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Einleitung

I EINLEITUNG

I.1 Definition

Der Begriff der Atresie stammt vom griechischen Wort ,,atretos* = ohne Offnung.

In der Medizin versteht man darunter einen angeborenen VerschluB von Hohlorganen
oder natiirlichen Korperdffnungen, wie zum Beispiel die Gallengangs-, Osophagus-
oder Analatresie.

In der klassischen Definition der Extrahepatischen Gallengangsatresie (EHGA), die
Gegenstand dieser Arbeit ist, wird die Krankheit als angeborenes, teilweises oder totales
Fehlen des Lumens der dueren Gallengénge definiert. In den Definitionen der bisher
vorliegenden Lexika wird die Moglichkeit des erworbenen Defektes (noch) nicht
beriicksichtigt.

Die Obliteration oder Diskontinudt des extrahepatischen Gallengangssystems fiihrt zu
einer Blockierung des Gallenflusses und somit zum Riickstau der Galle mit dem
Ergebnis einer Cholestase. Ohne operative Korrektur flihrt diese Cholestase zur
fortschreitenden konjugierten Hyperbilirubindmie, zur bilidren Zirrhose mit portaler
Hypertension. Zeichen dafiir sind Aszites und Leberzelluntergang.

Die EHGA ist der héufigste Grund fiir eine Lebertransplantation im Kindesalter [17,
43].

1.2 Typeneinteilung

Die Gallengangsatresie wird in eine Intra- und Extrahepatische Gallengangsatresie
(EHGA) eingeteilt.

Die EHGA wird wiederum in verschiedene Untergruppen gegliedert:

- Korrigierbare* Formen (10 %), d.h. Formen, bei denen nur die distalen Ginge
betroffen sind, wie z.B. die Atresie des Ductus choledochus oder die Atresie des Ductus
hepaticus communis. Da hier nur bestimmte Abschnitte der abfiihrenden Gallenwege
unterbrochen sind, die reseziert werden kdnnen, ist diese Form chirurgisch korrigierbar.

- ,.Nicht-korrigierbare* Formen (90 %), bei denen auch die proximalen Ginge

verschlossen sind, wie bei der Atresie der Ductus hepatici in der Leberpforte [94, 100].
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Korrigierbare Formen der Extrahepatischen Gallengangsatresie

LAY

Typ 1 Typ I

Atresie des Ductus choledochus Atresie des Ductus hepaticus communis

Nicht-korrigierbare Formen der Extrahepatischen Gallengangsatresie

1L

Typ I
Atresie der Ductus hepatici in der Leberpforte

Abb. 1 Einteilung der Extrahepatischen Gallengangsatresien in chirurgisch-relevante
Typen (aus Schweizer P., 1980 [99])

1.3 Haufigkeit und Geschlechtsverteilung

Die Héufigkeit der Extrahepatischen Gallengangsatresie liegt zwischen 1:10.000 und
1:15.000 Lebendgeborenen [2, 49, 66].

Die Erkrankung tritt bei weiblichen Neugeborenen héufiger auf als bei méinnlichen [7,
13], es gibt jedoch auch Untersuchungen, die iiber eine Geschlechtsverteilung von rund
50:50 berichten [100]. In epidemiologischen Studien wird ein geographischer und
jahreszeitlicher Einfluss auf die Haufigkeit der Erkrankung diskutiert [4, 20, 22, 49,

116, 132]. Eine Bestitigung dieser Studienergebnisse war bisher jedoch nicht méglich.
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1.4 Kilinisches Bild und Diagnostik

Klinisch ist die EHGA durch die Cholestase gekennzeichnet. Erste Anzeichen hierfiir
sind acholische Stiihle und ein dunkelbraun geférbter Urin. Ein Ikterus, der in den ersten
Lebenstagen aufgrund der erst zunehmenden Gallenproduktion noch fehlen kann, tritt
nicht bei allen Patienten auf. Durch den fehlenden Abfluss der Galle steigen das
wasserlosliche direkte Bilirubin, Gallensduren und weitere Gallenbestandteile, wie das
Cholesterin im Serum an. Der Anstieg des Cholestaseenzyms y-GT deutet ebenfalls auf
eine Cholestase hin. Die Erhohung der Transaminasen GPT und GOT ist bereits
Ausdruck einer Schddigung der Hepatozyten.

Der Mangel an Gallensduren im Darm flihrt zu Resorptionsstorungen verschiedener
Vitamine. Besonders die verminderte Resorption von Vitamin K birgt das Risiko von
(zerebralen) Blutungen, da die Vitamin K-abhingigen Gerinnungsfaktoren nicht
ausreichend gebildet werden konnen [111].

Trotz der erheblichen Fortschritte in der prénatalen Diagnostik bleibt es weiterhin
schwierig, die Diagnose prinatal zu stellen [23].

Die sichere Diagnose der EHGA ist nur postnatal durch eine Leberbiopsie,
moglicherweise erginzt durch eine Cholangiographie, moglich [100, 111].

Da es sich bei der EHGA moglicherweise um eine (entziindliche) Obliteration des
extrahepatischen Gallengangsystems handelt [7], zeigen sich auch in der Histologie des
Leberbiopsats die charakteristischen Entzlindungsinfiltrate mit geringer Anzahl von
polymorphonukledren Leukozyten, Lymphozyten, Plasmazellen und Eosinophilen um
den Gallengang herum [131].

Da die entziindlichen Infiltrate denen einer viralen Infektion gleichen, wurde eine virale
Ursache von mehreren Autoren in Betracht gezogen [9].

In anderen immunhistochemisch und molekularbiologisch orientierten Untersuchungen
wurden im Gewebe operierter Kinder nur geringe Leukozyteninfiltrate und in der
Mehrzahl der Fille keine immunkompetenten Lymphozyten nachgewiesen. Somit ist

eine Virusinfektion unwahrscheinlich [107].
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.5 Differentialdiagnosen

Die héufigsten Ursachen einer Cholestase im Kindesalter sind kongenitale Atresien der
extrahepatischen Gallenginge (30 %) und eine CMV-Infektion (20 %) [68].

Beim klinischen Bild einer Cholestase im Neugeborenenalter miissen neben der EHGA
und der intrahepatischen Gallengangsdysplasie auch die Neugeborenenhepatitis sowie
eine Choledochuszyste und verschiedene Stoffwechselerkrankungen, besonders der a-
1-Antitrypsinmangel und die Galaktosdmie in Betracht gezogen und diagnostisch

ausgeschlossen werden [100, 111].

I.6 Geschichtliches

Die erste Beschreibung einer Gallengangsatresie findet sich in der Dissertationsarbeit
von Donop aus dem Jahre 1851 [29]. Die verschiedenen Varianten wurden dann 1892
von Thomson [123] beschrieben. Holmes [48] veroffentlichte 1916 die anatomischen
Merkmale einer Gallengangsatresie und legte die bis heute giiltige Typeneinteilung in
korrigierbare und nicht-korrigierbare Formen der Gallgangsatresie fest. Der erste
erfolgreiche operative Therapieversuch bei einer korrigierbaren Form gelang Ladd [64]
1928. 1957 beschrieb Kasai [56, 58] die Hepatoporto-Enterostomie als operative
Therapiemoglichkeit der nicht-korrigierbaren Form der EHGA. Diese mehrfach
modifizierte Operationstechnik ist bis heute die am hdufigsten angewandte Methode
[76, 100]. Schweizer [106] entwickelte aufgrund anatomischer Untersuchungen die
erweiterte oder Extended Hepatoporto-Jejunostomie, welche zur Verbesserung der

Ergebnisse fiihrte.

1.7 Therapie

Von Kasai wurde 1957 die Hepatoporto-Enterostomie als operatives Verfahren zur
Galleableitung bei der bis dahin  nicht-korrigierbaren = Extrahepatischen
Gallengangsatresie beschrieben [56, 57]. Es wurde die Leberpforte als Schnittfliche zur
Galleableitung gewihlt. Hierbei werden die obliterierten extrahepatischen Gallengidnge

zusammen mit dem fibrés umgewandelten Gewebe der Leberpforte entfernt. Nach der
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Exzision wird auf die er6ffnete Leberpforte eine y-formige Jejunumschlinge aufgeniht.
Kasai verfolgte die Idee, dass die in der Leberpforte angeschnittenen Gallengidnge die
Galle aus beiden Leberlappen drainieren und in die anastomosierte Darmschlinge
ableiten [100].

Bis heute wurde diese Operationstechnik vielfach modifiziert.

Duodenum

Pankreas

Jejunum

Abb. 2 Hepatoporto-Jejunostomie nach Kasai (Originalmethode)

Aufgrund der Tatsache, dass mit der Operationstechnik nach Kasai nur 23 % der Kinder
mit EHGA nach 10 Jahren als geheilt gelten konnten, wurde durch Schweizer [104,
106], nach erneutem Studium der Anatomie der Leberpforte, die Extended Hepatoporto-
Enterostomie entwickelt. Hierbei wird nicht nur das fibrose Gewebe der Kasai’schen
Leberpforte entfernt, sondern eine groBere Gewebeplatte reseziert, wobei die Resektion
die zirkuldre Skelettierung der arteriellen und portalen Gefdfe in der Leberpforte
umfassen muss. Dadurch werden die grossen intrahepatischen Gallengéinge dargestellt
und er6ffnet. Die zu entfernende Gewebeplatte reicht von der Fissur, welche durch das
Lig. teres hepatis gebildet wird, und zwischen dem Lobus caudatus sinister und dem
Segmentum laterale des Lobus sinister verlduft, bis zur rechten Fissur, die durch das

Gallenblasenbett gebildet wird (siche Abbildung 3) [106].
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fibroses
Gallenblasenbett — il e
= rechte Fissur

Lig. teres hepatis
= linke Fissur

Lobus caudatus

Rest des D. oysticus Arteria hepatica propria

b \/ena portae

Rest des
D. choledochus

A C C A

Abb. 3 Exploration der Leberpforte A-A’: Extended Hepatoporto-Enterostomie nach
Schweizer , C-C’: Hepatoporto-Enterostomie nach Kasai
(aus Schweizer P. et al., 2001 [106])

1.8 Prognose

Werden Kinder mit EHGA keiner operativen Therapie unterzogen, versterben sie im
Durchschnitt nach 19 Lebensmonaten an den Folgen des Leberumbaus [97, 100].
Ungefdahr 25-35 % der Patienten, die einer Hepatoporto-Enterostomie nach Kasai
unterzogen wurden, iliberleben mehr als 10 Jahre ohne die Notwendigkeit einer
Lebertransplantation [8].

Ebenso bedeutsam wie die Auswahl des Operationsverfahrens, ist es die Kinder zu
einem frithen Zeitpunkt - innerhalb der ersten 2 Lebensmonate - zu operieren, da die
Leberzirrhose in hoherem Alter eventuell schon zu weit fortgeschritten ist und dann nur
noch eine Lebertransplantation als Therapiemdglichkeit verbleibt [101, 103].
Desweiteren héngt die Prognose der Patienten nach einer Hepatoporto-Enterostomie
neben dem Grad der Fibrose und der Morphologie der Leberpforte [100, 105] vor allem
vom Querschnitt der intrahepatischen Gallengédnge ab [100].

Somit legt die Extended Hepatoporto-Enterostomie mit ihren erweiterten
Resektionsgrenzen und der daraus resultierenden vergroBerten Drainagefliche die

Grundlage fiir eine bessere Prognose [106].
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Weitere prognostisch relevante Kriterien, von denen die Leistungsfdhigkeit der
Hepatoporto-Enterostomie abhéngt, sind der Gallenfluss nach der Operation, der
postoperative Verlauf des Ikterus sowie das Auftreten von postoperativen

Cholangitisepisoden [69, 100].

1.9 Atiologie und Pathogenese

Es wurden zahlreiche Studien zur Atiologie der EHGA verdffentlicht. Jedoch konnte
bisher keine Theorie bewiesen werden, so dass eine eindeutige Ursache bis heute nicht
gefunden werden konnte.

Landing [66] und Witzleben [130] vertraten in den 70er Jahren die Theorie, dass die
neonatale Hepatitis und die EHGA eine gemeinsame Grundlage in ihrer Entstehung
haben. Auflerdem geht Landing [66] davon aus, dass ein entziindlicher Prozess die
Gallengangsepithelzellen zerstért und dann zu einer Gallengangsobliteration (EHGA)
fiihren kann.

Schweizer [100] beschreibt zwei dtiologisch unterschiedliche Formen. Er unterscheidet
zwischen der foetal/embryonalen Form, die mit anderen kongenitalen Anomalien
assoziiert ist und sich schon in der foetalen Phase ausbildet und der pri-, peri- oder
postnatal erworbenen Form, die durch Viren oder andere externe Faktoren verursacht
wird. Hier werden die bereits angelegten Gallengidnge zerstort, so dass im Gegensatz zur

foetalen Form noch Gallengangsrudimente vorhanden sind.

1.9.1 Genetische Ursache

Bei 10-25 % der Kinder mit EHGA war eine Assoziation mit weiteren Fehlbildungen

zu erkennen [35, 121].

So wurden Zusammenhinge mit verschiedenen Fehlbildungen des kardiovaskuldren
Systems, des Gastrointestinaltraktes, des Urogenitaltraktes sowie anorektalen
Anomalien, der Trisomie 18 und dem Situs inversus gefunden [13, 14, 21, 35, 51, 108,
121, 126].

Besonders hdufig wurde iiber ein gemeinsames Auftreten mit dem Polysplenia Syndrom

berichtet [14, 21, 27, 55, 127].
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Fiir eine Reihe von Patienten wurde eine familidire Hiufung beziiglich der EHGA

beschrieben. Dariiber wird bereits seit 1855 diskutiert [18]. Diese Beobachtungen
konnten fiir eine genetische Pridisposition der Familienmitglieder sprechen.

Es wurde z.B. von einer Familie mit zwei an EHGA erkrankten Briidern berichtet [63]
sowie von einer andere Familie mit fiinf Geschwistern, zwei davon Zwillinge, in
welcher drei der Kinder ebenfalls an EHGA litten [112]. In einer weiteren Familie
wurden zwei Schwestern untersucht, die denselben HLA-Typ hatten; ein Kind hatte
EHGA, das andere eine Dilatation der Gallengéinge [3]. Der Fall von zwei Briidern, von
denen einer an einer Intrahepatischen, der andere an einer Extrahepatischen

Gallengangsatresie litt, wurde von Danesino [19] publiziert.

Um eine fundierte Aussage in Bezug auf eine genetische Komponente in der

Pathogenese einer Erkrankung treffen zu konnen, ist die Zwillingsforschung ein

unentbehrliches Mittel.

Hierbei wird untersucht, ob ein bestimmtes Merkmal bei eineiigen Zwillingen hiufiger
fiir beide Zwillinge zutrifft (Konkordanz = Ubereinstimmung) als bei zweieiigen, oder
ob das Merkmal auch bei eineiigen Zwillingen diskordant ist.

In vier verschieden Studien wurden 7 Zwillingspaare auf das Merkmal EHGA
untersucht. Bei allen Zwillingspaaren wurde das Merkmal nur bei einem Zwilling
gefunden [50, 75, 117, 128].

In einer weiteren Studie untersuchte Schweizer [102] 6 Zwillingspaare und kam
ebenfalls zu dem Ergebnis, dass alle fiir das Merkmal EHGA diskordant sind. Aufgrund
dieser Ergebnisse hilt Schweizer eine genetische Komponente als Ursache fiir
unwahrscheinlich.

Auch Silveira [109] fand bei 4 Zwillingspaaren, die er im Rahmen einer Studie mit 237
EHGA-Patienten untersuchte, bei allen nur eine Diskordanz vor, so dass er die
bisherigen Aussagen unterstiitzen konnte.

Hart [46] berichtet von einem Zwillingspaar, bei dem ebenfalls Diskordanz festgestellt
wurde: bei einem Zwilling wurde eine neonatale Hepatitis, beim anderen eine EHGA

diagnostiziert.
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Smith [112] ist einer der wenigen, die von einem konkordanten Zwillingspaar fiir das
Merkmal EHGA berichten. In dieser Familie mit 5 Geschwistern trat bei einer weiteren
Schwester ebenfalls EHGA auf.

Poovorawan [85] fand unter 143 EHGA-Patienten 8 Zwillingspaare, die ebenfalls
diskordant waren. Auffillig war laut Poovorawan [85], dass sechs Paare die gleiche

Blutgruppe und zwei sogar die gleiche Untergruppe hatten.

Das HLA-System (human leucocyte antigen system) ist ein autosomal kodominant
vererbtes System von Gewebeantigenen. Die HLA-Antigene sind durch verschiedene
Genorte (A, B, C, DR) determiniert. Diese verschiedenen HLA-Typen, die 0,1 % des
menschlichen Genoms umfassen, sind unter anderem mit verschieden Erkrankungen

assoziiert (HLA-Assoziation).

Erstmalig konnte 1993 in einer Fallkontrollstudie gezeigt werden, dass bei EHGA-
Patienten das HLA-B12-Antigen im Vergleich zu einer Kontrollgruppe deutlich
hiufiger zu finden war. Ebenso waren bei diesen die Haplotypen A9-B5 und A28-B35
in den Lymphozyten signifikant erhoht [110]. Aufgrund dieses Ergebnisses warf
Silveira [110] das erste Mal die Vermutung auf, dass EHGA, wie andere Krankheiten,
mit spezifischen HLA-Subtypen assoziiert und eventuell immun induziert sein konnte.
Durch die Erkenntnisse Silveiras [110] etablierte Schreiber [95] das so genannte ,,two
hit“-Modell. Er ging davon aus, dass auf der Basis der HLA-Typen eine genetische
Pradisposition gegeben sein muss, die dann in Kombination mit externen Einfliissen,
wie beispielsweise einer viralen Infektion, zu der erworbenen Form der EHGA fiihren
kann.

Im Gegensatz dazu konnte Jurado 1997 [54] in seiner Studie die Ergebnisse von Silveira
[110] nicht reproduzieren. Er untersuchte bei einer Gruppe von 48 spanischen EHGA-
Patienten ebenfalls den Polymorphismus von HLA-Typen und fand unter diesen
Patienten weniger von HLA-B12, -B44 und -B45-Antigenen als in der Kontrollgruppe.
Nakada [78] wies 1997 bei 13 EHGA-Patienten und deren Familien eine erhohte
Expression von HLA-A33, -B44 und -DR6 im Blut nach. Ein Anstieg der Expression
verschiedener Zelladhdsionsmolekiile, im Besonderen von ICAM-1, wurde von Dillon
[25] bei Patienten mit EHGA in deren Gallengéingen nachgewiesen, zu demselben

Ergebnis kam 1998 auch Minnick [70].
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Dillon [26] konnte auch bei 6 Kindern mit EHGA eine starke Expression von ICAM-1
in Assoziation mit MHC II in den Gallengangsepithelzellen feststellen und wies darauf
hin, dass die Kombination der beiden Faktoren eventuell eine Rolle in der
Immunopathogenese spielen konnte.

Die Untersuchung von HLA-DR, ICAM-1 sowie der Anzahl von CD4+-, CD8+- und
v/6-T-Zellen brachten folgendes Ergebnis: Im entziindlichen Gewebe konnte eine
leichte Infiltration von CD4+-Zellen nachgewiesen werden, die
Gallengangsepithelzellen exprimierten abnormale Mengen von ICAM-1 und HLA-DR
[10].

Kobayashi [60], der ebenfalls das HLA-DR-System (MHC Klasse II) sowie die
Makrophagen assoziierten Antigene (CD 68) untersuchte, fand eine Korrelation
zwischen der Expression dieser beiden Antigene und dem Schweregrad des

Krankheitsverlaufs.

1.9.2 Immunologische Ursache

Hinweise, die auf eine mdgliche immunlogische Ursache fiir die Entstehung der EHGA
hindeuten, wurden in verschiedenen Arbeiten beschrieben. So konnte Hadchouel [42]
bei 33 % von 128 untersuchten Gallengangspraparaten Immunglobuline gegen
Gallengangsstrukturen finden.

Landing [67] sieht die Moglichkeit, dass ein T-Lymphozytenmangel zu einer EHGA
filhren konnte, da er bei Patienten mit EHGA einen Mangel an Hassallkorperchen

festgestellt hat.

1.9.3 Toxische Ursache

Einige Studien haben einen jahreszeitlichen Anstieg der Inzidenz der
Gallengangsatresie beschrieben. Hieraus entstand die Theorie einer toxischen Ursache
fiir die Entstehung einer EHGA.

Strickland und Shannon [116] berichteten 1982 iiber ein gehduftes Auftreten der EHGA
bei Neugeborenen, die zwischen August und Oktober der Jahre 1972 bis 1980 im

Norden Texas geboren wurden. Dies fiihrten sie auf Chemikalien zuriick, die in der
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Landwirtschaft Verwendung finden und besonders im Frithsommer angewandt werden.
Dies entspricht dem Differenzierungszeitraum fiir die Anlegung der Gallengénge bei
den Kindern, die im genannten Zeitraum geboren wurden.

Auch Yoon [132] berichtete 1997 von einer signifikant erhohten Inzidenz von
Gallengangsatresie in Atlanta von 1968 bis 1993, die jedoch in den Monaten Dezember
bis Mérz auftrat und somit nicht mit der Aussage von Strickland [116] korreliert.
Houwen und Schweizer [49] konnten fiir die Niederlande und West-Deutschland sowie
Ayas [4] fiir Michigan keine dieser Theorien bestétigen, da sie weder eine zeitliche noch
eine geographische Abhingigkeit finden konnten. Auch Davenport [22] konnte 1998

keine Zusammenhénge feststellen.

1.9.4 Pathologische Gallensiuren als Ursache

Da sich die Gallensdurezusammensetzung beim Neugeborenen von der des
Erwachsenen unterscheidet, konnte eine Persistenz fetaler Gallensduren zu einer
Entziindung und Sklerose fiithren [45]. 1969 zeigte Schaffner [93], dass eine
pathologische Gallensdurezusammensetzung einen schiddigenden Einfluss auf die

Gallengangsepithelien und Hepatozyten haben kann.

1.9.5 Pankreassaftreflux in die Gallenginge als Ursache

Bei einer Fehlmiindung des Ductus choledochus in den Ductus pancreaticus bereits
oberhalb des Oddi-Sphinkters, kommt es bei dessen Kontraktion zum
Pankreassaftreflux in den Ductus choledochus [71, 100]. Die daraus resultierende
Cholangitis kann in den intra- und extrahepatischen Gallengingen zu stenotischen

Fibrosen fiihren. Dies konnte tierexperimentell gezeigt werden [79].

1.9.6 EHGA Folge einer lokalen Ischimie

Ebenso verdichtig in der Pathogenese von EHGA ist eine ischdmische Vaskulopathie

[47]. Da die Gallengéinge bei 16 % der Menschen nur durch vaskuldre Endstromiste

versorgt werden, besteht die Gefahr, dass die Gallengéinge bei einer Ischidmie
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obliterieren [59]. In Tierexperimenten an Schweinen konnte gezeigt werden, dass die
extrahepatischen Gallengénge total oder segmental obliterierten, nachdem sie freigelegt
und somit von der GefaBBversorgung getrennt wurden [98]. Das gleiche Ergebnis konnte
nach der Durchtrennung der Arteria hepatica bei Liammerembryonen sowie bei

Kaninchenfeten beobachtet werden [84, 74].

1.9.7 Infektion als Ursache fiir die Entstehung einer EHGA

Die Idee der viralen Ursache von EHGA stammt aus der Hypothese von Landing 1974
[66]. Diese Theorie wurde spéter durch Ergebnisse aus serologischen Untersuchungen
und Tierexperimenten gestiitzt.

Eine infektiose Ursache, die z.B. durch einen Virus bedingt sein kann, scheint in einigen
Féllen eine mogliche Erklarung zu sein. Landing [66] zieht die Moglichkeit in Betracht,
dass eine intrauterin oder perinatal erworbene virale Infektion das ausschlaggebende
Ereignis sein konnte, welches zur Leber- und Gallengangszerstorung fiihrt. Auch die
mikroskopische Untersuchung der intraoperativ entnommenen Gallenginge zeigte
entziindliche Infiltrate, die auf eine postnatale virale Infektion hindeuten konnten [16,
131].

Trotz der zahlreichen Studien konnte jedoch bis heute kein Beweis dafiir erbracht
werden, dass ein Virus der Ausloser fiir die Erkrankung ist.

In diversen Tierversuchen wurde versucht, diesen Prozess zu imitieren um so den
Verlauf von der Virusinfektion bis zum Entstehen einer EHGA beobachten und
beweisen zu konnen.

Parashar [81] und Wilson [129] haben Miuse mit Reoviren infiziert und experimentell
postinfektiose Gewebsverdanderungen nachgewiesen, die denen bei einer EHGA &hnlich
sind. Parashar [81] sprach von einer periportalen Entziindung. Er konnte jedoch keine
Gewebszerstorung finden. Szavay [118], der in seiner Studie Balb/c-Méuse mit dem
Reovirus Typ 3 infizierte, konnte nur Entziindungszeichen nachweisen, jedoch keine
Atresie der Gallenginge. Riepenhoff-Talty [88] konnte bei immunkompetenten Balb/c-
Maiusen, die mit Rotaviren der Gruppe A infiziert wurden, eine Obstruktion der
extrahepatischen Gallengénge feststellen. Petersen [82] infizierte Miuse mit Rhesus-

Rotaviren, von denen 85 % eine Cholestase entwickelten. Eine spitere histologische
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Untersuchung des Lebergewebes der infizierten Méuse ergab das Bild einer EHGA. Bei
Mausen, die prophylaktisch vor der Infektion mit Interferon-o behandelt wurden,
konnte die Entwicklung einer EHGA erfolgreich vermieden werden, da die Mause unter

dem IFN-a eine Immunitit entwickelten.

Reovirus Typ 3

Der Zusammenhang von Reovirus Typ 3 Infektion und EHGA wurde schon hdufig und
sehr kontrovers diskutiert. Einige der Autoren halten einen Zusammenhang fiir
wahrscheinlich, wihrend andere am Nachweis scheiterten und keine Assoziation
erkennen konnten.

Nachdem Morecki [72] bereits 1982 bei 17 von 25 EHGA-Patienten (68 %) und bei nur
8 % einer Kontrollgruppe Reovirus-Antikdrper nachgewiesen hat, sprach er sich fiir
eine Assoziation mit diesem Virus aus. 2 Jahre spéter fand er elektronenmikroskopisch
Viruspartikel, die den Partikeln dhneln, welche in Reovirus infizierten Zellkulturen zu
sehen sind [73].

Auch Glaser [38] konnte 1984 bei 62 % der untersuchten EHGA-Patienten Reovirus 3-
Antikorper nachweisen. Im Gegensatz dazu halten Dussaix [31] und Brown [12] einen
ursidchlichen Zusammenhang fiir unwahrscheinlich, da sie keine signifikant erhdhten
Antikorper fanden. Sokol [114], Steele [115], Riepenhoff-Talty [89] und Saito [91]
scheiterten am Nachweis von Reovirus-RNA mittels RT-PCR. Nur Tyler [125] konnte
1998 mittels RT-PCR in Leber- bzw. Gallengangsgewebe bei 55 % der Patienten mit
EHGA und bei 78 % mit Choledochuszyste Reovirus-RNA nachweisen.

Cytomegalievirus (CMYV)

CMV st die hidufigste kongenitale Virusinfektion [34]. Bei 5-10 % der infizierten
Kinder, die symptomatisch werden, konnen kongenitale Erkrankungen (z.B.
Hepatosplenomegalie, Thrombozytopenie, Hyperbilirubindmie, Mikrozephalie) und
andere bleibende Defekte (z.B. kardiovaskulédrer, geistiger und gastrointestinaler
Entwicklungsriickstand) entstehen [33].

Aus diesen Griinden stand eine Cytomegalievirusinfektion schon oft im Verdacht, der

Ausloser fiir eine EHGA zu sein.
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Schon zu Beginn der 70er Jahre wurde dieses Thema von Oppenheimer [80] und Danks
[20] kontrovers diskutiert. Im Gegensatz zu Oppenheimer [80], der eine Beziehung
zwischen CMV und EHGA vermutet, konnte Danks [20] in Australien bei 55 EHGA-
Kindern kein CMV ausfindig machen.

1991 beschrieb Hart [46] ein dizygotes Zwillingspaar, von dem ein Zwilling an einer
EHGA, der andere an einer neonatalen Hepatitis litt. Bei beiden wurde eine kongenitale
CMV-Infektion festgestellt.

Chang [15] hat in Taiwan mittels einer sensitiven PCR nur bei 2 von 26 Patienten mit
EHGA das CMV-Genom gefunden.

Einen positiven Nachweis von CMV in 24 % der untersuchten Fille (5/21) erbrachte
eine Studie von Tarr 1996 [122], der Nachweis von viralen Einschliissen gelang jedoch
nicht. Fischler [36] konnte bei seiner Studie bei 50 % der Patienten (9/18) CMV finden.
Die serologischen Untersuchungen auf IgM fielen jedoch nur zu 38 % positiv aus
(8/21).

Jevon [52] erhielt mit der PCR keine positiven Ergebnisse (n = 12) und auch bei

Domiati-Saad [28] war nur ein Patient von 9 positiv.

Epstein-Barr-Virus (EBV)

EBYV wurde in Bezug auf kongenitale Infektionen bisher selten beschrieben [34, 39, 53].
Auch Domiati-Saad [28], der versuchte diesen Bezug herzustellen, konnte weder fiir 9
EHGA-Patienten noch fiir 10 Patienten mit einer GCH ein positives Ergebnis

verzeichnen.

Humanes Herpesvirus Typ 6 (HHV 6)
Domiati-Saad [28], der sich 2000 mit dem in diesem Zusammenhang selten diskutierten
Virus beschiéftigte, erzielte mit der PCR bei 2 EHGA- und 1 GCH-Patienten sowie auch

bei 2 Kontrollpersonen positive Ergebnisse.
Hepatitis-Viren

Da die Gruppe der Hepatitis-Viren unweigerlich in direktem theoretischen Bezug zu

Erkrankungen der Leber steht, liegt eine Diskussion iiber diese Gruppe nahe.
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Die serologischen Untersuchungen auf die HBV-Oberflichen-Antigene (HBsAg) und
die Antikorper gegen HBV (anti-HBs und anti-HBc) sowie auf die Antikorper gegen
HAV (anti-HAV), lieferten keinen Hinweis fiir eine aktive oder abgelaufene Infektion.
Aufgrund dessen hilt Balistreri [6] die Hepatitis-Viren A und B als Ursache fiir
unwahrscheinlich.

In Japan jedoch fand Tanaka [120] in 13 von 16 EHGA-Féllen HBc- und/oder HBs-
Antigene.

A-Kader [1] testete mittels ELISA 24 von 25 und mittels RIBA 25 von 25 Patienten
negativ auf HCV. Auch der HCV-RNA-Nachweis mittels PCR erzielte bei allen 10

untersuchten Patienten nur negative Ergebnisse.

Humanes Papillomavirus (HPV)

Fiir das humane Papillomavirus stehen sich die Untersuchungen von Drut [30] und
Domiati-Saad [28] gegensitzlich gegeniiber. Wéhrend Drut [30] sich fiir eine Rolle des
HPV bei der Pathogenese von EHGA aussprach, da er mittels der PCR 89 % positive
Ergebnisse erzielte, widerspricht Domiati-Saad [28] dieser Aussage, da alle von ihm

untersuchten Patienten (9 EHGA und 10 GCH) negative Ergebnisse lieferten.

Parvovirus B 19 (PVB 19)

Das Parvovirus B 19 wurde noch in keiner der Verdffentlichungen als Ursache erwéhnt,
da Studien zu diesem Virus negativ ausfielen. Sokal [113] kam zu dem Schluss, dass
das Virus fiir die fulminante Hepatitis eine Rolle spielt, fiir die EHGA ergaben sich
hierfiir jedoch keine Hinweise [28, 113].

Rotaviren

Die Rotaviren waren schon mehrfach Gegenstand von Tierversuchen. 1996 wurde
erstmals von Riepenhoff-Talty [89] eine Untersuchung an Patienten mit EHGA
durchgefiihrt, deren Resultat fiir Rotavirus C ein positives Ergebnis bei 50 % des
Patientengutes (n = 18) war. Fiir Rotavirus A hingegen waren die Ergebnisse gédnzlich
negativ. Ein Jahr spéter stellte Bobo [9] die Ergebnisse von Riepenhoff-Talty [89] mit
ithrer Studie in Frage, da sie fiir die Rotaviren A, B und C nur negative Ergebnisse

erhielt.
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In einer Zusammenfassung sollen die aus der Literatur von 1994-2004 entnommenen
Ergebnisse tabellarisch dargestellt werden. Die Studien in denen die Virusart nicht

explizit genannt wurden, mussten von dieser Arbeit (Tabelle 1) ausgeschlossen werden.

Tab.l1  Literaturiibersicht zur Virusgenese der EHGA (chronologisch geordnet)
Autor Viren Nachweis- Patientenzahl Ergebnisse
Jahr methode
A-Kader Hepatitis-C- ELISA-1 & 25 EHGA 1/25 pos.(ELISA)
H.H. [1] Virus RIBA 11 25/25 neg.(RIBA 1I)
1994
28 andere 4/28 pos.(ELISA)
Lebererkrankungen 28/28 neg.(RIBA 1I)
42 Kontrollpatienten 42 /42 neg.
PCR 10 EHGA 10/10 neg.
Steele M. Reovirus nested-RT-PCR 14 EHGA 14/14 neg.
[115] Typ 3 & Southern Blot
1995 (Leber-PE) 20 idiopathische 20/20 neg.
neonatale Hepatitis
16 Kontrollpatienten 16/16 neg.
nested-RT-PCR 8 EHGA 8/8 neg.
(Gallengang-PE)
1 Choledochuszyste 1/1 neg.
Tarr P. [122] | Cytomegalie- Western Blot 21 EHGA 5/21 pos.
1996 virus
Riepenhoff- | Rotavirus C nested-RT-PCR 18 EHGA 9/18 pos.
Talty M. & Liquid-
[89] hybridisierung 2 Choledochuszyste 1/2 pos.
1996
12 Kontrollpatienten 12/12 neg.
Rotavirus A nested-RT-PCR 10 EHGA 10/10 neg.
2 Choledochuszyste 2/2 neg.
2 Kontrollpatienten 2/2 neg
Reovirus 3 nested-RT-PCR 9 EHGA 9/9 neg.
+ Choledochuszyste
2 Kontrollpatienten 2/2 neg.
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Bobo L. [9] Rotavirus RT-PCR-EIA 10 EHGA 10/10 neg.
1997 A,B&C
14 Kontrollpatienten 14/14 neg.
(andere
Lebererkrankungen)
Rotavirus C Southern Blot 10 EHGA 10/10 neg.
14 Kontrollpatienten 14/14 neg.
(andere
Lebererkrankungen)
Tyler K. Reovirus nested-RT-PCR 20 EHGA 11/20 pos.
[125]
1998 9 Choledochuszyste 7/9 pos.
33 andere 7/33 pos.
hepatobilidre
Erkrankungen
17 Kinder bei 2/17 pos.
Autopsie
Fischler Cytomegalie- ELISA 21 EHGA 8/21 pos. (IgM)
B. [36] virus
1998 38 intrahepatische 11/38 pos. (IgM)
Cholestase
35 Kontrollpatienten 2/35 pos. (IgM)
54 Miitter (der 59 51/54 pos. (IgM)
Kinder mit
Cholestase)
111 gesunde 83/111 pos. (IgM)
Schwangere
(Kontrollgruppe)
PCR 18 EHGA 9/18 pos.
7 intrahepatische 3/7 pos.
Cholestase
Drut R. [30] Humanes nested-PCR 18 EHGA 16/18 pos.
1998 Papilloma-
virus 30 Kontrollpatienten 30/30 neg.
Sokal Parvovirus nested-PCR 41 fulminante 4/41 pos.
E.M. [113] B19 Hepatitis
1998
82 EHGA 82/82 neg.

(Kontrollgruppe)
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Jevon G. Cytomegalie- In-situ- 12 EHGA 12/12 neg.
[52] virus Hybridisierung &
1999 PCR
Domiati- Humanes nested-PCR 10 neonatale Riesen- 10/10 GCH neg.
Saad R. [28] Papilloma- zell Hepatitis (GCH)
2000 virus 9/9 EHGA neg.
9 EHGA (insg.19
Patienten) 8/8 Kontroll neg.
Epstein-Barr- 8 Kontrollpatienten 10/10 GCH neg.
Virus
9/9 EHGA neg.
8/8 Kontroll neg.
Parvovirus 10/10 GCH neg.
B19
9/9 EHGA neg.
8/8 Kontroll neg.
Cytomegalie- 2/10 GCH pos.
virus
1/9 EHGA pos.
8/8 Kontroll neg.
Humanes 1/10 GCH pos.
Herpesvirus
Typ 6 2/9 EHGA pos.
2/8 Kontroll pos.
Saito T. [91] Reovirus nested-RT-PCR 36 EHGA 36/36 neg.
2004
29 angeborene 29/29 neg.
Erweiterung der
Gallenginge
17 Kontrollpatienten 17/17 neg.

1.9.8 EHGA als Folge einer embryonalen Fehlentwicklung

Desmet [24] berichtet, dass sich die interlobuldren Génge in 20-25 % der Fille bei
Kindern mit EHGA in einem primitiven embryonalen Stadium befinden. Diese Tatsache
gibt Anlass zu dem Verdacht, dass es sich bei der EHGA um eine Entwicklungs- bzw.
Gallenginge in einer frithen

Differenzierungsstorung  der embryonalen
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Entwicklungsphase handelt, was auf eine Hemmungsfehlbildung hinweisen konnte [83].
Dieser Aspekt wurde unter anderem in der Arbeit von Bachmann [5] untersucht, indem
sie die Histologie der Leberpforte bei EHGA mit den histologischen Befunden von
Rattenembryonen aus dem Stadium der Gallengangsentwicklung verglich. Bachmann
[5] konnte die Gangstrukturen bei EHGA keinem Entwicklungsstadium zuordnen. Sie
kommt aber zu dem Schluss, dass eine Reifungsstdrung der Gallengéinge angenommen
werden kann, welche zu einem Entwicklungsstopp der Gallengdnge in einem

embryonalen/fetalen Stadium fiihrt.

1.9.9 Vermehrte Zellproliferation durch Wachstumsfaktoren

Eine weitere mogliche Rolle fiir die Entstehung der EHGA konnten Wachstumsfaktoren
wie z.B. TGF-f spielen, die die Zellproliferation stimulieren und so zum Zellwachstum
und zur verstiarkten Bindegewebsneubildung fithren. Hierdurch kénnten die Lumina von
Gallengéngen verschlossen werden.

TGF-B1 ist ein Zytokin, das die mesenchymale Proliferation stimuliert und das
Epithelwachstum inhibiert. Es konnte gezeigt werden, dass es in der Organogenese eine
wichtige Rolle spielt. Tan [119] fand bei Kindern mit EHGA im Vergleich zu gesunden
in derselben Schwangerschaftswoche ein TGF-B1-Muster in den Gallengangstrukturen,
das denen der primitiven Platte der Gallengidnge dhnelt. Dies kann ein Hinweis fiir einen
Entwicklungsstopp im  Umwandlungsproze  der  Gallenginge bei  der
Gallengangsatresie sein. Er vermutet, dass diesem Prozel} eine epithelial-mesenchymale
Unordnung zugrunde liegt.

Das Zytokin TGF-B1 spielt auch bei Versuchstieren eine Rolle in der Entstehung der
Leberfibrose, bei der die hepatische Expression und die Plasmakonzentration dieses
Zytokins erhoht sind. Da die EHGA, die Zystische Fibrose und andere
Lebererkrankungen durch die Leberfibrose charakterisiert sind, untersuchte Rosensweig
[90] einen moglichen Zusammenhang. Bei den Patienten mit EHGA war die
Konzentration von Plasma-TGF-B1-Protein im Vergleich zur Kontrollgruppen
erniedrigt, er fand jedoch eine gesteigerte hepatische Expression von TGF-B1 bei allen

Lebererkrankungen im Stadium der Leberfibrose.
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In der Studie von Ramm [87] konnte der Beweis erbracht werden, dass aktivierte HSCs
= hepatic stellate cells (Lebersternzellen) verantwortlich fiir die wachsende
Kollagenproduktion in Patienten mit EHGA sind und eine wichtige Rolle im
fibrogenetischen Prozel3 spielen. Ebenso wurde gezeigt, dass Gallengangsepithelzellen,
HSCs und Hepatozyten an der Produktion des fibrogenetischen Zytokins TGF-B1
beteiligt sind und sich vorwiegend in der Néhe der fibrotischen Septen befinden.

In der Studie von Lamireau [65] wurde im duktuldren Proliferationsgebiet von
Leberproben von Kindern mit EHGA eine erhohte Expression von Kollagen Typ I und
IV sowie von Osteonectin gefunden. Ebenso gab es gallengangsnah eine Expression
von TGF-B1, welches wahrscheinlich sowohl aus den Entziindungszellen als auch aus
den Gallengangszellen stammte. Lamireau [65] ist der Meinung, dass es durch diese
TGF-B-Produktion sekunddr zu einer starken Produktion von extrazelluldren
Matrixproteinen in den periduktuldren Myofibroblasten kommen kann. Somit kdnnte
eine schwache Expression von TGF-B1 eine Erkldrung fiir die langsame Progredienz der

Fibrose bei Gallengangsatresie sein.

I  FRAGESTELLUNG UND ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Diskussion iiber die Atiologie und Pathogenese der EHGA wird (zur Zeit) von
Hinweisen auf eine entziindliche oder noch spezieller auf eine virale Genese beherrscht.
In der vorliegenden Untersuchung soll daher methodisch standardisiert iiberpriift
werden, ob Befunde eine virale Genese bestdtigen konnen.

Als Methode zum Nachweis viraler Nukleinsduren in Gewebeproben von Patienten mit
EHGA diente das molekularbiologische Verfahren der Polymerasekettenreaktion
(PCR).

Die PCR ist ein bereits in der Routinediagnostik verschiedener Viruskrankheiten

verwendetes, erprobtes und bewéhrtes Verfahren [32, 124].
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III MATERIAL UND METHODEN

III.1 Prinzip der Polymerasekettenreaktion (PCR)

PCR (Polymerase chain reaction)

Die Polymerasekettenreaktion ist eine 1985 von Kary Mullis [77] entwickelte effektive
Methode zur in-vitro Amplifizierung (Vervielfdltigung) von spezifischen DNA-
Sequenzen. Die Methode ist selbst mit geringsten Mengen an DNA-Material moglich.
Voraussetzung der erfolgreichen Durchfiihrung einer PCR ist jedoch, dass Teile des zu
amplifizierenden DNA-Fragmentes bekannt sind.

Der ProzeB3 der PCR lduft in 3 Schritten ab, die sich mehrfach zyklisch wiederholen.
Jedes neu synthetisierte DNA-Fragment dient im Folgezyklus wieder als Matrix. Im
Verlauf der Zyklen, die sich meist 30-40 mal wiederholen, werden die DNA-Sequenzen
exponentiell vermehrt (millionenfache Vermehrung spezifischer Genfragmente).

Idealfall: nach n-Zyklen haben sich die DNA-Fragmente um das 2" - fache vermehrt.

Ist fiir die Durchfiihrung der PCR keine DNA als Ausgangsmaterial vorhanden, sondern
RNA wie z.B. bei einigen Viren, muss diese zundchst in DNA umgeschrieben werden,
um die PCR erfolgreich durchfiihren zu konnen. Die einzelstringige RNA muf} mit
Hilfe des Enzyms Reverse Transkriptase (RTase) in eine einzelstringige cDNA
umgeschrieben werden. Mit dieser komplementédren DNA (cDNA) kann die sogenannte

RT-PCR nun nach dem gew6hnlichen Schema durchgefiihrt werden.

Fiir die Durchfiithrung werden folgende Komponenten benétigt:

1. Ein Paar Primer (sense und antisense)
Als Primer werden chemisch synthetisierte Oligonukleotide bezeichnet. Die
Sequenz dieser Oligonukleotide ist strangspezifisch und wird so synthetisiert,
dass sie komplementir zu einem Bereich der Matrix ist, die den Rand des zu

vervielfdltigenden DNA-Fragmentes bildet. Die Primer miissen sich in ihrer
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Sequenz unterscheiden und diirfen auch nicht zueinander komplementir sein.

Die Primer dienen als Startsequenzen fiir DNA-Polymerasen.

Alle 4 dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)
Die dNTPs sind die Bausteine fiir die Kettenverlingerung, die sich

komplementir an den Matrizenstrang binden.

Eine hitzestabile DNA-Polymerase

Dieses Enzym ist fiir den Vorgang der Kettenverlingerung verantwortlich. Es
bendtigt das freie 3’-OH-Ende des an die Matrize gebundenen Primers als
Startsequenz fiir den Vorgang der Kettenverldngerung. Dieses hitzestabile
Restriktionsenzym wird vom Bakterium ,,Thermus aquaticus® gebildet, das in
heien Quellen seinen Lebensraum hat. Aufgrund dieser giinstigen Eigenschaft
ist es moglich, dass das Enzym die sowohl hohen als auch schwankenden
Temperaturen der Zyklen iiberlebt. Somit konnen alle Reagenzien in ein Cup
pipettiert werden. Damit entfdllt die Notwendigkeit einer erneuten Enzymgabe

und die PCR kann ununterbrochen und automatisiert ablaufen.

Ein Zyklus besteht aus 3 Schritten:

l.

Denaturierung:

Durch Erhitzen der Probe auf ca. 95°C werden die Doppelstringe der

vorhandenen DNA in Einzelstrdnge aufgetrennt (thermische Denaturierung).

Renaturierung (Annealing):

Bei diesem Schritt wird die Probe auf eine Temperatur, abhingig vom
jeweiligen Primerpaar, die zwischen 40°C und 75°C liegt, abgekiihlt. Dann
binden die Primer, bei der flir sie optimalen Temperatur, an die komplementire

Sequenz des zu amplifizierenden DNA-Einzelstranges.
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3. Polymerisation:

Beim Erhitzen der Probe auf 72°C, der optimalen Temperatur der Tag-
Polymerase, werden die dNTPs an den Matrizenstrang angelagert und es entsteht
wieder ein DNA-Doppelstrang, der in dem darauffolgenden Zyklus wieder

getrennt wird und als Matrize dient.

3 5
HEEEENEEEEEEEEENEEEEEEEREEN!
5 3
Denaturieren
3 5
rTrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrirt
N N NN S N N T N N N |
5 3

Zusetzen der Oligonucleotidprimer

3 5
rrT ] | | : rTrrrrrrrrrrrrrrrrrrrro
5 3
3 5 Primer
1 T N T TN T T N N S - m L1 1 1 11
5 3

Bereich, der vervielfaltigt
werden soll

Abb. 4a Ablauf der Polymerasekettenreaktion
(aus Brown T.A.,Gentechnologie fiir Einsteiger, 2. Aufl., 1996,
Spektrum Akademischer Verlag [11])
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3 5
| | | I LI
5 ¥
3 5 Primer
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5! 1
Wetzen von Tag-Polymerase und dNTPs

g L LT TTTTTTTT]
Synthese des neuen Stranges

e

/ Denaturieren

Trrrrrrrrrrrrrrr e

HII!IIIIIIIIIII
IIIIIIIIIIIII[H

| N TN N N N N N [ |

lzweiter Synthesezyklus

g L[ ITTTTTTTT]
[Trrrrrriey \
Produkte des _— et urspringliche Matrizen

ersten Zyklus HHIIIHI]IH

Abb. 4b weiterer Ablauf der Polymerasekettenreaktion
(aus Brown T.A., Gentechnologie fiir Einsteiger, 2. Aufl., 1996,
Spektrum Akademischer Verlag [11])

Dieser Vorgang lduft nun 30-40 mal ab.

Das auf diesem Weg millionenfach amplifizierte DNA-Fragment kann mit Hilfe der

Agarosegelelektrophorese aufgetrennt und dargestellt werden.

Es wird ein 1-2 % Agarosegel hergestellt, das mittels Ethidiumbromid gefarbt wird, um
spéter die Banden unter UV-Licht sichtbar zu machen. Die PCR-Produkte werden durch
Anlegen eines elektrischen Stroms an die Gelelektrophoresekammer ihrer GrofBe
entsprechend in charakteristische Banden aufgetrennt. Aufgrund der negativ geladenen
Nukleinsduremolekiile wandern die Fragmente zur positiv geladenen Anode. Wobei die

grofBleren, langsamer wandernden Molekiile eine kiirzere Strecke zuriicklegen als die
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kleinen und somit schnelleren Molekiile. Hierdurch ergibt sich die groBenabhédngige
Auftrennung in Banden. Da die Grofe des gesuchten Fragmentes bekannt ist, kann
durch Zuhilfenahme eines GroBenmarkers, der definierte Fragmente enthilt, beurteilt

werden, ob das gesuchte Amplimer in der Probe enthalten ist oder nicht.

L 7 L r

PCR-Produkt

//_
B

Grolenmarker Agarosegel

Abb. 5 Sichtbarmachen des Produkts
(aus Brown T.A, Gentechnologie fiir Einsteiger, 2. Aufl., 1996,
Spektrum Akademischer Verlag [11])

In den Experimenten, die dieser Arbeit zugrunde liegen, wurde die sogenannte nested-
PCR angewandt.

Hierbei handelt es sich um eine Variation der vorher beschriebenen grundlegenden
PCR-Technik.

Es kommt nicht selten vor, dass ein Primer an mehreren Stellen der Matrize bindet, da
die gleiche Primersequenz hdufig an mehreren Stellen des DNA-Einzelstranges auftritt.
Hierdurch werden mehrere Fragmente unterschiedlicher Linge markiert, die dann
félschlicherweise vervielféltigt werden und zu mehreren Produkten fiihren. Um diesen
Fehler zu umgehen, wird bei der nested-PCR ein zweites Primerpaar zur Hilfe
genommen, so dass insgesamt 4 Primer verwendet werden (Abbildung 6).

Dieses zweite Primerset hat seine Bindungsstellen innerhalb des bereits vom 1. Primer-
paar markierten Bereichs. Somit werden nur die Amplimere weiter vervielfaltigt, bei

denen beide Primersets an der richtigen Stelle binden kénnen. Die Amplimere bei denen
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nur das 1. Primerpaar binden konnte, werden so vom weiteren Ablauf der PCR

ausgeschlossen und nicht weiter vervielfaltigt.

. Primer 1  Primer 3 ,
\ i T T 17T 17 17T T T 1 S Bl | Primerpaar
5" 3 53 3y 5 35
L I Y B | H3. || 2.Primerpaar

Primer 4  Primer 2

Abb. 6 Prinzip der nested-PCR

Durch diesen 2. PCR-Durchlauf wird die Ausbeute des gewiinschten Amplimers erhéht

und somit auch die Sensitivitit und die Spezifitit dieser Methode.

Bei der semi-nested-PCR wird anstatt eines zweiten Primerpaares nur ein neuer Primer
verwendet, der ebenfalls innerhalb des 1. Primerpaares bindet. Im 2. Durchlauf wird
dann ein Amplimer vervielfdltigt, dessen Lange durch den Abstand zwischen dem

neuen und einem Primer aus dem 1. Primerpaar definiert wird (Abbildung 7).

'Primer 1 Primer 3

1
\ 1T T 17 1T 1T 11 S B Primerpaar

5' 3' 5 3! 3 5'
L Y Y H3. .| neuer Primer

Primer 2

Abb. 7 Prinzip der semi-nested-PCR

Besonders beim Nachweis von viralen Nukleinsduren spielt die nested-PCR eine
besondere Rolle. Damit kann ausgeschlossen werden, dass Nukleinsduren, die nicht von
den Viren stammen, sondern beispielsweise von zelluldiren Strukturen der
Gewebeprobe, ebenfalls amplifiziert werden und es so zu falsch positiven Ergebnissen

kommen kann.
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I11.2 Material (Krankengut und Gewebeproben)

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Gewebeproben von Kindern mit operierter

EHGA wurden zur Diagnosesicherung in der Abteilung fiir Molekulare Pathologie des

Instituts fiir Pathologie der Universitdtsklinik Tiibingen routinemafig aufgearbeitet.

Die Proben stammten aus der Abteilung fiir Kinderchirurgie der Universitétsklinik fiir

Kinderheilkunde und Jugendmedizin Tiibingen und wurden im Zeitraum von 1995—

2001 intraoperativ gewonnen (Tabelle 2).

Tab.2  Ausgewertetes Krankengut, sortiert nach Entnahmezeitpunkt der Gewebeproben

Patient Geburts- | Geschlecht | Datum der Art der Alter bei
P) datum Proben- Probe Proben-
entnahme entnahme
1 25.12.1996 w 11.02.1997 Native 1Mo 2Wo 3Tage
Leber-PE
2 01.02.1997 m 25.03.1997 Native & | 1Mo 3Wo 3Tage
Formalin-
fixierte
Leber-PE
3 18.10.1996 w 30.04.1997 Native 6Mo 1Wo 5Tage
Leber-PE
4 11.04.1997 w 21.05.1997 Native 1Mo 1Wo 3Tage
Leber-PE
5 29.03.1997 w 26.06.1997 Native 2Mo 4Wo
Leber-PE
6 04.11.1996 m 17.10.1997 Native 11Mo 1Wo
Leber-PE 6Tage
7.1+7.2 | 22.08.1997 m 28.10.1997 Native 2Mo 6Tage
(2 Proben) Leber-PE
8 03.03.1984 m 26.11.1997 Native 13J 8Mo 3Wo
Leber-PE 2Tage
9 29.10.1997 w 22.12.1997 Native 1Mo 3Wo 2Tage
Leber-PE
10 16.02.1998 m 18.03.1998 Native 1Mo 2Tage
Leber-PE
11 14.02.1998 w 01.04.1998 Native 1Mo 2Wo 4Tage
Leber-PE
12 19.02.1998 m 14.04.1998 Native 1Mo 3Wo 5Tage
Leber-PE
13 16.05.1992 w 16.04.1998 Native 5J 11Mo
Leber-PE
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14 18.08.1998 28.10.1998 Native 2Mo 1Wo 3Tage
Leber-PE
15 07.11.1998 21.01.1999 Native 2Mo 2Wo
Leber-PE
16 21.09.1998 30.03.1999 EDTA- | 6Mo 1Wo 2Tage
Blut
17 13.02.1999 16.04.1999 Native 2Mo 3Tage
Leber-PE
18 08.03.1999 27.05.1999 Native 2Mo 2Wo 5Tage
Leber-PE
19 04.09.1999 27.09.1999 Native 3Wo 2Tage
Leber-PE
20 06.10.1999 05.11.1999 Native 4Wo 2Tage
Leber-PE
21 01.12.1999 17.02.2000 Formalin- | 2Mo 2Wo 2Tage
fixierte
Leber-PE
22 19.02.2000 02.05.2000 Native 2Mo 1Wo 6Tage
Leber-PE
23.1+23.2 | 24.02.2000 10.05.2000 Native | 2Mo 2Wo 2Tage
(2 Proben) Leber- PE
24 24.09.2000 20.10.2000 Native 3Wo 5Tage
Leber-PE
25 16.10.2000 19.12.2000 Native 2Mo 3Tage
Leber-PE
26 15.01.2001 05.02.2001 Native 3Wo
Leber-PE
27 04.12.2000 06.02.2001 Formalin- 2Mo 2Tage
fixierte
Leber-PE
28 Vollblut
29 04.10.2000 Stuhlprobe
Probe 28:  Vollblutprobe eines klinisch gesunden erwachsenen freiwilligen Probanden als
interne Positivkontrolle fiir vorhandene B-Aktin-mRNA und als Negativkontrolle fiir den
Virusnachweis
Probe 29:  Stuhlprobe eines an Rotavirus-Enteritis erkrankten Kindes mit positivem

Rotavirus-Antigen-Nachweis im Stuhl als Positivkontrolle fiir Rotavirus A
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Diese Leberproben wurden auf folgende Viren untersucht:

- Cytomegalievirus (CMV)

- Epstein-Barr-Virus (EBV)

- Herpes-simplex-Virus Typ 1 und Typ 2 (HSV 1, HSV 2)
- Humanes Herpesvirus Typ 6 (HHV 6)

- Varizella-Zoster-Virus (VZV)

- Hepatitis-B-Virus (HBV)

- Hepatitis-C-Virus (HCV)

- Hepatitis-G-Virus (HGV, 5'-UTR- und NS 3-Genregion)
- Adenovirus (ADV)

- Enteroviren (EV)

- Coxsackie-A-Virus (Cox A) und Coxsackie-B-Virus (Cox B)
- ECHO-Virus (Echo)

- Respiratory Syncytial Virus (RSV)

- Parvovirus B19 (PVB 19)

[- Rotavirus C und Rotavirus A ]

II1.3 Verarbeitung der Proben

I11.3.1 Verarbeitung der Proben im Labor des Instituts fiir Pathologie der

Universititsklinik Tiibingen

Die eingesandten Proben mit den Nummern 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 21, 23, 26, 27 (Tabelle 2, S.27) wurden auf alle oben aufgefiihrten

Viren, auller auf Rotavirus C und A, untersucht.
Als Kontrolle wurde der Nachweis von GAPDH eingesetzt. Glycerinaldehyd-3-

phosphatdehydrogenase (GAPDH) ist ein Enzym, welches in allen Zellen vorhanden ist
[44]. Die Bestimmung des fiir die GAPDH codierenden Gens wird haufig als Kontrolle
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verwendet, da sein Nachweis als Beleg fiir intakte Zellen und somit auch strukturell

intakter Nukleinsduren dient.

Die Proben kamen entweder nativ oder Formalin-fixiert und Paraffin-eingebettet zur
Untersuchung.

Die Paraffin-gebetteten Proben wurden mit dem Mikrotom in 5 pm diinne Scheiben
geschnitten und in 1,5 ml Eppendorfcups gegeben. Die Schnitte wurden bei
Raumtemperatur durch zwei Waschschritte mit je 800 pl Xylen und einem Waschschritt
mit 100 % Alkohol von Paraffin befreit. Das Gewebepellet wurde anschlieBend im
Speedvac getrocknet und in 200 ul P1-Puffer (140 mM NaCl, 1,5 mM MgCl,, 10 mM
Tris-HCI pH 8,0, 0,5 % Nonidet-P40-Detergens) resuspendiert.

Die Nativproben wurden in einem Eppendorfcup manuell mit einem Stempel zerrieben
und ebenfalls in P1-Puffer gelost.

Die Cups wurden fiir 5 min auf Eis gesetzt und anschlieend bei 4°C und 13.000 rpm
zentrifugiert.

Danach wurde der Uberstand, in dem die zytoplasmatische RNA enthalten ist,
abgezogen und in einem neuen Cup bei -20°C eingefroren. Das Pellet, das die
genomische DNA in noch intakten Zellkernen enthielt, wurde nun in 200 pl P2-Puffer
(1ImM EDTA, 1 % SDS, 10mM Tris-HCI pH 7,5) resuspendiert und nach Zugabe von

1 mg/ml Proteinase K-Losung bei 65°C fiir 2 Stunden verdaut. Durch diesen Proteinase
K-Verdau wird der Zellkern aufgebrochen und die genomische DNA freigesetzt.

Der Uberstand und das verdaute aufgeldste Gewebepellet wurden vermischt und
Phenol/Chloroform zugegeben. Nach Vortexen und Zentrifugieren des Gemisches bei
12.000 rpm ist das Gemisch in 3 Phasen aufgeteilt. Die Oberphase enthielt die DNA
bzw. RNA, in der Interphase waren die Proteine enthalten und das schwere
Extraktionsmittel Phenol/Chloroform senkte sich in die Unterphase ab.

Nun konnten die Proteine extrahiert werden und die DNA/RNA enthielt nun keine
Verunreinigungen mehr.

Die Nukleinsduren wurden anschlieBend durch Lyophylisation getrocknet und in 20 pl

destilliertem Wasser geldst.
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Photometrische Konzentrationsbestimmung der Nukleinsduren

Die Proben wurden 1/20 verdiinnt. Ein Endvolumen von 100 pl wurde dann in
Quarzkiivetten im Photometer bei 260 nm vermessen.

Die Messung der optischen Dichte (OD 260-Messung) ergab die Konzentration der
DNA und aus dem Verhéltnis der optischen Dichte bei 260nm und 280nm erhielt man
den Reinheitsgrad dieser Probe.

Ideal:

0OD260nm N

1,8 -2,0
0OD280nm

PCR-Ansatz in einem 0,5 ml Eppendorfgefal3:

x ul  Wasser

5ul  10-fach PCR-Puffer

2ul 5 mM dNTP-Mix

I ul Primer 1 (15 pmol/ul =15 uM)

I ul  Primer 2 (15 pmol/ul = 15 uM)

y ul  DNA-Losung ( 200- 400 ng DNA bzw. Wasser in der Negativkontrolle)
0,3 ul Tag-Polymerase (1 ul =5 Einheiten)

50 pl Gesamtansatz

y = Menge abhéngig von der optischen Dichte der DNA
x=50pul-93ul—yupul

- Durchfiihrung der PCR mit dem Gerét Perkin-Elmer 9600

- Die PCR-Programme beinhalten 40 Zyklen mit jeweils 3 Stufen:
1. Denaturierung der DNA
2. Primer-Annealing

3. Elongationsschritt
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Auftrennung der PCR-Fragmente durch Gelelektrophorese

- es wurde ein 1- 2% iges Agarosegel gegossen (1-2g SeaKem Agarose/100 ml TAE-
Puffer

- nach dem Erhitzen der Agarose im Mikrowellenherd wurde diese abgekiihlt

- es wurde 20 pl Ethidiumbromid (Img/ml) zugegeben

- es wurden 15 pl des PCR-Ansatz mit 3 pl DNA-Ladepuffer gemischt

- es wurden 10 pl Grossenmarker (PhiX /Hae I1I) mit auf dem Gel aufgetragen

- Gelelektrophorese (ca. 100 V)

Grofien-
marker

s

Abb. 8 Darstellung des PCR-Produktes auf dem Agarosegel
(aus Brown T.A., Gentechnologie fiir Einsteiger, 2. Aufl., 1996,
Spektrum Akademischer Verlag [11])

- anschlieBend Dokumentation dieser Ergebnisse auf dem UV-Tisch mittels Photo

- Bestimmung der FragmentgroB3e durch Vergleich mit den Banden des Grofenmarkers
Da die GroB3en der Banden des Markers in kb bekannt sind, sowie die Gréf3en der

gewlinschten Amplimere, konnen die dargestellten Banden eindeutig verschiedenen

Viren zugeordnet werden.
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I11.3.2 Verarbeitung der Biopsate im Labor der Kinderchirurgie der

Universititsklinik Tiibingen
I11.3.2.1 Patientenproben fiir eigene Untersuchungen
Von dem oben genannten Krankengut (Tabelle 2, S.27) wurden folgende Proben mit
den Nummern 4, 6, 7.1, 7.2, 9, 10, 11, 12, 14, 15, 17, 18, 19, 20, 22, 23.1, 23.2, 24, 25,

26, 27, 28 und 29 zusitzlich von uns auf Rotaviren untersucht.

Positiv- und Negativkontrollen

Die von einem klinisch gesunden erwachsenen freiwilligen Probanden stammende
Vollblutprobe Nr. 28 wurde im Versuch als interne Positivkontrolle fiir vorhandene -
Aktin-mRNA sowie als Negativkontrolle fiir den Virusnachweis eingesetzt.

Ebenfalls als Negativkontrolle wurde eine ausschlieflich H,O enthaltende Probe
verwendet.

Als Rotavirus A-Positivkontrolle diente das Probenmaterial Nr. 29. Die Stuhlprobe
stammte von einem Patienten, der im Alter von 8 Monaten an einer Rotavirus-Enteritis
erkrankte. Diese wurde durch einen positiven Rotavirus-Antigen-Nachweis im Stuhl

bestitigt.

I11.3.2.2 Allgemeines Verbrauchsmaterial und Geriite

Material: Hersteller
Sterile Pipettenspitzen mit ,,Sealing- Filter*(10u1,100u1,1000pul) Biozym
(DNase, RNase, pyrogenfrei)
ReaktionsgefaBie (0,5ml, 1,5ml) Eppendorf
Prézisionstiicher Kimberly-Clark
Latexhandschuhe Safeski
Geriite: Hersteller
Pipetten (verstellbar: 0,5-10ul, 10-100ul, 100-1000ul) Eppendorf
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Vortexer

Mikroliterzentrifuge

Magnetriihrer

Thermocycler Gene E

Phast System (Elektrophoresegerit & Silberfarbegerét)

Préazisionswaage

I11.3.2.3 Nukleinsiauren-Extraktion mit Glasmilch

Material:

Glasmilch, Siliziumdioxid-Pulver (S10,)
Guanidiniumisothiocyanat (GIT)

EDTA-Na,-Salz

Tris-HCl

Trion x100

Ethanol 70 %

Aceton

Glasmilch, Silicasuspension:  pro 50 ml Losung

30 g SiOz

300 pl HCI 36 % (rauchend)

25 ml DEPC-H,0
bei +4°C lagern

GIT-Lysispuffer 5 M Guanidiniumisothiocyanat
50 mM Tris x HC1 pH 6,5

20 mM EDTA pH 8,0
1,2 % Trion x100
lichtgeschiitzt lagern

GIT-Waschpuffer

lichtgeschiitzt lagern
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4,5 M Guanidiniumisothiocyanat

50 mM Tris x HCI pH 6,5

Janke & Kunkel
Hettich

Janke & Kunkel
Techne
Pharmacia

Sartorius

Hersteller
Sigma
ROTH
Serva
Gibco/BRL
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Methode:

Die Nukleinsdure-Extraktion der Biopsate wurde nach dem von Koopmans et al. [61]
beschriebenen Verfahren ,,Silica-Gel-Extraktionsprotokoll* durchgefiihrt.

Die Nativ-Gewebestiicke (0,5- 9 mg), die bis dahin bei -70°C gelagert wurden, wurden
in insgesamt 800ul GIT-Lysispuffer lysiert und danach mit 15ul Glasmilch inkubiert.
Dabei bindet die gesamte Nukleinsdure an die Glasmilchpartikel. Die Proben wurden
anschlieBend mehrmals durch Abzentrifugieren der Silicapartikel und verwerfen des
Uberstandes mit 2x GIT-Waschpuffer, 2x mit 70% Ethanol und 1x mit Aceton
gewaschen. Anschliefend wurden die Silica-Pellets getrocknet und in H,O (100-200pl
je nach Gewebemenge) bei 56 °C eluiert, dabei geht die Nukleinsdure wieder in
wissrige LoOsung iiber. AbschlieBend wurde die Silica abzentrifugiert und der
DNA/RNA-haltige Uberstand umgefiillt.

Die so gewonnene Nukleinsdurelosung diente als Probe bei der anschlieBenden PCR-

Amplifikation.

I11.3.2.4 Polymerasekettenreaktion (PCR)

Material:
Primer:  synthetische Oligonukleotide je 10 mM Roth (Hersteller)
aufgefiihrt wie folgt: Name - (+s)=sense bzw. (-s) = antisense - Sequenz 5-3’

Primer fir f-Aktin-mRNA nach Koopmans et al.1993 [61]

Actinl  (+s) 5’- GTG GGG CGC CCCAGG CACCA -3
Actin3  (-s) 5-CTCTTG CTC TGG GCC TCG TC - 37

PCR-Produkt (Actinl/Actin3): 82 bp
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Primer fir Rotavirus-Nachweis nach Riepenhoff-Talty et al. 1996 [89]

Um die Ergebnisse dieser PCR der Arbeit von Riepenhoff-Talty [89] entgegen zu
stellen, wurden hier ebenfalls die auch von Riepenhoff-Talty [89] verwendeten Primer

nach Gouvea et al. 1990 [40], Gouvea et al. 1991 [41] und Qian et al. 1991 [86] benutzt.

Rotavirus C Gen 5 (codierend fiir CapsidproteinVp6) bezogen auf Sequenz von Human

Rotavirus C Strain Bristol

Cl (+s)  5'-CTC GAT GCT ACT ACA GAA TCA G -3’
C2 (+s)  5'- GCT AAC TGG AGA AGA GAC TCA G - 3’
C3 () 5’-GGG ATC ATC CAC GTC ATG CG - 3’
C4 ()  5'- AGC CAC ATA GTT CAC ATT TCA TCC - 3’
PCR-Produkt 1. Runde (C1/C4): 356 bp
PCR-Produkt 2. Runde (C2/C3): 267 bp

Rotavirus C Gen 6 (codierend fiir Protein NS34) bezogen auf Sequenz von Porcine

Rotavirus C Strain Cowden

C34 (-s) 5- AGC CAC ATT GTA AGC AGT CT - 3°
C35 (+s) 5- GTT GAA TTG AAT CCT GGA CCT -3’
C36 (+s) 5’- GAG AAT GCT TGG TGG TGC TT - 3~

PCR-Produkt 1. Runde (C34/C36): 460 bp
PCR-Produkt 2. Runde (C34/C35): 343 bp
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Rotavirus A Gen 8 bzw. 9 (codierend fir Capsidprotein Vp7) bezogen auf

Consensussequenz Gruppe A

End9  (-s)  5- GGT CAC ATC ATA CAA TTC TAA TCT AAG - 3’
Beg9  (+s)  5- GGC TTT AAA AGA GAG AAT TTC CGT CTG G - 3
KEIA  (+s)  5- GGA CCA AGA GAA AAC GTA GC -3

PCR-Produkt 1. Runde (Beg9/End9): 1062 bp
PCR-Produkt 2. Runde (KE1A/End9): 258 bp

Enzyme und Nukleinsduren:

Name Beschreibung Hersteller

10xPCR Buffer Puffer Amersham Pharmacia Biotech
(1ml: 500mM KCI, 15mM MgClyund 100mM Tris-HCI)

Taqg-Pol Tagq-DNA Polymerase, 5000 U/ml Amersham Pharmacia Biotech

dNTP PCR Nukleotide Mix, 10mM Amersham Pharmacia Biotech
(10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 10mM dTTP, pH 7,0)

RTase AMV-Reverse Transkriptase, 15 U/ul usb
DNase | RNase-freie DNase, 7,500 U/ml Amersham Pharmacia Biotech
Chemikalien fiir die PCR-Ansétze: Hersteller
Mineraldl usb
100% DMSO (Dimethyl- Sulfoxid) Roth
RNA-freies Wasser (Ampuwa) Fresenius Kabi
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Methode:

I11.3.2.4.1 Nachweis von B-Aktin-mRNA mittels RT-PCR mit vorherigem DNase-
Verdau

Bei der oben beschriebenen Nukleinsdure-Extraktion besteht die Gefahr, dass die
viralen Nukleinsduren (in diesem Fall RNA) sowie die zellulire RNA durch die aus
dem Zytoplasma stammenden RNasen verdaut werden. Dies flihrt unter Umstdnden
dazu, dass weitere Nachweismethoden félschlicherweise ein negatives Ergebnis
bringen.

Um sicher zu gehen, dass dies bei dem Probenmaterial nicht geschehen ist, wurde
zundchst der Nachweis der zelluldren B-Aktin-mRNA gewéhlt, die das Protein B-Aktin
kodiert, welches fiir die Struktur des Zytoskeletts eine wesentliche Rolle spielt und
dessen B-Aktin-mRNA in jeder noch intakten eukaryotischen Zelle nachweisbar ist.
Dieser Nachweis sollte also zeigen, dass das Gewebe der verwendeten Proben noch
intakt ist und dazu dienen, ein falsch negatives Ergebnis auszuschlieBBen.

Die Methode und die Sequenzen der hierfiir notwendigen Primer wurden der Arbeit von
Koopmans [61] entnommen.

Da die Gefahr besteht, dass neben der B-Aktin-mRNA ebenso genomische B-Aktin-
DNA vervielfiltigt wird, wurde zuerst ein DNase-Verdau durchgefiihrt, indem das
Ausgangsmaterial mit RNase-freier DNase behandelt wurde. Bei diesem Schritt wird
eventuell vorhandene DNA zerstort, so dass davon ausgegangen werden kann, dass nur

B-Aktin-mRNA spezifisch nachgewiesen wird.

Fiir den DNase-Verdau wurde ein Mix 1 aus 3,75 U DNase, 1 pul 10xPCR-Puffer, 6,5 pl
Wasser und 2 pl der jeweiligen Nukleinsdurelosung (Probe) erstellt und anschlieBend
im Wasserbad 1 h bei 37°C inkubiert, wobei die DNA verdaut wurde. AnschlieBend
wurde der Ansatz einem Denaturierungsschritt 3 min bei 94°C unterzogen, bei dem die
DNase inaktiviert wurde und Sekundirstrukturen der Nukleinsduren aufgelost werden
sollten.

Wihrend der Mix 1 10 min bei 45°C abgekiihlt wurde, wurde der 2. Mix fiir die RT-
PCR wie folgt in den 1. Mix pipettiert.
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Es wurden dem Reaktionsgemisch 1,5 ul 10xPCR-Puffer, 0,5 ul 10mM dNTP, je 2,5ul
10mM Primer Actin 1 und Actin 3, 1 U Tag-Pol und 3 U RTase hinzugefiigt und dann
auf ein Gesamtvolumen von 25 pl mit RNA-freiem Wasser aufgefiillt. Um einer
Verdunstung des Gemisches entgegen zu wirken wurde der Ansatz mit 30 pl Mineraldl
bedeckt.

Die Reverse Transkription wurde fiir 60 min bei 42°C durchgefiihrt, im Anschluss daran
folgten 40 Amplifikationszyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing
bei 54°C und 1 min Extension bei 72°C. AnschlieBend wurde 5 min bei 72°C inkubiert.
Die erwartete Produktlédnge betrégt 82 bp.

Die Produkte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

I11.3.2.4.2 Nachweis von Rotavirus C-RNA (Gen 5 & 6) mittels PCR

Der Nachweis von Rotavirus C wird mittels nested-RT-PCR fiir die beiden Gene 5 und
6 durchgefiihrt. Diese Methode wurde schon von Riepenhoff-Talty [89] angewandt, so
dass eine Vergleichbarkeit gewihrleistet ist. Hier konnte fiir Gen 5 eine nested-PCR und

fiir Gen 6 eine semi-nested-PCR angewendet werden.

RT-PCR fiir Rotavirus C (1. Runde)

Es wurden fiir die RT-PCR in einem Eppendorfgefd3 2,5 pl 10xPCR-Puffer, 0,5 pl
10mM dNTP, je 2,5 ul 10mM Primer C1 und C4 fiir Gen 5 bzw. Primer C36 und C34
fiir Gen 6 hinzugefiigt. Zur Vermeidung der Ausbildung von Einzelstrangsekundér-
strukturen wurden 5 % DMSO dazugegeben. Es wurden je Ansatz 2 pul
Nukleinsdurelosung verwendet und RNA-freies Wasser ad 25 pl Gesamtvolumen
hinzugefiigt. Dieses Reaktionsgemisch wurde dann im Thermocycler 3 min auf 76°C
und 30 sec. auf 90°C erhitzt, anschlieBend wurde es sofort auf Eis abgekiihlt. Nach dem
Abkiihlen und Zentrifugieren des Ansatzes wurde jeweils ein Mix aus 1 U Tag-Pol,

3 U RTase und 2 pl RNA-freies Wasser hinzugefiigt und mit 30 pul Mineraldl zur
Vermeidung einer Verdunstung iiberschichtet. AnschlieBend wurde der Ansatz

folgenden Temperaturzyklen im Thermocycler ausgesetzt:
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Die Reverse Transkription wurde fiir 60 min bei 42°C durchgefiihrt, im Anschluss daran
folgten 40 Amplifikationszyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing
bei 45°C und 1 min Extension bei 72°C. Zuletzt wurde der Ansatz weitere 10 min bei
72°C inkubiert um iiberstehende Enden des Produktes aufzufiillen.

Die erwartete Produklénge betrigt 356 bp fiir Gen 5 und 460 bp fiir Gen 6.

Die Produkte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

Rotavirus C-PCR (2. Runde)

Um sowohl die Sensitivitdt als auch die Spezifitit der PCR zu erhdhen, wurden die
PCR-Produkte einer erneuten Amplifikation mit Primern, die innerhalb des
Amplifikates liegen, unterzogen.

Dafiir wurde ein Reaktionsgemisch aus 2,5 ul 10xPCR-Puffer, 0,5 pl 10mM dNTP, je
2,5 ul 10mM Primer C2 und C3 fiir Gen 5 bzw. C34 und C35 fiir Gen 6, 1 U Tag-Pol
und 0,5 pl des Produktes der 1. PCR-Runde zusammengefiigt. Dieses Gemisch wurde
dann auf ein Gesamtvolumen von 25 pl mit RNA-freiem Wasser aufgefiillt und
ebenfalls wieder mit 30 pl Mineraldl iiberschichtet. Die Temperaturzyklen bestanden
aus 40 Zyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 45°C und

1 min Polymerisation bei 72°C und anschlieBender Inkubation von 10 min bei 72°C.
Die erwartete Produktlinge der 2. Runde betrdgt 267 bp fiir Gen 5 und 343 bp fiir Gen
6.

Die Produkte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

Nested-RT-PCR fiir Rotavirus C Gen 5 mit vorherigem DNase-Verdau

Um zu zeigen, dass RNA amplifiziert wurde und keine DNA, wurde fiir Rotavirus C
Gen 5 die RT-PCR mit vorherigem DNase-Verdau durchgefiihrt, d.h. auch hier wurde
wie bei der [B-Aktin-mRNA das Ausgangsmaterial mit RNase-freier DNase
vorbehandelt um die RNA spezifisch nachzuweisen.

Es wurde wie beim B-Aktin-mRNA-RT-PCR-Verfahren ein Mix 1 aus 3,75 U DNase,

1 pl 10xPCR-Puffer, 6,5 pl RNA-freies Wasser und 2 pl der Nukleinsdurelosung erstellt
und anschlieBend im Wasserbad 1 h bei 37°C inkubiert, wobei die DNA verdaut wurde.
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AnschlieBend wurde der Ansatz einem Denaturierungsschritt 3 min bei 94°C
unterzogen bei dem die DNase inaktiviert wurde und Sekundérstrukturen der
Nukleinsduren aufgeldst werden sollten.

Wihrend der Mix 1 10 min bei 45°C abgekiihlt wurde, wurde der 2. Mix fiir die RT-
PCR in den 1. Mix pipettiert.

Es wurden dem Reaktionsgemisch 1,5 ul 10xPCR-Puffer, 0,5 ul 10mM dNTP, je 2,5ul
10mM Primer C1 und C4, 1 U Taqg-Pol und 3 U RTase und zusitzlich 5 % DMSO zur
Vermeidung der Ausbildung von Sekundérstrukturen hinzugefiigt. Das Gemisch wurde
auf ein Gesamtvolumen von 25 pl mit RNA-freiem Wasser aufgefiillt und mit 30 pl
Mineraldl tiberschichtet.

Die Reverse Transkription wurde auch hier 60 min bei 42°C durchgefiihrt, im
Anschluss daran folgten 40 Amplifikationszyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C,
1 min Annealing bei 45°C und 1 min Extension bei 72°C mit anschlieBender Inkubation
von 5 min bei 72°C.

Die erwartete Produktlédnge betrdgt 356 bp.

Die anschlieBende nested-PCR wurde genau identisch wie beim Nachweis von
Rotavirus C Gen 5 ohne Verdau (siehe II1.3.2.4.2 Rotavirus C-PCR (2. Runde) S.40)
durchgefiihrt.

Die erwartete Produktlédnge betrdgt 267 bp fiir Gen 5.

Die Produkte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

I11.3.2.4.3 Nachweis von Rotavirus A mittels PCR

Zusitzlich zum Nachweis von Rotavirus C wurde, in Anlehnung an die Arbeit von
Riepenhoff-Talty [89], der Nachweis von Rotavirus A durchgefiihrt. Dies war
notwendig, da es uns trotz mehrfacher Anstrengung nicht moglich war, Rotavirus C-
haltiges Material als Positivkontrolle zu erhalten.

Der Nachweis wurde erstens durchgefiihrt um eventuell vorhandenes Virusmaterial im
Patientengewebe nachzuweisen, zweitens wollten wir durch den korrekten Rotavirus A-
Nachweis die Wahrscheinlichkeit erhdhen, dass auch der Rotavirus C-Nachweis mittels

PCR bei fehlender Positivkontrolle korrekt abgelaufen ist.
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Der Nachweis wurde an fiinf Proben durchgefiihrt. Es wurde die Probe 29 als
Positivkontrolle getestet, bei der bereits durch einen Antigen-Test Rotavirus A sicher
nachgewiesen werden konnte. Weiter wurden die Probe 28 sowie H,O als

Negativproben sowie die Proben 15 und 23.2 von Patienten mit EHGA getestet.

RT-PCR fiir Rotavirus A (1. Runde)

Die semi-nested-PCR fiir Rotavirus A wurde nach demselben Protokoll wie fiir das
Rotavirus C durchgefiihrt. Es wurden die fiir das Rotavirus A entsprechenden Primer
verwendet.

Es wurden in einem PCR-GefdB3 2,5 pl 10xPCR-Puffer, 0,5 ul 10mM dNTP, je 2,5ul
10mM Primer Beg 9 und End 9, 5 % DMSO, 11,35 pl RNA-freies Wasser und 2ul der
Nukleinsdurelosung angesetzt. Dieses Reaktionsgemisch wurde dann im Thermocycler
3 min auf 76°C erhitzt und 30 sec. auf 90°C, anschlielend wurde es sofort auf Eis
abgekiihlt. Nach dem Abkiihlen und Zentrifugieren des Ansatzes wurde jeweils ein Mix
aus 1 U Tag-Pol, 3 U RTase und 2 pl RNA-freiem Wasser hinzugefiigt und mit 30 pl
Mineralol bedeckt. AnschlieBend wurde der Ansatz folgenden Temperaturzyklen im
Thermocycler unterzogen:

Die Reverse Transkription wurde fiir 60 min bei 42°C durchgefiihrt, im Anschluss daran
folgten 40 Amplifikationszyklen mit je 1 min Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing
bei 45°C und 1 min Extension bei 72°C mit anschlieBender Inkubation von 5 min bei
72°C.

Die erwartete Produktlédnge betrdgt 1062 bp.

Rotavirus A-PCR (2. Runde)

Da bei der RT-PCR (Beg 9 /End9) fiir die Probe 29 eine positive Bande sichtbar war,
wurde noch eine 2. Runde (semi-nested-PCR) durchgefiihrt, um die Sensitividt und
Spezifitit zu erhdhen.

Dazu wurde wieder ein Mix aus 2,5 ul 10xPCR-Puffer, 0,5 ul 10mM dNTP, je 2,5 ul
10mM Primer KEA1 und End 9, 1 U Tag-Pol und 0,5 pl des Produktes der 1. PCR-

Runde zusammengefiigt. Dieses Gemisch wurde dann auf ein Gesamtvolumen von
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25 ul mit RNA-freiem Wasser aufgefiillt und ebenfalls wieder mit 30 ul Mineraldl
iiberschichtet. Die Temperaturzyklen bestanden wieder aus 40 Zyklen mit je 1 min
Denaturierung bei 94°C, 1 min Annealing bei 45°C und 1 min Polymerisation bei 72°C
und anschlieBender Inkubation von 5 min bei 72°C.

Die erwartete Produktlinge der 2. Runde betrdgt 258 bp und liegt zwischen der 2. und
3. Bande des 100 bp GroBenmarkers.

Die Produkte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

I11.3.2.5 Agarosegel-Elektrophorese

Material:

Name Beschreibung Hersteller
GroBenmarker (GM):

100bp 100 Base-Pair Ladder, 1pg/ul Amersham Pharmacia Biotech
DRigest I1I DNA-Léangenstandard, 1pg/ul Amersham Pharmacia Biotech
Gele:

Phast Gel Gradient 10-15  Polyacrylamid-Gele Amersham Pharmacia Biotech
Phast Gel-Pufferstreifen ~ Agarose Amersham Pharmacia Biotech
Methode:

Fiir den Gellauf wurden 3-4 pl des PCR-Produktes aus dem Cup mittels einer Pipette
vorsichtig entnommen und in die Rillen des Elektrophoresekammes pipettiert. Fiir jeden
Kamm sind maximal 5 Proben plus GréBenmarker (Ldngenstandard) mdéglich. Das
fertige Gel und die 2 Pufferstreifen wurden in das Elektrophoresegerit ,,Phast System*
eingelegt und das Kdmmchen mit den Proben vorsichtig eingesetzt. Dann wurde die

Elektrophorese nach den Angaben und dem Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
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I11.3.2.6 Silberfarbung fiir PCR-Produkte

Material: Hersteller

Chemikalien fiir die Silberfarbung:

destilliertes Wasser (H,O) Fresenius Kabi
Glutardialdehydldsung 25 % MERCK
Silbernitrat MERCK
Natriumcarbonat MERCK
Formaldehydlésung DAB 10 (35-37 Gew.% Formalin) Aug. Hedinger
Essigsédure (Eisessig) 100% MERCK
Glycerin MERCK
Trichloressigsdure MERCK
Methode:

Zur Durchfithrung der Silberfarbung mussten zuerst folgende Losungen/Chemikalien

angesetzt werden:

- 8,3 % Glutaraldehyd: 30 ml Glutadialdehdydlésung ad 90 ml H,O
- 0,5 % Silbernitrat: 200-250 mg Silbernitrat ad 100 ml H,O
- Entwickler: 12,5 g Natriumcarbonat
400 pl Formaldehyd
H,0 ad 500 ml
- 10 % Essigsdure: 50 ml Essigsdure ad 500 ml H,O
- Konservierer: 50 ml Essigsdure
50 ml Glycerin

H,0 ad 500 ml

20 % Trichloressigsdure: 200 g Trichloressigsdure ad 1000 ml H,O
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Die Silberfarbung wird ebenfalls in dem Gerét ,,Phast System* durchgefiihrt. Hierfiir
wird das Gel nach der Elektrophorese in die Silberfirbekammer eingelegt.
Die Farbung wird mittels eines Programms gestartet und nach dem Schema in Tabelle 3

automatisch durchgefiihrt: Dauer ca. 40-45 min

Tab.3  Arbeitsschritte der Silberfarbung der Gele im ,,Phast System*

Schritt Losungen Zeit in min | Temperatur in

°C
1. 20 % Trichloressigsdure 5 20
2. 8,3 % Glutaraldehyd 5 50
3. destilliertes Wasser 2 50
4, destilliertes Wasser 2 50
5. destilliertes Wasser 2 50
6. 0,5 % Silbernitrat 8 40
7. destilliertes Wasser 0,5 30
8. destilliertes Wasser 0.5 30
9. destilliertes Wasser 0.5 30
10. Entwickler 4 30
11. Entwickler 2 50
12. 5 % Essigsdure 3 50
13. Konservierer 3 50

Nach Abschluss der Silberfairbung wird das Gel aus dem Gerdt entnommen und
getrocknet. Die Produkte und die Groflenmarker sind nun als geschwirzte Banden

sichtbar.
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VI ERGEBNISSE

IV.1 Ergebnisse der routinemiflig durchgefiihrten nested-PCR aus dem Labor

des Instituts fiir Pathologie der Universititsklinik Tiibingen

Tab. 4  Tabellarische Darstellung der PCR-Ergebnisse aufgefiihrt nach Patienten und
untersuchten Virustypen
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Bei allen 23 Patienten konnte die GAPDH, mittels der RT-PCR, regelrecht dargestellt
werden. Sie dient als Beleg fiir die Isolierung strukturell intakter und amplifizierbarer

Nukleinsauren.

Wie aus der Tabelle 4 (S.46) ersichtlich ist, sind die meisten Ergebnisse negativ
ausgefallen. Das bedeutet, es konnte molekularbiologisch kein Hinweis fiir eine virale
Infektion des wuntersuchten Materials in den durchgefiihrten nested-PCR-

Untersuchungen gefunden werden.

Die Untersuchung ergab nur 3 positive Ergebnisse fiir CMV sowie 2 positive Fille fiir

EBYV, die im Folgenden noch ausfiihrlich kommentiert werden.

Patient 7: Die PCR ergab einen positiven Befund mit dem Nachweis von humanen
Cytomegalievirus (CMV)-spezifischen DNA-Sequenzen. Sie lieen sich am nativen
sowie am Formalin-fixierten Lebergewebe nachweisen. Damit ist die CMV-Infektion
der Leber bestdtigt. Auch in den peripheren Lymphozyten aus EDTA-Blut konnte
molekularbiologisch mittels PCR eine CMV-Infektion nachgewiesen und somit eine

systemische Infektion mit CMV bestétigt werden.

Patient 8: Die PCR ergab den Nachweis von Epstein-Barr-Virus (EBV)-spezifischen
DNA-Sequenzen. Dieser molekularbiologische Nachweis einer EBV-Infektion kann
einerseits einen Restbefund nach erfolgter EBV-Infektion darstellen, zum anderen,
wenn sich serologische oder klinische Hinweise ergeben, auch im Zusammenhang mit

einer akuten oder kiirzlich erfolgten EBV-Infektion zu sehen sein.

Patientin 13: Die PCR, die an dem nativen Gewebe der Leber durchgefiihrt wurde,
ergab den Nachweis von Epstein-Barr-Virus (EBV)-spezifischen DNA-Sequenzen. Dies
belegt eine EBV-Infektion der Patientin und kann, sofern klinischerseits kein Verdacht
auf eine akute oder kiirzlich zuriickliegende EBV-Infektion vorliegt, ein Hinweis fiir

eine EBV-Reaktivierung sein.
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Patientin 18: Nachweis von humanen Cytomegalievirus (CMV)-spezifischen DNA-
Sequenzen in relativ niedriger viraler Kopienzahl, da sich das CMV-spezifische
Amplifikat erst nach Durchfiilhrung der zweiten (nested) PCR gelelektrophoretisch
darstellen ldsst. Dieser Nachweis einer CMV-Infektion der Leber in relativ niedriger

viraler Kopienzahl ist vereinbar mit einer konatalen CMV-Infektion.

Patientin 27: Die am Leberbiopsat durchgefiihrten nested-PCR-Untersuchungen
ergaben den Nachweis von CMV-spezifischen DNA-Sequenzen in niedriger viraler
Kopienzahl. Der Befund ist vereinbar mit einer geringgradig ausgeprigten CMYV-

Reaktivierung. Hinweise fiir eine weitere Infektion fanden sich nicht.

Tab.5  Anzahl der auf jeden einzelnen Virustyp getesteten Patientenproben

Anzahl der
Virus getesteten Positiv Negativ
Patienten
CMV 22 3/22 19/22
EBV 23 2/23 21/23
HSV 1 15 0 15/15
HSV 2 15 0 15/15
HHV 6 8 0 8/8
VZV 6 0 6/6
HBV 21 0 21/21
HCV 21 0 21/21
HGV 15 0 15/15
ADV 16 0 16/16
EV 11 0 11/11
Cox A 2 0 2/2
Cox B 2 0 2/2
ECHO 2 0 2/2
RSV 1 0 1/1
PVB 19 8 0 8/8

IV.2 Statistische Auswertung
Eine statistisch mathematische Auswertung ist nach Aussage des Instituts fiir

Medizinische Biometrie der Universitét Tiibingen nicht moglich, da die Fallzahl, der auf

die verschiedenen Viren untersuchten Proben, zu gering ist.
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IV.3 Ergebnisse der nested-RT-PCR aus dem Labor der Kinderchirurgie der

Universititsklinik Tiibingen

Tab. 6  Tabellarische Darstellung der PCR-Ergebnisse aufgefiihrt nach Patienten und
untersuchten Virustypen
Patient (P) p-Aktin- | Rotavirus C | Rotavirus C | Rotavirus C | Rotavirus A
mRNA Gen 5 Gen 5 Gen 6
mit DNase- mit DNase-
Verdau Verdau

4 pos. unspez.

6 pos. neg.

7.1 pos. neg.

7.2 pos. neg.

9 pos. unspez.

10 neg. unspez. neg.

11 neg. neg. neg.

12 pos. neg.

14 pos. unspez. neg.

15 pos. pos. neg. unspez. neg.

17 pos. pos. neg. neg.

18 pos. unspez.

19 unspez. neg. neg.

20 neg. unspez. neg.

22 pos. neg. neg.

231 pos. pos. neg. neg.

23.2 poSs. unspez. neg. neg.

24 pos. unspez. neg. neg.

25 unspez. neg. neg.

26 pos. unspez. neg.

27 pos. neg. unspez.

28 pos. unspez. neg. neg.

29 pos. unspez. neg. pos.
Probe 28:  Vollblutprobe eines klinisch gesunden erwachsenen freiwilligen Probanden als
interne Positivkontrolle fiir vorhandene B-Aktin-mRNA und als Negativkontrolle fiir den
Virusnachweis
Probe 29:  Stuhlprobe eines an Rotavirus-Enteritis erkrankten Kindes mit positivem

Rotavirus-Antigen-Nachweis im Stuhl als Positivkontrolle fiir Rotavirus A

neg.: negatives Ergebnis
pos.: positives Ergebnis
unspez.: unspezifische Schmierbanden
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IV.3.1 Ergebnisse der nested-RT-PCR fiir p-Aktin-mRNA mit DNase-Verdau

800 bp

400 bp

ggg E: PCR- Produkt
100 bp— bei 82 bp

Primer- Dimere

GM 1523.1 22 23.2 24
100 bp

Abb. 9 Elektrophoresegel der Produkte flir B-Aktin-mRNA, Spalte 1: GroBenmarker,
Spalte 2-6: Patientenproben Nr. 15, 23.1, 22, 23.2 und 24

Bei 18 von 23 getesteten Patientenproben konnte das PCR-Produkt fiir f-Aktin-mRNA
mit einer Grole von 82 bp eindeutig positiv nachgewiesen werden, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass diese Proben intaktes Gewebe enthalten und fiir die
Untersuchung geeignet waren.

Bei zwei der Proben konnten nur unspezifische Banden dargestellt werden. Hier muss
davon ausgegangen werden, dass die Proben keine B-Aktin-mRNA enthielten.

Das gleiche gilt flir 3 weitere Proben, die eindeutig negative Ergebnisse zeigten.

Die unspezifischen bzw. negativen Ergebnisse korrelierten nicht mit der Menge des
jeweils verwendeten Probenmaterials.

Als Negativkontrolle diente eine Probe mit H,O.

Die in der Abbildung 9 sichtbaren Primer-Dimere entstehen durch die verwendete Taqg-
Polymerase, die bereits bei Raumtemperatur aktiv wird und es somit zu
Wechselwirkungen zwischen den Primern kommt. Die durch die unspezifische
Anlagerung entstandenen Primer-Dimere haben eine GroBe, die nicht ganz der

doppelten Primerlédnge entspricht.
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IV.3.2 Ergebnisse der nested-RT-PCR fiir das Gen 5 des Rotavirus C

GM 23.1 22 23.2 28H,0
DRigest
n

Abb. 10 Elektrophoresegel der Produkte fiir Rotavirus C Gen 5, Spalte 1: Groenmarker,
Spalte 2-5: Patientenproben Nr. 23.1, 22, 23.2 und 28,
Spalte 6: H,O als Negativkontrolle

Von den 20 getesteten Proben waren 6 eindeutig negativ bei positivem B-Aktin-mRNA-
Nachweis.

Elf der Proben wiesen unspezifische Banden auf, wobei bereits bei zwei dieser Proben
der B-Aktin-mRNA-Nachweis negativ ausfiel. Somit kann man bei diesen 2 Proben das
Ergebnis nur eingeschrinkt verwerten, da eine eventuell vorhandene Rotavirus-RNA
genauso zerfallen sein konnte wie die B-Aktin-mRNA der Probe und sich so der
Nachweismethode entzogen hiitte.

Dies bedeutet, dass nur bei den anderen neun Proben mit positivem [-Aktin-mRNA-
Nachweis, die unspezifischen Banden als negativer Virusnachweis verwertet werden
kann.

Bei drei Proben zeigte sich eine positive Bande zwischen zwischen dritter und fiinfter
Bande des GroBenmarkers (sieche Abbildung 10, Probe Nr. 23.1). Um dieses Ergebnis
zu tberpriifen, wurde die PCR mit einem vorhergehenden DNase-Verdau wiederholt.

Als Negativkontrolle diente eine Probe mit H,O.
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IV.3.3 Ergebnisse der nested-RT-PCR fiir das Gen 5 des Rotavirus C mit DNase-
Verdau

Bei 3 Proben wurde bei dem Nachweis von Rotavirus C Gen 5 ein positives Ergebnis
mittels RT-PCR erzielt. Da sich dieses Ergebnis auch ohne reverse Transkriptase
(RTase) wiederholte, musste man davon ausgehen, dass es sich bei den amplifizierten
Nukleinsduren nicht um RNA sondern um DNA handelt, die das Rotavirus nicht
enthalt.

Um diese Vermutung zu bestdtigen wurde erneut eine PCR durchgefiihrt, der ein
DNase-Verdau vorangestellt wurde, um eventuell vorhandene DNA zu zerstoren.

Wie erwartet, stellten sich nun negative Ergebnisse ein, womit bestétigt werden konnte,
dass die zunéchst positiven Ergebnisse durch DNA verursacht waren und nicht durch
die im Rotavirus enthaltene RNA. Somit konnte auch in diesen drei Proben kein
Rotavirus C nachgewiesen werden.

Die RT-PCR mit DNase-Verdau wurde ebenfalls bei 3 Proben angewendet, die fiir
Rotavirus C Gen 5 unspezifische Banden aufwiesen. Damit konnte ein eindeutig
negatives Ergebnis festgestellt werden.

Ebenso ergab sich ein negatives Resultat bei 3 Proben, fiir die schon der B-Aktin-
mRNA-Nachweis negativ ausfiel.

Als Negativkontrolle diente eine Probe mit H,O.
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IV.3.4 Ergebnisse der nested-RT-PCR fiir das Gen 6 des Rotavirus C

GM 17 22 23.1 23.2H.O
100 bp

Abb. 11 Elektrophoresegel der Produkte fiir Rotavirus C Gen 6, Spalte 1: Groenmarker,
Spalte 2-5: Patientenproben Nr. 17, 22, 23.1 und 23.2,
Spalte 6: H,O als Negativkontrolle

Bei 12 der 14 Proben zeigte sich ein eindeutig negatives Ergebnis, wobei auch hier
bereits bei 5 Proben keine intakte f-Aktin-mRNA nachgewiesen werden konnte. Dies
schrankt wieder die Aussagekraft des Ergebnisses ein.

Unspezifische Banden bei ca. 120 bp zeigten sich bei 2 Proben. Da das zu erwartende
Produkt bei 343 bp liegt und somit deutlich ldanger ist, war das Ergebnis negativ.

Als Negativkontrolle diente eine Probe mit H,O.
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IV.3.5 Ergebnisse der nested-RT-PCR fiir Rotavirus A

800 bp

400 bp-_ = | PCR- Produkt
300 bp g bei 258 b
200 bp— % ° P

it e

GM 29 15 23.2 28 H,O
100 bp

Abb. 12 Elektrophoresegel der Produkte fiir Rotavirus A, Spalte 1: Grolenmarker,
Spalte 2-5: Patientenproben Nr. 29, 15, 23.2 und 28,
Spalte 6: H,O als Negativkontrolle

Der Nachweisversuch fiir Rotavirus A wurde an 2 Patienten mit EHGA durchgefiihrt.
Als Negativkontrollen dienten eine Probe mit H,O sowie die Probe eines gesunden
Probanden.

Bei allen 4 Proben waren die Ergebnisse negativ.

Nur bei der verwendeten Rotavirus A-Positivkontrolle (Proben Nr.29) zeigte sich bei
der RT-PCR, wie erwartet, eine positive Bande bei ca. 1062 bp. Bei der darauf
folgenden nested-PCR konnte das positive Ergebnis bestétigt werden (sieche Abbildung
12, Probe Nr. 29), da dass Produkt nun zwischen der 2. und 3. Bande des
GroBenmarkers, d.h. bei einer GroBe von 258 bp lag.
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V  DISKUSSION

V.1 Diskussion der eigenen Ergebnisse im Lichte einer Methodenkritik

V.1.1 Methodenkritik und Beurteilung der Zuverlissigkeit der Untersuchungen

aus dem Institut fiir Pathologie der Universitatsklinik Tiibingen

Fiir die vorliegenden Untersuchungen wurde die schon mehrfach erwédhnte nested-PCR
verwendet, die als sehr sensitive Methode fiir den Nachweis viraler Nukleinsduren gilt.
Der Vorteil der nested-PCR gegeniiber der Standard-PCR wurde im Kapitel ,,Material
und Methoden* (S.25) erklart.

Zur Optimierung des Verfahrens wurden folgende Richtlinien beachtet:

1.) Es ist bekannt, dass die PCR-Diagnostik am Formalin-fixierten Material eine
deutlich geringere Sensitivitit gegeniiber der aus dem nativen Gewebe aufweist.

2.) Um Kontaminationen zu vermeiden wurden die einzelnen Schritte der PCR in
separaten Rdumen des Labors durchgefiihrt.

3.) Um die Qualitdt der Methode zu sichern wurde bei jedem Durchgang sowohl eine
Positiv- als auch eine Negativkontrolle durchgefiihrt. Die regelrechte Darstellung der
GAPDH  (Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase) nach  RT-PCR, die als
Positivkontrolle dient, gilt als Beleg fiir die Isolierung strukturell intakter und damit
amplifizierbarer Nukleinsduren und konnte bei jeder Patientenprobe erfolgreich
dargestellt werden.

4.) Kritisch muss die lange Aufbewahrungszeit des Gewebematerials bei -80°C
betrachtet werden, da bei diesen Bedingungen im Laufe der Zeit RNA-Degradationen
auftreten konnen. Durch die lange Lagerung kann auch nicht ausgeschlossen werden,
dass keine Temperaturschwankungen stattgefunden haben, die das Material eventuell
teilweise aufgetaut haben konnten. Aus praktischen Griinden wurden die
Untersuchungen im Institut fiir Pathologie aber nur durchgefiihrt, wenn geniigend

Gewebematerial gesammelt war.
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V.1.2 Beurteilung der Untersuchungen im Labor der Kinderchirurgie der

Universititsklinik Tiibingen

Die hohe Sensitivitdt der PCR fiihrt zur Anfélligkeit gegeniiber Kontamination. Somit
kann es schon bei geringer Verunreinigung z.B. durch unsteriles Arbeiten zu falsch
positiven Ergebnissen kommen. Deshalb ist sorgfiltiges Arbeiten unter

Vorsichtsmaflnahmen angezeigt [62].

Folgende VorsichtsmaBBnahmen wurden beachtet:

1.) Um eine Kontamination erkennen zu konnen, ist es sinnvoll eine Negativkontrolle
mitzufiihren [96], eine MaBnahme, die bei jedem Versuch angewandt wurde.

2.) Um die Amplifikation der Nukleinsduren zu verbessern wurde dem PCR-Ansatz das
PCR-Additivum DMSO hinzugefiigt, welches das Schmelzverhalten der Nukleinsdure
verandert und somit die Ausbildung storender Einzelstrangsekundirstrukturen
unterdriickt [96].

3.) Da in dieser Arbeit zunédchst sichergestellt werden sollte, dass die verwendeten
Proben intaktes Material enthalten, wurde der Nachweis von B-Aktin-mRNA dem
Virusnachweis vorangestellt. So konnte {iiberpriift werden, ob ein negativer
Virusnachweis durch zerstortes Probenmaterial oder durch tatséchliches Fehlen von
Virus-RNA in der Probe zustande gekommen ist. Die Ergebnisse wurden somit durch
eine zweite Methode abgesichert.

Leider konnte in dieser Arbeit bei 5 Proben keine B-Aktin-mRNA nachgewiesen
werden. Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass Einzelstrang-mRNA wiahrend des
PCR-Ablaufs nicht so stabil ist wie Doppelstrang-RNA und moglicherweise zerfillt, so
dass auch bei negativem [-Aktin-mRNA-Nachweis ein positiver Virusnachweis
(Doppelstrang-RNA) moglich ist [125].

Andererseits konnte es sich aber auch um zerstortes Probenmaterial handeln, so dass der
darauf folgende negative Virusnachweis nur eingeschriankt zu verwerten ist.

Es gibt verschiedene Mdoglichkeiten, die ursdchlich fiir den schlechten Zustand einiger
Proben sein konnten. Eventuell enthielten einige Proben zu wenig Material und/oder die
Handhabung der Proben sowie deren Lagerung konnte zur Beschiddigung der RNA
durch autolytische Prozesse oder Dehydrierung der Proben gefiihrt haben. Dariiber
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hinaus ist fraglich, ob bei einer abgelaufenen Infektion mit dem Virus eine
Viruspersistenz iiber eine ldngere Zeit im Probenmaterial moglich ist. Auch in diesem
moglichen Verlust von Virusmaterial kann eine Fehlerquelle fiir falsch negative
Ergebnisse liegen. Eine andere Moglichkeit ist, dass die Viruslast des verwendeten
Probenmaterials fiir die angewandte Untersuchungsmethode zu gering ist und unter der
Nachweisgrenze fiir dieses Verfahren liegt, so dass es auch so zu falsch negativen
Ergebnissen kommen kann. Die hohe Sensitivitit der angewandten Methode kann beim
Nachweis von Nukleinsduren dazu fithren, dass nicht nur RNA sondern
falschlicherweise DNA-Fragmente amplifiziert werden, was dann zu unspezifischen
bzw. falsch positiven Ergebnissen fiihren kann. Dies wurde in dieser Arbeit umgangen,
indem man den entsprechenden Proben beim pB-Aktin-mRNA-Nachweis und dem
Nachweis von Rotavirus C Gen 5 eine DNase-Verdau vorangestellt hat.

In dieser Arbeit wurde fiir den Nachweis von Gen 5 des Rotavirus C die nested-PCR
verwendet. Fiir das Gen 6 des Rotavirus C sowie fiir den Nachweis des Rotavirus A
wurde jeweils nur die semi-nested PCR durchgefiihrt, die weniger sensitiv ist als die
nested-PCR, da nur ein weiterer Primer innerhalb des 1. Primerpaares ansetzt und nicht
ein 2. Primerpaar wie bei der nested-PCR. Diese Verfahrenswahl wurde bewusst
durchgefiihrt, da im Versuch dieselben Primer verwendet wurden wie in der Arbeit von
Riepenhoff-Talty [89]. Ziel war es, mit ihren Ergebnissen einen Vergleich herzustellen.
Mit dem beschriebenen Verfahren kénnen die Ergebnisse der beiden Untersuchungen
besser verglichen werden.

Bei 14 von 23 Proben wurde Rotavirus C sowohl auf Gen 5 als auch auf Gen 6
untersucht. Die Tatsache, dass fiir beide Gene immer dasselbe Ergebnis erzielt wurde
schlieft eine Kontamination aus und spricht flir den korrekten Ablauf der Methode.

Die anderen Proben konnten nur auf ein Gen untersucht werden, da fiir eine weitere
Testung zu wenig Probenmaterial vorhanden war.

Die Aussagekraft der Ergebnisse ist auch dadurch eingeschrinkt, dass keine gesunde
Kontrollgruppe untersucht wurde. Die Ergebnisse einer Kontrollgruppe hétten den
Ergebnissen aus den Patientenproben gegeniibergestellt werden konnen. Diese
vergleichende Untersuchung war aber aus ethischen Griinden nicht moglich, da es sich
bei der Probenentnahme durch eine Leber-PE um ein invasives, risikobehaftetes

Verfahren handelt.
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Ebenfalls muss in Frage gestellt werden, ob Biopsien aus dem Leberparenchym als
Probenmaterial fiir die Fragestellung geeigneter gewesen wére als Exzidate aus der
Leberpforte. Bei manchen Patienten konnte zwar auf Leberbiopsien zuriickgegriffen
werden, bei anderen waren jedoch nur Exzidate aus der Leberpforte vorhanden.

Die Interpretation der ausschlieBlich negativen Ergebnisse ist auch wegen der geringen
Fallzahl schwierig. Hier konnte sich, statistisch gesehen, der Fehler 2. Art
eingeschlichen haben. Das bedeutet, dass bei einem gréferen Patientengut (als dem
vorhandenen) moglicherweise positive Ergebnisse erschienen wéren.

Durch die in der Arbeit verwendetet Taq-Polymerase, die bereits bei Raumtemperatur
aktiv ist, kann es zur Bildung von Primer-Dimeren kommen, die als storende
Nebenprodukte die PCR beintrachtigen kdnnen [96].

Zusitzlich zum Nachweis von Rotavirus C wurde in Anlehnung an die Arbeit von
Riepenhoff-Talty [89] der Nachweis von Rotavirus A durchgefiihrt. Dies war
notwendig, da es uns trotz mehrfacher Anstrengung nicht méglich war, Rotavirus C-
haltiges Material als Positivkontrolle zu erhalten.

Der Nachweis wurde erstens durchgefiihrt um eventuell vorhandenes Virusmaterial im
Patientengewebe nachzuweisen, zweitens wollten wir durch den korrekten Rotavirus A-
Nachweis die Wahrscheinlichkeit erhohen, dass auch der Rotavirus C-Nachweis mittels
PCR bei fehlender Positivkontrolle korrekt abgelaufen ist.

Die eindeutigen Ergebnisse der Positivkontrolle fiir Rotavirus A sowie der Nachweis
von B-Aktin-mRNA erhéhen die Wahrscheinlichkeit, dass auch die PCR fiir Rotavirus
C korrekt abgelaufen ist, da die PCR-Ablédufe bis auf die Anwendung unterschiedlicher
Primer identisch sind. Durch den Nachweis von Rotavirus A in der Positivkontrolle
kann angenommen werden, dass die Extraktionsmethode richtig durchgefiihrt wurde
und damit die Rotavirus-RNA zuverlédssig gewonnen wurde. Auch die stets negativen

Ergebnisse der Negativkontrollen bestétigen die Verlésslichkeit der Methode.

Im Folgenden soll noch einmal zusammengefasst werden, welche methodischen Mangel
das Ergebnis positiv oder negativ beeinflussen konnten:

- zu geringe Anzahl der Proben

- zu wenig Probenmaterial

- Gewebematerial, das fiir die Fragestellung nicht geeignet ist
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- Schéddigung des Probenmaterials durch Lagerung oder Handhabung
- zu geringe Viruspersistenz oder Viruslast fiir angewandte Nachweismethode

- fehlerhaftes Arbeiten oder Kontamination

V.2 Vergleich der eigenen Ergebnisse mit der Infektionsrate kongenitaler

Virusinfektionen des Kollektivs aus der Literatur

Eine statistisch mathematische Auswertung ist nicht moglich, da die Fallzahl, der auf
die verschiedenen Viren untersuchten Proben, zu gering ist. Beim Versuch einer
statistischen Auswertung wire die Beurteilung der Ergebnisse stark durch den Fehler 2.
Art gefdhrdet. Dies bedeutet, dass bei einer zu geringen Probandenanzahl
moglicherweise ein Zusammenhang hergestellt wird, der bei Untersuchungen eines
grofBeren Kollektivs relativiert bzw. widerlegt werden wiirde.

Die Testung auf die Viren HSV 1, HSV 2, HHV 6, VZV, HBV, HCV, HGV, ADV, EV,
Cox A, Cox B, ECHO, RSV, PVB 19, Rotavirus A und C (siche Tabelle 4, S.46 sowie
Tabelle 6, S.49), bei denen ausschlieBlich negative Ergebnisse erzielt wurden, geben
keinen Anhalt fiir einen moglichen Zusammenhang zwischen Infektion mit dem
jeweiligen Virus und der Entstehung der EHGA.

Die beiden Virusarten (CMV und EBV), fiir die in der eigenen Untersuchung einige
wenige Proben positiv waren, werden schon im Zusammenhang mit dem Begriff
,»TORCH* (Toxoplasmose, Other (VZV, Hepatitis B, EBV, Listeriose, Syphilis, etc.),
Roteln, Cytomegalie, Herpes simplex) genannt, der die Viren und Mikroorganismen
zusammenfasst, die durch eine pri- und perinatale Infektion das Kind moglicherweise
schddigen konnen [33]. Nun sollen die eigenen positiven Ergebnisse in %-Angaben mit
der jeweiligen Inzidenz von kongenitaler CMV- bzw. EBV-Infektion aus der Literatur

verglichen werden (Diagramm 1).
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Vergleich der eigenen Ergebnisse mit den
Infektionsraten des Kollektivs aus der Literatur
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Diagramm 1  Vergleich der eigenen positiven Ergebnisse in % mit der jeweiligen
Infektionsrate von kongenitaler CMV- bzw. EBV-Infektion aus der Literatur

Das CMV verursacht die héufigste kongenitale Infektion [33]. Bei Geburt ist
durchschnittlich 1 % aller lebendgeborener Kinder mit diesem Virus infiziert. Beziiglich
der Infektionsrate geht man von Werten zwischen 0,2 bis 2,4 % aus [34, 37, 46, 92].
Von diesen Infektionen bleiben jedoch iiber 90 % der infizierten Neugeborenen
asymptomatisch [46].

In der eigenen Arbeit lag die Rate der CMV-Infektionen bei 13,6 % und somit deutlich
hoher als die in der Literatur angegeben Zahlen und kann somit als Ursache der EHGA
(durchaus) in Betracht gezogen werden.

Fiir das EBV gibt es beziiglich kongenitaler Infektion nur einzelne Fallberichte [34, 39,
53]. Wie aus dem Diagramm 1 ersichtlich, lag die Rate der positiven Ergebnisse in
dieser Arbeit bei 8,7 % und ist wiederum deutlich hoher als in der Literatur.
Problematisch ist jedoch, dass die Zeitspanne zwischen Geburt und Probenentnahme bei
diesen 2 positiven Proben sehr gro3 war (nach 13 und ca. 6 Jahren). Zu beachten ist,
dass ab dem Kindesalter die Durchseuchung mit EBV beginnt [34] und somit keine
Aussage iiber den Infektionszeitpunkt mehr getroffen werden kann. Aus diesem Grund

ist es schwierig, eine Kausalitit von EBV fiir die Genese der EHGA nachzuweisen.
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V.3 Diskussion der in der Literatur berichteten Ergebnisse zur viralen Genese

der EHGA, das Pro und Contra

Wie in der Einleitung dieser Arbeit bereits erwihnt, wird die Atiologie und Pathogenese
der Extrahepatischen Gallengangsatresie (EHGA) in der Literatur unter verschiedenen
Aspekten diskutiert.

Alle relevanten Theorien wurden im Kapitel I (S.7-20) beriicksichtigt:

1.) die Theorie von einer genetische Ursache und Assoziation der EHGA mit
chromosomalen Anomalien, 2.) die Theorie der immunologischen Genese. 3.) die
Theorie der toxisch bedingten Genese, 3.) die Genese der EHGA als Folge einer
Infektion, 4.) die Theorie der Entstehung der EHGA als Folge einer lokalen Ischidmie,
5.) EHGA als Folge einer embryonalen Fehlentwicklung, 6.) die Theorie vom Einfluf3

von Wachstumfaktoren auf Proliferation und Obliteration der Gallenginge.

Die Ergebnisse der Autoren, die einen ursdchlichen Zusammenhang von
Virusinfektionen und der Extrahepatischen Gallengangsatresie annehmen, wurden in
der Tabelle 1 (S.16-18) zusammengefasst und sortiert.

Dabei wurden nur Studien aus dem Zeitraum von 1994-2004 beriicksichtigt. Die
Studien, in denen die Virusart nicht explizit genannt wurden, muften von dieser
Zusammenstellung (Tabelle 1, S.16-18) ausgeschlossen werden.

Die in der Tabelle 1 (S.16-18) aufgeschliisselten Literaturergebnisse sollen hier

chronologisch diskutiert werden.

1994 untersuchte A-Kader [1], die mogliche Rolle von Hepatitis-C-Virus-Infektionen in
der Pathogenese von pidiatrischen hepatobilidren Erkrankungen, insbesondere der
EHGA. In ihrer Studie wurden 25 diagnostizierte EHGA-Patienten, die einer
Hepatoenterostomie nach Kasai unterzogen wurden, sowie 28 Patienten mit anderen
Lebererkrankungen, unter anderem & mit neonataler Hepatitis, erfasst. Die
Kontrollgruppe bestand aus 42 gesunden ,age-matched“ Kindern. Als
Untersuchungsmaterial diente das den Patienten und Probanden entnommene Serum.
Die Proben wurden mit Hilfe eines ELISA-1 und eines Immunoblot RIBA II auf die
Anwesenheit von anti-HCV ,,gescreened. ELISA-1 weist Antikorper gegen ein Nicht-
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Struktur-Protein (c-100c¢) nach und RIBA II erfasst Antikorper gegen das Core-Protein
(c22) sowie ebenfalls 3 Nicht-Struktur-Proteine (c-100c, 5-1-1 und ¢33). Bei 10
Kindern der EHGA-Gruppe wurde zusétzlich eine 1. Schritt-PCR-Technik angewandt,
mit welcher der Nachweis von HCV-RNA mdglich ist. Wie aus der Tabelle 1 (S.16)
ersichtlich ist, kam A-Kader [1] zu folgendem Ergebnis: Von den 25 EHGA-Patienten
konnte mit Hilfe des ELISA-1 nur eine Probe seropositiv auf anti-HCV getestet werden.
Bei den 28 Proben der Patienten mit anderweitigen Lebererkrankungen stellte sich
viermal ein positives Ergebnis ein. Die Proben der Kontrollpatienten sowie die der
PCR-Gruppe waren génzlich negativ. Die anti-HCV positiven Proben wurden erneut
mit dem RIBA II getestet um den positiven Befund zu bestétigen. Die positiven Tests
des ELISA-1 konnten jedoch in keinem der 5 Proben bestitigt werden. Sie waren alle
negativ. Eine Erkldrung hierfiir konnte eine hohere Spezifitit von RIBA II und PCR
sein. A-Kader [1] kommt aufgrund seiner Ergebnisse zu dem Schluss, dass das
Hepatitis-C-Virus keine Rolle bei der Entstehung der EHGA spielt. Die
Zuverldssigkeit der Ergebnisse wird durch die Anwendung zweier unterschiedlicher
Testverfahren verbessert. Zu kritisieren ist jedoch, dass nicht bei allen Proben eine PCR
angewendet wurde, die eine hohere Sensitivitdt aufweist. Zusétzlich konnte dieses
Verfahren durch Verwendung einer nested-PCR noch weiter sensitiviert werden.
Aufgrund der fehlgeschlagenen Bestdtigungsversuche der positiven Proben konnte es

sich hierbei auch um Verfahrensfehler handeln.

1995 versuchte Steele [115] einen moglichen Zusammenhang zwischen der Prisenz von
Reovirus Typ 3 und cholestatischen Lebererkrankungen bei Kindern nachzuweisen. Als
Methode verwendete sie eine RT-PCR-Technik. Als Proben dienten archivierte
Formalin-fixierte in Paraffin-gebettete Leberproben von 50 Kindern. Diese wurden im
Zeitraum von 1985-1992 mittels perkutaner Nadelbiopsie oder offener Biopsie
entnommen. Unter den Proben waren 14 mit EHGA, 20 mit idiopathischer neonataler
Hepatitis sowie 16 Proben von ,age-matched“ Kontrollpatienten, die andere
Erkrankungen wie z.B. a-1-Antitrypsinmangel, Hydrops fetalis, Zystische Fibrose
aufwiesen. Fiir die nested-PCR wurden Primer verwendet, die spezifisch das M3-
Genomsegment vervielfiltigen, sowie ein 2. Primerpaar, welches das humane Albumin-

Gen amplifiziert. Die Auswahl des M3-Genomsegmentes spielt eine wichtige Rolle, da
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flir mehrere andere Genomsegmente (wie S1, S4, M4, L1, L3) eine erhohte
Mutationsrate bekannt ist, die mit der Persistenz von viralen Infektionen einhergeht.
Das M3-Genomsegment codiert die Sequenz fiir ein Protein, das fiir virale Replikation
von Bedeutung ist. Die Reaktionsbedingungen des Experiments wurden durch Versuche
an infiziertem Maiausegewebe sowie an priserviertem menschlichen Lebergewebe
optimiert. Die PCR-Produkte wurden durch Gelelektrophorese und Southern Blot-
Analyse identifiziert. Steele [115] kam zu folgenden Ergebnissen: keine der 50 Proben
konnte positiv getestet werden. Bei einer Leberprobe eines Kindes mit EHGA wurde
durch das Southern Blot-Verfahren zunichst ein positives Ergebnis erzielt. Dieses
Ergebnis wurde jedoch durch weitere Tests am selben Praparat widerlegt. Desweiteren
wurden 8 Gallengangsgewebeproben von Kindern mit EHGA sowie 1 Probe von einem
Kind mit Choledochuszyste mittels RT-PCR auf Reovirus Typ 3-RNA untersucht. Auch
hier konnte kein Beweis fiir die Anwesenheit reoviraler M3-RNA erbracht werden.
Aufgrund ihrer Ergebnisse geht Steele [115] davon aus, dass es keinen
Zusammenhang zwischen Reovirus 3 und neonatalen Lebererkrankungen gibt.
Auffillig ist hier die vorhergehende Optimierung der verwendeten Methoden am
Tiermodell, was deren Verldsslichkeit erhoht. Zusatzlich wurde bei einer weiteren
Gruppe eine nested-RT-PCR an Gallengangsgewebe angewendet, welche die
Ergebnisse aus der Untersuchung der Leberproben unterstiitzt. Abschliefend kann
gesagt werden, dass die Auswahl, die Vorbereitung sowie die Durchfiihrung der

Methoden ein hohes Mal an Zuverlassigkeit gewéhrleistet.

Tarr [122] griff 1996 eine mogliche virale Atiologie durch eine CMV-Infektion als
urséchliches Agens einer EHGA auf. Thre 21 Patienten wurden alle mit der gesicherten
Diagnose EHGA im Zeitraum vom 1. Juli 1989 bis 31. Dezember 1993 entlassen. An
diesem Patientengut wurde die Héufigkeit einer gleichzeitig bestehenden CMV-
Infektion evaluiert. Um die Diagnose einer CMV-Infektion zu sichern, wurde das Virus
entweder aus Kulturen von Urin (11 Patienten), Blut (1 Patient) oder Leber (1 Patient)
isoliert oder spezifische I[gM-Antikorper mit einem Western Blot nachgewiesen (bei 10
der 21 Patienten). Bei 5 der 21 Patienten konnte mit den eben genannten Methoden eine
CMV-Infektion diagnostiziert werden, dies entspricht einer Rate von 24 % aller hier

genannten EHGA-Fille. Die 5 positiven Fille verteilten sich wie folgt auf die
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unterschiedlichen Nachweismethoden: serologischer Nachweis (n= 1), kultureller
Nachweis (n= 3) und serologisch sowie kultureller Nachweis (n= 1). Bei den 5 positiven
Patienten, die alle weiblich waren, konnten histologisch im Leberbiopsat mittels
Lichtmikroskop keine CMV-transformierten Zellen identifiziert werden. Tarr [122] ist
der Meinung, dass ein ursichlicher Zusammenhang bestehen konnte, da die
Anzahl positiver Patienten hoher war als erwartet. Die Ergebnisse sind laut Autor
jedoch unzureichend um beweisend zu sein, da eine hohe Durchseuchung vorliegt. Die
Studie zeigt in dieser Hinsicht betrdchtliche Mingel. So wurde beispielsweise keine
»age-matched Kontrollgruppe eingesetzt. Somit kann nicht evaluiert werden wie hoch
die Prdvalenz einer CMV-Infektion bei nicht an einer Lebererkrankung erkrankten
Patienten ist. Somit ist auch der Schluss der Studie unzuldssig, dass es sich bei den

24 % positiven Ergebnissen um einen hoheren Wert als erwartet handelt. Ebenso kann
der histologische Nachweis, der nicht erbracht werden konnte, die Aussage weder
stiitzen noch widerlegen. Auch der Western Blot sowie die Kulturen sind, im Vergleich
zu aktuelleren Methoden wie z.B. der PCR, in Bezug auf die Sensitivitdt unterlegen.
Durch alleinigen Nachweis von IgM-Antikérper kann der Zeitpunkt des
Infektionsbeginns nicht festgestellt werden. Somit ist eine Aussage iiber die
Ursédchlichkeit von CMV-Infektion fiir die Pathogenese der EHGA in dieser Studie

nicht moglich.

Erstmalig wurde von Riepenhoff-Talty [89] 1996 durch eine retrospektive Blindstudie
versucht das Rotavirus der Gruppe C mittels nested-PCR als Ursache fiir die EHGA
nachzuweisen. Es wurden Primer verwendet, die fiir Regionen des Gen 5 und Gen 6 des
Virus codieren, die sowohl bei mit Rotaviren infizierten Menschen als auch Schweinen
nachgewiesen werden kdnnen. Das Gen 5 codiert fiir das innere Hauptcapsidprotein von
Rotavirus C, wihrend Gen 6 das Muster fiir ein Nicht-Struktur-Protein, dquivalent zu
NS 34 von Rotavirus A, darstellt. Zwischen den zwei Amplifikationszyklen wurden die
Proben zusitzlich noch einer **P-markierten Probe unterzogen. AuBerdem wurde bei 13
der 20 Patienten versucht, mit der nested-PCR Rotavirus der Gruppe A nachzuweisen
und ebenso bei 2 der 12 Kontrollpatienten, was jedoch in keinem der Falle gelang. Das
gleiche gilt fiir 9 Proben, die auf Reovirus 3 getestet wurden. Das Patientengut bestand

aus 20 Patienten mit einer cholestatischen Erkrankung, darunter befanden sich 18
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EHGA-Patienten und 2 Kinder mit einer Choledochuszyste. Als Kontrollgruppe dienten
12 Patienten, die keine dieser Erkrankungen aufwiesen. Alle Proben (Leber-, Gallen-,
Gallengang- sowie Stuhlproben) wurden frisch eingefroren und von Patienten
gewonnen, die jiinger waren als 8 Monate. Von den 20 getesteten Kindern waren 10
positiv fiir Rotavirus C-RNA, darunter waren 9 Kinder mit EHGA und 1 Kind mit einer
Choledochuszyste. 9 der getesteten Patienten waren fiir Gen 5 positiv und nur 5 fiir Gen
6. 4 der Patienten waren fiir beide Gene 5 und 6 positiv. Dagegen konnte bei keinem der
12 Kontrollpatienten virale RNA nachgewiesen werden. Riepenhoff-Talty [89] geht
aufgrund ihrer Ergebnisse davon aus, dass eine pathogenetische Beziehung
zwischen der EHGA und dem Rotavirus C bestehen konnte, nicht jedoch mit dem
Rotavirus A und Reovirus 3. Sie weist jedoch darauf hin, dass durch die von ihr
durchgefiihrte Studie nicht die Ursdchlichkeit bewiesen werden kann. Die gewéhlte
Methode erscheint fiir die Studie sehr giinstig, da Rotavirus C schlecht zu kultivieren
ist. Die Sensitivitdt konnte durch die Anwendung der nested-PCR erhoht werden, da
aufgrund der geringen Nukleinsduren bei einem Amplifikationszyklus nur wenig
Material gewonnen werden konnte. Riepenhoff-Talty [89] erhoht zusétzlich die
Spezifitdt durch die Hybridisierung der Proben und dadurch auch die Sensitivitét iiber
das 100-fache gegeniiber Agarosegel mit Ethidiumbromid. Es gibt in dieser Studie
jedoch Unterschiede in Bezug auf die Sensitivitit fiir Gen 5 bzw. Gen 6. Diese
entstechen durch die zwei unterschiedlichen Formen der nested-PCR, die hier
angewendet worden sind. Wéhrend fiir Gen 5 beim zweiten Amplifikationszyklus 2
interne Primer verwendet wurden, wurde bei dem Nachweis fiir Gen 6 nur ein einziger
interner Primer angewandt und somit eine semi-nested-PCR durchgefiihrt, die mit
Sicherheit weniger sensitiv ist als die normale nested PCR fiir Gen 5. Der Nachweis von
beiden Genen bei 4 der Patienten schlieBt eine Kontamination der Proben aus. Die
Primer wurden mehrfach verwendet und fiihrten in verschiedenen Stddten und Léndern
zu erfolgreichen Ergebnissen. Ein weiterer Hinweis fiir die Zuverldssigkeit der
angewandten Methode ist die Ubereinstimmung der Ergebnisse der Liquid-
Hybridisierung und der nested-PCR. Zu bemingeln ist jedoch, dass die Autorin in der
Kontrollgruppe von 12 Patienten nur bei 2 sowohl Liquid-Hybridisierung als auch
nested-PCR fiir beide Gene angewandt hat und sich bei den anderen 10 Proben nur mit

der Liquid-Hybridisierung fir Gen 5 zufrieden gegeben hat. Auch in der
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Patientengruppe ist ein Mangel an Standardisierung zu kritisieren. Es wurde nicht bei
allen Proben dieselbe Untersuchung durchgefiihrt. So wurde teilweise nur Liquid-
Hybridisierung fiir Gen 5 durchgefiihrt oder aber in Einzelféllen Liquid-Hybridisierung
und nested-PCR fiir beide Gene angewandt. Dadurch lassen sich die verschiedenen
Untersuchungen nicht miteinander vergleichen. Aufgrund dieser erheblichen Méngel
sind die Ergebnisse und die daraus gezogenen Schliisse iiber einen pathogenetischen

Zusammenhang anzuzweifeln und miissen erneut diskutiert werden.

Dieser Aufgabe widmete sich Bobo [9] ein Jahr spéter (1997). Sie versuchten bei 10
Patienten mit EHGA mittels der RT-PCR-EIA (non-isotopic reverse transcriptase
polymerase chain reaction enzym immunoassay) Rotaviren der Gruppe A, B und C in
Lebergewebe und Gallengangsresten nachzuweisen. Bei diesen Patienten handelt es sich
um Kinder mit einem Durchschnittsalter von 3 Monaten. Es dienten 14 Patienten mit
anderen Lebererkrankungen beispielsweise neonatale Hepatitis, Fulminante Hepatitis,
a-1-Antitrypsinmangel etc. als Kontrollgruppe. Sowohl bei den 10 Patienten der
Untersuchungsgruppe mit EHGA als auch den 14 der Kontrollgruppe konnte keine
Virus-RNA in irgendeiner Probe gefunden werden. Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse
wurde zusétzlich ein Southern Blot fiir GCR (Group C Rotavirus) mit den gleichen
amplifizierten Proben durchgefiihrt, der ebenfalls fiir alle negativ ausfiel. Diese
Ergebnisse von Bobo [9] stehen im totalen Widerspruch zu den Ergebnissen von
Riepenhoff-Talty [89], bei deren Studie 50 % aller EHGA-Proben fiir GCR positiv
waren. Bobo [9] kommt deshalb zum Schluss, dass es keinen Zusammenhang
zwischen Rotavirus C-Infektion und EHGA gibt. Zur Gewihrleistung der
Verldsslichkeit der Methode wurden als Positivkontrolle Rotavirusbestinde der Gruppe
A und C verwendet. Auflerdem wurde zur Kontrolle des richtigen Ablaufs der PCR ein
B-Aktin housekeeping Gen bestimmt, das in jeder Probe positiv nachgewiesen werden
konnte und somit den ordnungsgeméifBen Ablauf der PCR bestitigt. Fiir jede einzelne
Gruppe der Rotaviren (A, B, C) wurde eine individuelle RT-PCR-EIA, die spezifischer
und sensitiver fiir das Agens ist entwickelt, um die Chance eines Nachweises zu
maximieren. An der Studie ist auffdllig, wie die Autorin selbstkritisch beméngelt, dass
nur 6 der 10 Patienten mit EHGA unmittelbar nach Diagnosestellung untersucht

wurden. Die anderen 4 Proben wurden erst wihrend einer Lebertransplantation (im
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Alter von 13, 17, 19 Monate sowie 10 Jahre) entnommen. Fiir die 4 Patienten wire eine
Aussage liber die Kausalitit einer eventuell nachgewiesenen Infektion fiir die EHGA
nicht zuverldssig, da keine Aussage iiber den Zeitpunkt der Infektion getroffen werden
kann. Eine eventuelle Infektion, die hier ohnehin nicht nachgewiesen werden konnte,
konnte bei bereits bestehender Gallengangsatresie begonnen haben. Auflerdem konnte
bei 2 Proben die B-Aktin-mRNA nur in Lebergewebe nachgewiesen werden, der
Nachweisversuch in Gallengangsresten verlief frustran. Dies konnte ein Anzeichen
dafiir sein, dass die Effektivitidt der PCR bei diesen Proben vermindert ist. Als weitere
Kritik fiigt die Autorin selbst hinzu, dass die verwendeten Leberproben eventuell nicht
aussagekriftig genug sind, da EHGA primir eine Erkrankung der Gallengénge ist. Die
Autorin stellt ihre Ergebnisse denen von Riepenhoff-Talty [89] entgegen und kommt zu
dem Schluss, dass ein eventueller Zusammenhang in Studien von einem erheblich
groBBeren Umfang untersucht werden miifiten um ein reprasentatives Bild zu erhalten.
Auf diese Weise konnte versucht werden einer der beiden gegensitzlichen Aussagen

mehr Gewicht zu verleihen.

1998 griff Tyler [125], die schon 1995 von Steele [115] diskutierte Moglichkeit einer
Beziehung zwischen Reovirus Typ 3-Infektion und EHGA auf. Er verwendete dieselbe
Methode wie Steele [115], eine nested-RT-PCR. Jedoch wurden von Tyler [125] Primer
gegen das L1-Gensegment des Virus verwendet. Diese wurden aber bereits in der Arbeit
von Steele [115], aufgrund einer schon erwdhnten Problematik der erhohten
Mutationsrate, scharf kritisiert. Das im Vergleich zu Steele [115] etwas umfangreichere
Patientengut bestand aus 23 Patienten mit EHGA, 9 mit Choledochuszyste (CDC) und
33 mit anderen hepatobilidiren Erkrankungen sowie aus 17 bei einer Autopsie
entnommenen Proben, bei denen keine Leber- oder Gallenkrankheit bekannt war. Es
wurden jedoch 3 EHGA-Patienten aus der Studie ausgeschlossen, da sie zusétzlich ein
Polysplenia Syndrom hatten und deshalb getrennt betrachtet wurden. Die Diagnose der
Patienten wurde histologisch gesichert. Fiir die Versuche wurde frisches Gewebe von
Leber, Gallenblase, Choledochuszyste oder Gallengdngen verwendet. Die Verwendung
von Primern, die das L1-Gensegment codieren, wurde von dem Autor gewéhlt, da diese
Region die Matrize einer RNA abhingigen RNA-Polymerase des Reovirus ist und in
hoher Konzentration in den Serotypen 1 und 3 enthalten ist. Durch die RT-PCR konnte
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in 11 der 20 Patientenproben mit EHGA (= 55 %) Reovirus-RNA entdeckt werden,
ebenso wurden 7 von 9 der Choledochuszystenproben (= 78 %) positiv getestet. Ebenso
stellte sich bei 7 der 33 Patienten (= 21 %) mit anderen hepatobilidren Erkrankungen
und bei 2 von 12 Autopsieféllen (= 12 %) ein positives Ergebnis ein. Im Gegensatz zu
Steele [115] sieht Tyler [125] eine signifikante Erhohung der Reovirusinfektion bei
EHGA und CDC. Da die Patienten der EHGA-Gruppe alle jiinger als zwolf Monate alt
waren, und somit wesentlich jiinger als die der Kontrollgruppe und der Autopsiefille,
wurden die Patienten, die dlter als ein Jahr waren ausgeschlossen und die Ergebnisse
erneut miteinander verglichen, um so die Fehlerquelle , Altersunterschied zu
vermeiden. Auch bei dieser erneuten Analyse bestétigten sich die signifikanten
Ergebnisse. Die ,,verblindete” Studie wurde in verschiedenen Labors von jeweils
anderen Untersuchern, die mit der Fragestellung des Experimentes nicht vertraut waren,
durchgefithrt und beurteilt, um so eine neutrale Auswertung der Ergebnisse zu
gewihrleisten. Die Sensitivitdit der RT-PCR wurde extra in einer Reihenverdiinnung
tiberpriift um die minimal benétigte Viruslast fiir ein positives Ergebnis ( < 100 Kopien)
zu ermitteln. Das Primerset wurde so gewdhlt, dass es eine groBe Variabilitit von
Reovirusisolationen (Prototypen der Reovirusstringe TI1L, T2f, etc.) toleriert und
identifizieren kann. Hierdurch wird gewahrleistet, dass diese RT-PCR alle Prototypen
identifizieren kann. Als Positivkontrolle wurde auch hier die Anwesenheit von -Aktin-
mRNA gemessen. Die Tatsache, dass in manchen Proben sehr wohl Doppelstrang-
Reovirus-RNA, jedoch keine positive Kontrolle (Einzelstrang-mRNA) nachgewiesen

wurde, fiihrt der Autor darauf zuriick, dass die Doppelstrang-RNA stabiler ist.

1998 zeigte Fischler [36] erneut, dass eine Cytomegalievirus-Infektion eine urséchliche
Rolle fiir die Entstehung einer EHGA spielen konnte. Die moglichen pathologischen
Mechanismen fiir diesen Zusammenhang wurden in dieser Arbeit nicht untersucht. Es
wurden in der Studie 59 Kinder (29 Midchen und 30 Jungen) untersucht. Alle Kinder
zeigten eine Gelbsucht sowie biochemische Zeichen einer Cholestase. Bei 21 der
Patienten konnte eine EHGA diagnostiziert werden (= 35 %), die anderen hatten eine
intrahepatische neonatale Cholestase anderer Genese (z.B. a-1-Antitrypsinmangel,
progressive familidre intrahepatische Cholestase, Trisomie 21). 54 Miitter der

aufgefiihrten Kinder wurden ebenfalls in die Studie aufgenommen. Als Kontrollgruppe

68



Diskussion

dienten 35 Kinder ohne Cholestase sowie 111 gesunde Schwangere. In der Studie wurde
versucht mit Hilfe eines ELISA, einen serologischen Nachweis von Antikérpern gegen
folgende Viren zu erbringen (CMV, Herpes-simplex 1 und 2, Rubella, Toxoplasmose
gondii, EBV, Enterovirus, Adenovirus, Influenza A und B, RSV und Parainfluenza Typ
1- 3 sowie Hepatitis-A und-B). Bei der Durchfiihrung dieses Tests wurde eine hohere
Seropriavalenz von CMV entdeckt. Die von Fischler [36] durchgefiihrte Studie ergab die
in der Tabelle 1 (S.17) bereits dargestellten Ergebnisse.

Das fiir diese Arbeit besonders relevante Resultat war, dass 8 von 21 Kindern mit der
Diagnose EHGA CMV-IgG positiv waren. Aufgrund dieser tiberraschenden Ergebnisse
entschloss sich der Autor zusitzlich eine PCR mit den vorhandenen Proben
durchzufiihren, um eventuell vorhandene CMV-DNA nachzuweisen. Von den bei 40
der 59 Kinder durchgefiihrten Leberbiopsien war das Material nur bei 25 Proben
ausreichend um eine PCR anzuschlieBen. 18 der 25 Proben stammten von EHGA-
Patienten und 7 von Patienten mit intrahepatischer Cholestase. Bei 9 von 18 EHGA-
Patienten (= 50 %) konnte CMV-DNA nachgewiesen werden. Aufgrund dieser
Ergebnisse kommt Fischler [36] zum Schluss, dass eine CMV-Infektion in der
Entstehung der EHGA eine Rolle spielen konnte. Die PCR und ELISA-Methode
konnen in dieser Studie als sehr verldsslich angesehen werden, da nur brauchbares

Material verwendet wurde und auch Kontrollgruppen miteinbezogen waren.

Im selben Jahr berichtete Drut [30] in einer retrospektiven Fall-Kontroll-Studie iiber das
mogliche Bestehen eines Zusammenhangs zwischen der Infektion des Humanen
Papillomavirus und der Extrahepatischen Gallengangsatresie. Hierbei wurde in Paraffin-
gebettetes Gewebe verwendet, das in der Zeit von 1982 bis 1996 von 18 Patienten mit
EHGA entnommen und archiviert worden war. Als Kontrollgruppe wurde
Gewebematerial verwendet, das von 30 verstorbenen Patienten mit verschiedenen
Diagnosen (z.B. Meningitis, Sepsis, plotzlicher Kindstod), jedoch keiner hepatobilidren
Erkrankung, bei der Obduktion entnommen wurde. Zur Untersuchung wurde die
sogenannte nested-PCR auf die HPV-Typen 6, 16, 18 und 33 angewandt. Dabei wurde
das Material von 16 der 18 EHGA-Patienten positiv getestet.
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Es ergab sich folgende HPV-Typen-Verteilung:

* 10 positive Félle waren HPV-Typ 6

* 4 positive Fille waren HPV-Typ 18

* 2 positive Fille waren HPV-Typ 6 und 18

Histologisch konnte bei den EHGA-Fillen kein Unterschied zwischen HPV positiven
und HPV negativen Féllen festgestellt werden. Im Gegensatz dazu, wurde bei keinem
der 30 Kontrollpatienten HPV-DNA amplifiziert. Drut [30] folgert aus seinen
Ergebnissen, dass aufgrund der hohen Privalenz der HPV-DNA in EHGA-
positiven Proben ein moglicher Zusammenhang zwischen HPV-Infektion und der

Gallengangsatresie gegeben ist.

Sokal [113] untersuchte 1998 die Ursache der Fulminanten Hepatitis (FH) im Hinblick
auf eine akute Parvovirus B19-Infektion. Fiir diese retrospektive Studie zog er eine
Kontrollgruppe von 82 Patienten mit EHGA zu, die sich aufgrund einer anstehenden
Lebertransplantation zu dieser Zeit in stationdrer Behandlung befanden. Als Methode
wurde auch hier die nested-PCR gewihlt. Dabei wurde in 4 von 41 Fillen mit
Fulminanter Hepatitis das PVB 19-Genom nachgewiesen, wihrend in der fiir die
vorliegende Studie interessanten Kontrollgruppe in allen 82 Fillen kein Nachweis einer
PVB 19-Infektion erbracht werden konnte. Aus diesem Ergebnis ergibt sich kein
Anhalt fiir eine mogliche Assoziation zwischen einer PVB 19-Infektion und der
EHGA. Die mogliche Beziehung einer Parvovirus-Infektion und FH soll nicht

Gegenstand dieser Arbeit sein und wird deshalb nicht weiter ausgefiihrt.

1999 griff Jevon [52] abermals die Diskussion iiber einen moglichen pathogentischen
Zusammenhang der CMV-Infektion und EHGA auf. Er untersuchte retrospektiv 12
Proben von Kindern, die in den 5 Jahren zuvor, wéihrend der Operation einer EHGA
einer Gallengangsbiopsie unterzogen wurden, mittels PCR und in-situ-Hybridisierung.
Histologisch konnten keine Anzeichen einer CMV-Infektion festgestellt werden. In
keiner der 12 Gewebebiopsien war die Amplifizierung von CMV-DNA mdglich. Auch
die in-situ-Hybridisierung an allen Proben ergab kein positives Ergebnis. Aufgrund
dieser Ergebnisse hiilt Jevon [52], im Gegensatz zu Fischler [36] und Tarr [122],
eine Rolle des CMV-Virus bei der Entstehung der Gallengangsatresie fiir
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unwahrscheinlich. Anders als Tarr [122], der nur einen Antikorpernachweis
durchfiihrte, wurde von Jevon [52] die sensitivere PCR verwendet. Fischler [36]
benutzte jedoch beide Methoden und erhielt positive Ergebnisse, so dass sich diese
Aussagen widersprechen. Jevon [52] erwédhnt jedoch auch die Moglichkeit, dass die
Viruslast bei eventuell infizierten Patienten so niedrig gewesen sein konnte, dass sie
durch die PCR nicht erfasst werden konnte, was aufgrund von vorangegangenen

gelungenen Experimenten dem Autor jedoch unwahrscheinlich erscheint.

Domiati-Saad [28] untersuchte im Jahr 2000 zum ersten Mal den Zusammenhang von
fiinf verschiedene Virustypen und der Neonatalen Riesenzellhepatitis (GCH) sowie der
EHGA. Bei dieser Studie wurde archiviertes, gefrorenes Lebergewebe von 10 GCH-
Patienten sowie 9 Patienten mit der Diagnose EHGA verwendet. Diese Proben wurden
in der Zeit von 1988-1998 gesammelt. Der Kontrolle dienten 8, wihrend einer Autopsie
entnommene Proben, altersgleicher Patienten ohne Lebererkrankungen. Die Proben
wurden mittels nested-PCR sowie **P-Hybridisierung auf die Viren HPV, EBV, PVB
19, CMV und HHV 6 untersucht. Die Viren HPV, EBV und PVB 19 konnten in keiner
der Proben nachgewiesen werden. Fiir das Cytomegalievirus wurden jedoch 2 GCH-
Proben und 1 EHGA-Probe positiv getestet. Alle 8 Kontrollproben waren auf CMV
negativ. Bei der Untersuchung der Proben auf das HHV 6-Virus wurde sowohl 1 GCH-
Probe sowie 2 EHGA-Proben als auch 2 der Kontrollproben positiv getestet. Auf
Grund dieser Ergebnisse geht Domiati-Saad [28] davon aus, dass die Viren HPV,
EBYV und PVB 19 im Zusammenhang mit der Genese von GCH und EHGA keine
Rolle spielen. Im Bezug auf das CMYV vertritt Domiati-Saad [28] die Meinung, dass
ihre Ergebnisse die bereits frither aufgestellten Hypothesen iiber den
Zusammenhang von der CMV-Infektion und der Entstehung von GCH und
EHGA stiitzen. Die positiven Ergebnisse auf HHV 6 sind ihrer Meinung nach aufgrund
der hohen Privalenz in der Bevolkerung problematischer zu betrachten. Dies wird auch
durch das positive Ergebnis bei 2 der Kontrollproben bestitigt. Uber das HHV 6 Lisst
sich keine Aussage iiber einen ursichlichen Zusammenhang treffen, so dass es
beziliglich des HHV 6 noch weiterer Studien bedarf. Die von Domiati-Saad [28]

verwendeten Methoden sind als sehr verlidsslich anzusehen, da es sich bei der nested-
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PCR um eine sehr sensitive Methode handelt und diese durch den Schritt der

Hybridisierung noch weiter spezifiziert werden konnte.

In der Untersuchung von Saito 2004 [91] wurden, wie bereits bei Tyler [125] und Steele
[115], Proben von Patienten mit EHGA mittels nested-RT-PCR auf die Anwesenheit
von Reovirus-RNA getestet. Er verwendete dieselben Primer wie Tyler [125] gegen das
L3-Gensegment des Virus. Es wurden 136 Proben aus hepatobilidrem Gewebe (Leber,
Leberpforte, Gallenblase und Ductus choledochus) untersucht, die von 67 Patienten im
Zeitraum von 1987 bis 2002 entnommen wurden. Die Proben stammten von 26
Patienten mit EHGA und 28 mit angeborener Erweiterung der Gallenginge. Als
Kontrolle dienten 13 Proben von Patienten, die an anderen Erkrankungen wie z.B.
Neonataler Hepatitis, Wilmstumor oder Hepatoblastom litten. Die ebenfalls getesteten
65 Stuhlproben stammten von 10 Patienten mit EHGA, einem Patienten mit
angeborener Erweiterung der Gallengidnge und 4 Kontrollpatienten. Zusétzlich zur
nested-RT-PCR wurden die Stuhlproben unter einem Elektonenmikroskop untersucht.
Weder in den hepatobilidren Proben noch in den Stuhlproben konnte durch die RT-PCR
Reovirus-RNA nachgewiesen werden. Auch elektronenmikroskopisch konnten in keiner
Probe Viruspartikel gefunden werden. Diese Ergebnisse stehen im Widerspruch zu
denen von Tyler [125], in dessen Arbeit 55 % der EHGA-Proben positiv waren.
Aufgrund dieser Resultate ist Saito [91] derselben Ansicht wie Steele [115] und
siecht keinen kausalen Zusammenhang zwischen Reovirusinfektion und

Erkrankung.

V.4 Diskussion eigener Ergebnisse versus Ergebnisse aus der Literaturrecherche

Im Folgenden werden die eigenen Ergebnisse mit den Ergebnissen derjenigen Autoren
verglichen, welche die gleiche Fragestellung bearbeiteten und dabei dieselben
Virustypen mit derselben Methode (PCR) untersucht haben.

Es soll aufgezeigt werden, inwiefern die Ergebnisse der anderen Autoren aus der
Literatur die eigenen Ergebnisse unterstiitzen konnen bzw. im Widerspruch zu diesen

stehen.
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Tab. 7  Vergleich der eigenen Ergebnisse bezogen auf die Ergebnisse und Fallzahl einer

Literaturrecherche
Fallzahl der positive Fille fiir den
Autor untersuchten EHGA- jeweils untersuchten
Patienten Virustyp
Riepenhoft-Talty (1996) 18 9 Rotavirus C
[89] 10 0 Rotavirus A
Bobo (1997) [9] 10 0 Rotavirus A
10 0 Rotavirus B
10 0 Rotavirus C
Fischler (1998) [36] 18 9 CMV
Jevon (1999) [52] 12 0 CMV
Domiati-Saad (2000) 9 0 EBV
[28] 9 1 CMV
Junginger (2005) 22 3 CMV
23 2 EBV
19 0 Rotavirus C
2 0 Rotavirus A

CMV

In den eigenen Versuchen waren 3 von 22 Proben (= 13,6 %) positiv auf CMV.

Bei Fischler [36] wurden 50 % der 18 Patienten mit EHGA mittels PCR auf CMV
positiv getestet. Die Untersuchungen von Domiati-Saad [28] ergab eine Rate von

11,1 % positiver Fille. Jevon [52] erzielte bei seinen 12 Patienten kein einziges
positives Resultat. Die Unterschiede sind also eklatant. Kritisch muf3 angemerkt werden,
dass bei all diesen Studien die Fallzahl sehr gering war und daher die Aussagekraft sehr
einschriankt ist. Hier kdnnte der schon erwihnte Fehler 2. Art aufgetreten sein, so dass
die geringen Patientenzahlen einen falsch negativen oder positiven Zusammenhang
vortduschen konnen. Auflerdem sind die (geringen) positiven Ergebnisse mit 13,6 % in

der eigenen Studie, die 11,1 % aus der Studie von Domiati-Saad [28] und 0 % von
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Jevon [52] sicherlich nicht ausreichend hoch um eine klare Verbindung zwischen

Infektion und Erkrankung herzustellen.

EBV

Fiir das Epstein-Barr-Virus gibt es nur Daten aus der Studie von Domiati-Saad [28] und
der eigenen. Bei Domiati-Saad [28] war keine der 9 Patientenproben positiv und bei der
eigenen Untersuchung gab es nur 8,7 % positive Proben. Die 2 Patientenproben, in
denen das EBV-Virus nachgewiesen werden konnte, wiesen die groBte Zeitspanne
zwischen Geburt und Entnahmezeitpunkt der Probe auf. Somit besteht die Mdglichkeit,
dass die EBV-Infektion postnatal stattgefunden hat. Deshalb ist keine sichere Aussage
tiber Infektionszeitpunkt und Kausalitdt fiir die Entstehung einer EHGA mdglich.
Ubereinstimmend mit Domiati-Saad [28] sprechen die eigenen Ergebnisse gegen einen

Zusammenhang zwischen EBV-Infektion und EHGA.

Rotaviren

Fiir die Beurteilung von Rotaviren in Zusammenhang mit der EHGA wurde der eigenen
Studie, die Studie von Riepenhoff-Talty von 1996 [89] zugrunde gelegt. Es wurde
dieselbe Methodik mit denselben Primern verwendet, so dass die Ergebnisse verglichen
werden konnen. Ein Unterschied bestand allerdings im Probenmaterial. Riepenhoff-
Talty [89] verwendete sowohl Leber-, Gallen-, Gallengangs- und Stuhlproben. In der
eigenen Arbeit wurde jedoch ausschlieBlich Leber- und Leberpfortengewebe verwendet.
AuBlerdem wurde von Riepenhoff-Talty [89], im Gegensatz zur eigenen Arbeit, eine
Kontrollgruppe eingesetzt, die aber fiir die PCR-Untersuchung nur aus 2 Patienten
bestand. Sie wandte zudem mit der Liquid-Hybridisierung eine zweite Methode an, die
jedoch zu denselben Ergebnissen gefiihrt hat wie die PCR und diese somit unterstreicht.
Obwohl in beiden Arbeiten dieselben Methoden verwendet wurden, ergaben sich
widerspriichliche Ergebnisse fiir Rotavirus C. Riepenhoff-Talty [89] erhielt in ihrer
Arbeit 50 % positive Ergebnisse, wihrend in der eigenen Arbeit 0 % der getesteten
Proben positiv waren.

Somit widerspricht die eigene Schlussfolgerung der Conclusion von Riepenhoff-Talty
[89] und unterstiitzt die Ergebnisse von Bobo [9], die ebenfalls bei ihren 10 Patienten

kein positives Ergebnis erhielt und deshalb auch davon ausgeht, dass kein
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Zusammenhang zwischen Rotavirus C und der Genese von EHGA besteht. Der Arbeit
von Bobo [9] wurde identisch zur eigenen Untersuchung der PCR-Untersuchung ein -
Aktin-mRNA-Nachweis vorangestellt, mit dem aufgezeigt werden konnte, welche der
von Bobo [9] und uns verwendeten Proben intaktes Gewebe enthielten. Auch hier
handelte es sich bei dem Probenmaterial ausschlieBlich um Lebergewebe. Ahnlich wie
Riepenhoff-Talty [89] verwendete auch Bobo [9] eine zweite Methode in ihrer
Untersuchung, den Southern Blot, und bestétigte damit alle eigenen Ergebnisse.

Der Nachweis von Rotavirus A in den Proben gelang weder Riepenhoff-Talty [89],
Bobo [9] noch in der eigenen Arbeit, so dass in dieser Hinsicht kein Autor von einem

pathogenetischen Zusammenhang ausgeht.
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VI ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNG

Zur Klirung der Pathogenese der Extrahepatischen Gallengangsatresie wurden
verschiedene  Theorien  aufgestellt und  epidemiologische,  histologische,
immunhistochemische sowie virologische Untersuchungen durchgefiihrt.

Diese Arbeit soll zur Frage iiber eine mogliche infektiose, virale Ursache bei der
Entstehung der EHGA beitragen.

Es findet sich eine umfangreiche Literatur, die sich mit derselben Fragestellung befasst
hat. Dabei konzentrierten sich die Untersuchungen auf die Virustypen Reovirus Typ 3,
Cytomegalievirus, Epstein-Barr-Virus, Humanes Herpesvirus Typ 6, Hepatitis-Viren,
humanes Papillomavirus, Parvovirus B19 sowie Rotaviren. Trotzdem konnte die grof3e
Anzahl der Arbeiten bisher nicht zu einem eindeutigen Ergebnis fiihren. Sowohl die
Ergebnisse iiber Untersuchungen zu den einzelnen Virustypen als auch die
Schlussfolgerung der Autoren beziiglich einer mdglichen viralen Genese der EHGA
sind gegensitzlich. Positive und negative Ergebnisse stehen sich gegeniiber und lassen
kein eindeutiges Fazit zu.

Die Griinde dieser Unterschiede in den Ergebnissen haben mehrere Ursachen. So
wurden beispielsweise von den einzelnen Autoren unterschiedliche Methoden
angewendet, deren Ergebnisse nur schwer vergleichbar sind; auch wenn sich die
Techniken teilweise nur in Nuancen unterscheiden. Die gegensétzlichen Ergebnisse
konnen auch Folge der extrem kleinen Fallzahlen sein, die sich aus dem seltenen
Auftreten der EHGA ergeben. Diese Problematik kennzeichnet die publizierten
Arbeiten, da die niedrige Inzidenz der Erkrankung ein groBles Patientenkollektiv nicht
zulésst.

Die Mehrzahl der Autoren spricht sich aufgrund ihrer Untersuchungen gegen eine
Virusgenese der EHGA aus. Dieses Verstindnis wird durch die eigenen Ergebnisse
bestitigt. Mittels PCR konnten fiir die Viren Herpes-simplex-Virus Typ 1 und Typ 2,
Humanes Herpesvirus Typ 6, Varizella-Zoster-Virus, Hepatitis-B-, -C- und G-Virus,
Adenovirus, Enteroviren, Coxsackie-A- und -B-Virus, ECHO-Virus (ECHO),
Respiratory Syncytial Virus, Parvovirus B19, Rotavirus C und A nur negative
Ergebnisse erzielt werden. Nur bei Untersuchungen fiir das Cytomegalovirus waren

13,6 % sowie fiir das Epstein-Barr-Virus 8,7 % der Ergebnisse positiv. Schon die
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Prozentzahlen alleine sprechen nicht fiir einen kausalen Zusammenhang zwischen
Infektion und Erkrankung, da sie mit dieser GroBenordnung die natiirliche
Durchseuchungsrate ausdriicken. Auch hier miissen in der Wertung der Ergebnisse
wieder weitere Faktoren wie die geringe Fallzahl und die natiirliche
Durchseuchungsrate miteinbezogen werden. Es kann also auch fiir diese Virusarten
nicht von einem kausalen Zusammenhang ausgegangen werden, so dass die eigenen
Ergebnisse eine Virusgenese ebenso wenig bestitigen, wie auch der Grofteil der
Literatur.

Auch die Theorien der peri- oder postnatalen Schiddigung der extrahepatischen
Gallenginge durch andere Noxen wie pathologische Gallenséduren, Pankreassaftreflux
oder exogene Einfliisse sowie die Theorie einer immunologischen Genese konnten in
der Literatur bisher weder eindeutig widerlegt noch bestitigt werden. Widerspriichlich
ist auch die Theorie der genetischen Disposition, welche mit Resultaten aus der
Zwillingsforschung fiir unwahrscheinlich erklart werden kann, da bei allen
Untersuchungen meist nur ein Zwilling an EHGA erkrankt war [100].

Die Pathogenese der EHGA ldsst sich am besten mit einer Hemmungsmissbildung
erkléren, fir die es in der Literatur keine eindeutigen Widerspriiche gibt. Hier wird eine
Fehlentwicklung der embryonalen/fetalen Vorstufen der Gallengdnge durch eine
Entwicklungsstérung vermutet [5, 83, 100, 102]. Auch die Theorie einer lokalen
Ischidmie ist als Ursache fiir die Entstehung wahrscheinlich [100, 102]. Jedoch kénnte
auch eine Kombination dieser beiden Ursachen in Frage kommen. So kann auch bei
einer Entwicklungshemmung der embryonalen Gallengénge, die wahrscheinlich Folge
einer reduktiven mesenchymalen Storung ist, eine lokale Ischdmie mit dem Resultat

einer ischdmischen Obliteration der Gallengénge auftreten.
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