowie beim Vergleich von
padiatrischen MS-Patienten und der gesunden padiatrischen Kontrollgruppe. Rickschlisse
auf eine direkte Beeinflussung von Anellovirusinfektionen auf die Atiopathologie der Multiplen

Sklerose sind aus diesen Ergebnissen nicht zu ziehen. Ein indirekter Einfluss auf die
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Krankheitsentstehung bleibt jedoch weiter zur diskutieren. Ohne weitere Charakterisierungen
von Infektionen bei grélReren Patientengruppen, insbesondere weitere Untersuchungen zum
Vorkommen von Anelloviren im Liquor, sowie die Interaktion mit T-Zellen und die genauen
Einflisse von Anellovirus-Infektionen auf das Immunsystem I|&sst sich jedoch nur schwer
eine endgiltige Aussage Uber die Pathogenitat dieser Viren treffen (Maggi et al., 2010). In
der gegenwartigen MS-Forschung nehmen Virusinfektionen weiterhin eine herausragende
Rolle im Hinblick auf Krankheitsentstehung und -progredienz ein. Vor allem Herpesviren wie
EBV und HHV-6 wurden in neueren Arbeiten mit MS in Zusammenhang gebracht (s.
Kap.1.1.3) (Alotaibi et al., 2004, Comabella et al., 2012,, Christensen, 2007, Garcia-Montojo
et al., 2011, Levin et al., 2010, Linemann et al., 2007, Linemann et al., 2008a, Pietilainen
et al., 2009, Virtanen et al., 2007). Beide Viren weisen Eigenschaften auf, die zur Hypothese
der durch Infektion getriggerten Krankheitsentwicklung passen. Allem voran steht die hohe
Seropositivitat in der Bevolkerung. So sind EBV-Antikérper mit einer Pravalenz von 100% bei
MS-Patienten signifikant haufiger als in der Allgemeinbevélkerung nachweisbar, fir die eine
Pravalenz von fast 90% beschrieben wurde (Wandinger et al., 2000). Fur die Pravalenz von
EBV-Infektionen wurde zudem ein deutlicher geographischer Verteilungsunterschied
beschrieben, welcher im Hinblick auf die Beeinflussung der Pathogenese der MS jedoch
nicht ganzlich geklart ist (Disanto et al., 2012). Patienten, die eine durch EBV-Infektion
hervorgerufene infektiose Mononukleose durchlitten haben, zeigen ein mehr als zweifach
erhohtes Risiko zur Entwicklung einer MS (Nielsen et al.,, 2007). Weitere Argumente flr
einen immunologischen Zusammenhang von MS und EBV sind der Nachweis von erhéhten
Antikdérpern gegen die viralen Proteinkomplexe EBNA1 und EBNA 2 im Serum von MS-
Patienten. Zudem zeigte sich im Unterschied zu Gesunden auch eine erhdhte T-Zellaktivitat
gegeniber EBNA1 (Ascherio et al., 2001, Levin et al., 2010, Levin et al., 2005, Lindsey et al.,
2012, Linemann et al., 2008a). Ahnlich wie EBV ist auch das HHV-6 mit Uber 95%
Seropositivitat ab dem 2. Lebensjahr weit verbreitet und weist lymphotrope sowie neurotrope
Eigenschaften auf (Braun et al., 1997, Pietilainen et al., 2009). HHV-6 wurde in mehreren
Arbeiten post mortem in cerebralen Lasionen von MS-Patienten nachgewiesen (Opsahl et
al., 2005, Tuke et al., 2004). Gerade die lange Persistenz im ZNS legt eine Beteiligung an
der Entwicklung einer vornehmlich hier lokalisierten chronisch entziindlichen Erkrankung wie
der MS nahe (Portolani et al., 2005). DarlGberhinaus wurden erhéhte HHV-6-Kopienzahlen
und eine erhdhte Expression des mit HHV-6-Infektionen assoziierten Oberflachenmolekiils
CD46 bei MS-Patienten gegenitber gesunden Blutspendern nachgewiesen (Alvarez-
Lafuente et al., 2009, Ascherio et al., 2007)

Die genannten, potentiell pathophysiologisch relevanten Virusinfektionen weisen mehrere
gemeinsame Merkmale auf. Diese ergeben ein mdgliches Anforderungsprofil welches die

bislang als relevant eingestuften Voraussetzungen umfasst. Ein Erreger der dieses Profil
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erflllt, kbnnte demnach ebenfalls als potentiell relevant flr die Pathophysiologie der MS
eingestuft werden. Zu beachten ist, dass die verschiedenen Verlaufsformen der MS sehr
wahrscheinlich mit unterschiedlichen Pathomechanismen einhergehen. Wichtige Grundlage
fur die mogliche Beteiligung einer viralen Infektion am Pathomechanismus sollte vor allem
das haufige und ubiquitdre Vorkommen des Erregers einhergehend mit einer leichten
Verbreitung und hoher Seropositivitdt sein. Der Erreger sollte eine lange Persistenz
aufweisen und lympho- und neurotrope Eigenschaften aufweisen. Da hoéchstwahrscheinlich
eine Form des molecular mimicry zu den MS-typischen Autoimmunreaktionen fuhrt, sollte
der potentielle Erreger selbst oder zumindest einige seiner Bestandteile vom Immunsystem
erkannt und derart bekdmpft werden, dass unter anderem die entscheidenden autoreaktiven
Prozesse in Gang gesetzt werden.

Die in dieser Arbeit untersuchten Anelloviren weisen all diese genannten Eigenschaften auf
(s. Kap. 1.2). Sie sind weltweit verbreitet und mit langer Persistenz in einer hohen Anzahl
von Proben nachweisbar. Sie sind leicht Ubertragbar und wurden sowohl in Zellen des
peripheren Blutes als auch in lymphatischen Organen, dem ZNS und im Liquor
nachgewiesen (Biagini et al., 2006b, Devalle et al., 2004, Garbuglia et al., 2003, Gergely et
al., 2005, Hino et al., 2007, Huang et al., 2001, Maggi et al., 2001a, Muljono et al., 2001, Niel
et al., 2000, Salakova et al., 2004, Simmonds et al., 1998, Sospedra et al., 2005b, Sugiyama
et al., 2000, Vasilyev et al., 2009). Nicht zuletzt konnten neuere T-Zellexperimente eine
direkte Beeinflussung der CD4" T-Zellen von MS-Patienten aufzeigen und damit erstmals
Hinweise auf einen direkten Zusammenhang von TTV-Infektion und Pathogenese der MS
liefern (Sospedra et al., 2005b). Zum einen erflllen Anelloviren damit die Voraussetzungen
fur eine entscheidende Rolle im Sinne des molecular mimicry. Zum anderen ist auch die
Auslésung einer Entziindungskaskade und die damit einhergehende Zellschadigung oder
Apoptose durch eine urspringlich klinisch inapperente Infektion mit Anelloviren denkbar. Als
Folge der Infektion spezifischer ZNS-Zellen ist auch die Entwicklung einer chronischen
Entziindungsreaktion sowie hieraus resultierenden Neurodegeneration als denkbar.

Um weitere Erkenntnisse zum Zusammenhang von Anellovirus-Infektionen und der MS zu
erlangen und die genannten Hypothesen besser zu beurteilen sind weitere Untersuchungen
notwendig. Vor allem auf zellularer und immunologischer Ebene sind Experimente zur
Differenzierung der unterschiedlichen Hypothesen zum mdglichen Pathomechanismus
unerlasslich. Weitere Untersuchungen zur Pravalenz mit modernen qPCR-Techniken
kdonnten helfen, die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse zu validieren und zu
erweitern. Darilberhinaus kdnnten Zusammenhange mit weiteren bekannten Risikofaktoren
z.B. durch gleichzeitige HLA-Klassifizierung untersucht werden. Auch die direkte Wirkung
von Anelloviren auf T-Zellen und andere flir die Entwicklung der MS bedeutende Zellen

soliten durch Experimente weiter erforscht werden um pathophysiologische
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Zusammenhange besser zu verstehen. Hierfir waren insbesondere weitere Untersuchungen
von Zellkulturen mit transfizierten Zellen sinnvoll, um Prozesse wie die Regulation der fir die
Entziindungsreaktion wichtigen Mediatoren zu analysieren. Erst wenn weitere Daten aus
Experimenten dieser Art vorliegen, wird eine fundierte Aussage, basierend auf Kenntnissen
Uber die antiviralen immunologischen Vorgange, bezliglich der Bedeutung von Anelloviren im

Zusammenhang mit der Entstehung der MS mdglich werden.

82



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Multiple Sklerose ist eine nach derzeitigem Verstdndnis autoimmunvermittelte chronisch
entzindliche Erkrankung des ZNS, die meistens schubformig verlduft. Bisher ist die
Pathogenese nicht ausreichend erforscht. Aktuell ist von einer multifaktoriellen Genese
auszugehen. Als sicherer Risikofaktor fir die Erkrankung gilt eine genetische Komponente,
insbesondere der HLA-DR15-Haplotyp bei Kaukasiern (DRB1*15:01, DRB5*01:01).
Weiterhin  sind umweltbedingte Einflisse fiur die Krankheitsentstehung hdchst
wahrscheinlich. Hier wurden neben dem Einfluss von Nikotinkonsum und Vitamin-D-Mangel,
vor allem der Einfluss von Virusinfektionen, darunter insbesondere die symptomatische
Epstein-Barr-Virus-Infektion, aber auch andere virale Erreger, im Zusammenhang mit MS
untersucht. Anelloviren wurden erstmals 1997 beschrieben und schon bald als ubiquitare
Viren mit einer Pravalenz von bis zu mehr als 90% in verschiedenen Bevdlkerungsgruppen
identifiziert. Aufgrund der Erstbeschreibung bei einem Patienten mit unklarer Hepatitis
wurden Anelloviren zunachst vor allem als mdgliche Hepatitis-Erreger gesehen und dort
hingehend weiter erforscht. Zudem wurden moégliche Zusammenhdnge mit
pulmonologischen und hamatologischen Erkrankungen diskutiert. Bislang konnte jedoch
keine Kausalitdt zwischen Anellovirus-Infektionen und spezifischen klinischen
Manifestationen nachgewiesen werden. Neuere Arbeiten legen einen maoglichen
Zusammenhang von Anellovirus-Infektionen und Autoimmun-Erkrankungen nahe.
Insbesondere Sospedra et. al (2005b) konnten aus ihrer Arbeit tiber in vivo expandierte CD4"
T-Zellklone aus dem Liquor eines MS-Patienten Rickschliisse ziehen, die auf bedeutsame
molekulare Mechanismen im Rahmen der Krankheitsentstehung hindeuten. Insbesondere
die Wiedererkennung Anellovirus-kodierter Arginin-reicher Peptid-Sequenzen durch
autoreaktive T-Zellen im Sinne eines ,molecular mimicry“ begrinden einen wichtigen
Diskussionsraum zu diesem Thema.

Um weitere Informationen Uber mogliche Zusammenhange von Anellovirusinfektionen und
MS zu erhalten, wurden in dieser Arbeit Serum- und Liquorproben von MS-Patienten im
Schub und auflerhalb eines Schubs, Serumproben von Kindern und Jugendlichen mit MS,
Serum- und Liquorproben von Patienten mit anderen entziindlichen und nicht entziindlichen
neurologischen Erkrankungen, sowie Serumproben von gesunden Kontrollgruppen mittels
quantitativer PCR auf Anellovirus-Pravalenz und -Last untersucht. Dazu wurde zunachst ein
neues PCR-Protokoll etabliert, um eine mdglichst spezifische und sensitive Untersuchung
des breiten Spektrums der hochgradig heterogenen Anellovirus-Familie zu ermdglichen.
Insgesamt wurden 144 Serumproben und 74 Liquorproben untersucht, was die in der
aktuellen Literatur bislang gréfite Anzahl an Anellovirusuntersuchungen im Liquor darstellt.

Sowohl in Liquor- als auch in Serumproben wurden Anelloviren nachgewiesen und
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quantifiziert. Die Pravalenzen lagen dabei zwischen 30%-62% im Liquor und 80%-95,7% im
Serum. Koinfektionen mit TTV und TTMV/TTMDV konnten im Serum bei 38% und im Liquor
bei 50% der MS-Patienten im Schub, sowie bei 64% im Serum und 29% im Liquor der MS-
Patienten ohne Schub nachgewiesen werden. In der gesunden Kontrollgruppe zeigte sich
eine Koinfektionsrate von 57% im Serum. Die gemessenen Unterschiede waren dabei
statistisch nicht signifikant. MS-Patienten und gesunde Probanden unter 18 Jahren wiesen
mit 90% respektive 93% Koinfektionen im Serum jedoch statistisch signifikant héhere Raten
auf als die erwachsenen Vergleichsgruppen. Die Kopienzahlen im Liquor lagen zwischen
2,14+0,32 logq Kopien/ml und 2,81+0,68 logio Kopien/ml, im Serum zwischen 3,04+0,61
logio Kopien/ml und 4,42+0,81 logso Kopien/ml. Im Vergleich der untersuchten Gruppen
zeigte sich eine signifikante Reduktion der Viruslast im Serum wahrend eines MS-Schubs,
sowie deutlich hohere Viruslasten bei Kindern und Jugendlichen im Vergleich zu
Erwachsenen. Auch in der Korrelation zwischen Lebensalter und Viruslast zeigte sich eine
signifikante Abnahme der Kopienzahlen mit steigendem Alter. Die Analyse der PCR-
Ergebnisse zeigte zudem eine signifikant héhere Viruslast bei unbehandelten Kindern und
Jugendlichen mit MS im Vergleich zu Gesunden, wahrend immunmodulatorisch behandelte
keinen signifikanten Unterschied in der Viruslast zeigten.

Insgesamt bieten die Ergebnisse dieser Arbeit keinen Anhalt fir einen direkten
Zusammenhang zwischen TTV-Infektionen und MS, jedoch ergeben sich aus diesen
Erkenntnissen neue Fragen, insbesondere zu Veranderungen in der Anellovirus-spezifischen
Immunitat wahrend eines Krankheitsschubs, unter immunmodulatorischer Therapie und im
Kindes- und Erwachsenenalter. Ob und wie solche Anderungen einen Einfluss auf die
Pathogenese der Multiplen Sklerose hat, muss in zukinftigen Studien geklart werden.
Indirekte Einflisse auf die Krankheitsentstehung z.B. im Sinne eines ,molecular mimicry“
lassen sich mit den ermittelten Daten weiter diskutieren. Die erstaunlich hohe Pravalenz der
Anelloviren und die chronische Verlaufsform von Infektionen legen ein hohes
Interaktionspotential mit dem menschlichen Immunsystem nahe. Ein besseres Verstandnis
der bislang weitgehend unbekannten Interaktion von Anelloviren insbesondere mit den flr
die Pathomechanismen der MS so bedeutenden CD4" T-Zellen bietet vielversprechende
Ansatze fiur Folgestudien. Diese kdnnten dazu beitragen die Einfliisse von Virusinfektionen
auf die Krankheitsentstehung und den Krankheitsverlauf besser zu verstehen und hieraus

neue Therapieansatze zu entwickeln.
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6 Abkiurzungsverzeichnis

aa Aminosauren

ADEM Akute disseminierte Encephalomyelitis
APC Antigenprasentierende Zellen

APS Ammoniumperoxidsulfat

bp Basenpaare

BPB Bromphenolblau

CAV Chicken-Anaemia-Virus

CD Cluster of differentiation

Cv Coefficient of variation

DKFZ Deutsches Krebsforschungszentrum
DNA Desoxyribonukleinsaure

DSP Dual-Specificity-Proteinphosphatase
EAE Experimentelle autoimmune Encephalitis
EBNA EBV nuclear antigen

EBV Epstein-Barr-Virus

EDSS Expanded disability status scale

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
ePCR Primer-Extension-PCR

EVI Ecotropic viral integration site

FDA Food and drug association

GLAT Glatirameracetat

HHV Humanes-Herpes-Virus

HIV Humanes-Immundefizienz-Virus

HLA Human leucocyte antigen

HUSAR Heidelberg Unix Sequence Analysis Resource
HVR Hypervariable Region

ICTV International Committee on Taxonomy of Viruses
IL-2 Interleukin-2

ILR Interleukin-Rezeptor

INF-y Interferon-y

IPTG Isopropyl-B-D-Thiogalactopyranosid

LB Lysogeny broth, Nahrmedium

LFA Lymphocyte function-associated antigen
mAKk Monoklonaler Antikorper

MHC Major histocompatibility complex

min Minute

mRNA Messenger RNA

MRT Magnet-Resonanz-Tomographie
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MS

nt

OIND
OND
ORF
PCR
PML
POLY A
PPMS
PTPase
gPCR
RDA
RNA
RRMS
S/TPPase
S1P
SAV
SDS
sek

SOC

SPMS
TATA
TEMED
Tm
TNF- a
TRIS
TTMDV
TLMV/TTMV
TTV
USA
UTR
uv
VEP
VLA
vzVv
X-GAL
ZNS

Multiple Sklerose

Nukleotid

Other inflammatory neurological disease
Other neurological disease

Open reading frame (Offener Leserahmen)
Polymerasekettenreaktion

Progressive multifokale Leukenzephalopathie
Polyadenylierungssignal

Primary progressive muliple sclerosis
Protein-Tyrosin-Phosphatase

Quantitative Polymerasekettenreaktion
Representational Difference Analysis
Ribonukleinsaure

Relapsing-remiting multiple sclerosis
Serin-/Threonin-Protein-Phosphatase
Sphingosin-1-Phosphat

Small-Anellovirus

Natriumdodecylsulfat

Sekunde

Super optimal broth mit 20mM Glucose,
N&hrmedium

Secondary progressive multiple sclerosis
TATA-Box

Tetramethylethylendiamin

Temperatur

Tumor-Nekrose-Faktor- a
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Torque-Teno-Midi-Virus
Torque-Teno-Mini-Virus
Torque-Teno-Virus

United states of America

Untranslated Region (Nicht kodierende Region)

Ultraviolett

Visuell evozierte Potentiale

Very late antigen

Varizella-Zoster-Virus
5-Bromo-4-Chloro-3-Indolyl-BD-Galactosid
Zentralnervensystem
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