Untersuchungen zur Pravalenz und Transmission von
humanen Circoviren am Beispiel nigerianischer
Patienten einer speziellen Ambulanz far
Geschlechtskrankheiten

Inaugural-Dissertation
zur Erlangung des Doktorgrades
der Medizin

der Medizinischen Fakultat
der Eberhard Karls Universitat
zu Tubingen

vorgelegt von

Junker, geb. Baumgartner Ute Sabine

2016



Dekan: Professor Dr. |. B. Autenrieth

1. Berichterstatter.  Professor Dr. Dr. B. Flehmig
2. Berichterstatter:  Professor Dr. K. Klingel



meinem Ehemann Christian

und meinen Eltern Ruth und Peter gewidmet



INHALTSVERZEICHNIS

ABKURZUNGSVERZEICHNIS .......cciiiiiiiiiecie ettt iii
ABBILDUNGSVERZEICHNIS .....coiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et %
TABELLENVERZEICHNIS .....cooiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e Vi
I 1N N 1
1.1 Taxonomie und GEeNOLYPGIUPPEN ....uvuuuiieeeeeeeeeeiiiee e e e e e e e e e et e e e e e e e eeeannes 2
R €T=T ol g aTe] o F= Ta 7= L1 o] o TSP 6
1.3 Replikation und GewebetropiSMUS...........ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiieeieeeeeeeeeeeeeeeeeee 11
1.4 Transmission humaner AnelloViren .........cccccccvvviiiiieeeeeeeeee 12
1.5 Pravalenz humaner TT-VIr€N ........ccccviiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 13
1.6 Klinik und Pathogenese humaner Anelloviren..........ccccccovvvviiiiiiiiiiinnnnn. 16
1.7 ZIEISEIZUNG .....cooiiiiiieeeeee e 18
2 MATERIAL UND METHODEN......cooi oo, 19
P2 Y (T = L= o PP 19
P20\ =1 T To [T o PSRRI 23
2.2.1 DNA-EXIraKIONEN ...cveiiiie e 23
2.2.2 Virusnachweis mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) .............. 23
2.2.3 Agarosegelelektrophorese ..........ccceeieeeiiiiiiiiiici e 24
2.2.4 Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten.................... 25
2.2.5 Nachweis von SEN-Virus spezifischen Antikérpern mittels Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA).........ccoceeiiiieiiiiiiiiiceeeeee 25
SERGEBNISSE ... 27
3.1 Nachweis von TTV und SENV in Seren nigerianischer Patienten.......... 27
3.2 Pravalenz des TT-Virus und eine mogliche Korrelation mit dem Auf-
treten von Geschlechtskrankheiten.............ccccccciiiiiiiiiiiiie 29
3.3 Sequenzen der SEN-Virus-Isolate der nigerianischen Seren................. 32
3.4 Nachweis von SENV-spezifischen Antikorpern mittels ELISA unter
Verwendung vier verschiedener Antigene ..........ccoceeeeeieeeeeeee 38
3.5 Nachweis von SENV in Schweinen und Rindern .............ccccceeiviieiiinenns 39



A DISKUSSION ....oiiiiiiieiieiii ettt e e e e e e e e e e e e e e 44
4.1 Vergleich der Pravalenzen von SENV und TTV mit HIV, Hepatitis A,

Hepatitis B und Hepatitis C.........oooeiiiiiiieeeeeee e 44

4.2 TTV und SENV Pravalenz im untersuchten Patientenkollektiv einer
Ambulanz fir Geschlechtskrankheiten in Lagos, Nigeria....................... 46
4.3 Nachweis SENV-spezifischer Antikorper mittels ELISA ............ccccveeeees 47
4 4. Korrelation von Alter und Geschlecht mit einer Anellovirusinfektion ..... 49
4 5 Korrelation von Geschlechtskrankheiten mit einer Anellovirusinfektion . 49
4.6 Genetische Variabilitat .......c.coouveeeeeee e 50
4.7 SENV-Pravalenz bei Schweinen und Rindern in Deutschland............... 51
4.8 AUSDIICK ... e e 52
5 ZUSAMMENFASSUNG ... e, 54
6 LITERATURVERZEICHNIS ... .o, 56
7 Erklarung zum Eigenanteil.....ccoecviieiiiiiiiin s 68
DanKSAGUNG. ...t e 69
Le NS aUT . . oo 70



ABKURZUNGSVERZEICHNIS

aa

AMV
BFDV
BSA

conc.
cDNA

DNA
dATP
dCTP
dGTP
dNTP
dTTP
EDTA
ELISA

HAV
HbsAg
HBV
HCV
HEV
HGV
HIV
ICTV

IgM
kbp

MRNA
nt
ORF
PCR
PCV

amino acid (Aminosaure)
Adenin
Avian myeloblastosis virus
beak and feather-disease virus
Rinderserumalbumin
Cytosin
concentration (Konzentration)
complementary deoxyribonucleic acid (komplementare
Deoxyribonukleinsaure)
Deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsaure)
Desoxyadenosintriphospat
Desoxycytidintriphosphat
Desoxyguanosintriphosphat
Desoxynukleosidtriphosphat
Desoxythymidintriphosphat
Ethylendiamintetraessigséaure
Enzyme-linked immunosorbent assay
Guanin
Hepatitis-A-Virus
Hepatitis B surface Antigen (Hepatitis B Oberflachenantigen)
Hepatitis-B-Virus
Hepatitis-C-Virus
Hepatitis-E-Virus
Hepatitis-G-Virus
Humanes Immundefizienz-Virus
International Committee on Taxonomy of Viruses
Immunglobulin M
Immunglobulin G
Kilobasenpaar
Molaritat
messenger ribonucleic acid (Boten-Ribonukleinséure)
Nukleotid
Open reading frame (offenes Leseraster)
Polymerase chain reaction (Polymerase-Kettenreaktion)
Porcines Circovirus



PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell (im Blut zirkulierende

Monozyten)
PicV Pigeon circovirus
VP Virusprotein
RDA Representative Differentialanalyse

RNase Ribonuklease

rpm revolution per minute (Umdrehungen pro Minute)
sec Sekunde

seq Sequenz

T Thymin

TAE Tris-Acetat-EDTA

Taq Thermus aquaticus

TBE Tris-Borat-EDTA

TBST Tris buffered saline/Tween20
TE Tris-EDTA

TLMV Torque Teno Like Mini Virus
TMB Tetramethylbenzidin

Tris Tris-hydroxymethylaminoethan
TTMDV Torque-Teno-Midi-Virus

TTMV  Torque-Teno-Mini-Virus

TTV Torque-Teno-Virus

U Uracil
UNAIDSUnited Nations Programme on HIV/AIDS
UTR Untranslated region (nicht translatierte Region)

X-GAL 5-Brom-4-Chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid



ABBILDUNGSVERZEICHNIS

Abbildung 1:

Abbildung 2:

Abbildung 3:

Abbildung 4:

Abbildung 5:

Abbildung 6:

Abbildung 7:

Abbildung 8:

Abbildung 9:

Abbildung 10:

Abbildung 11:

Abbildung 12:

Abbildung 13:

Abbildung 14:

Taxonomie von Viren mit zirkuléarer Einzelstrang-DNA. ............. 2

Einteilung der TT-Viren in funf Hauptgruppen anhand der
N22-Region des offenen Leserahmens 1..............cccceevvvvivvnnnnnn. 5

TTV-Stammbaum mit 103 TTV-Isolaten nach

Jelcic et al. (2004) ......ooeeiieiieee e 6
Schematische Darstellung des zirkularen TTV-Genoms am
Beispiel des Isolates VTAL16..........ccceevieeeeiiiiiiiiiiiie e 8
Schematische Darstellung der vier offenen Leseraster und

der drei zugehdrigen TTV-mRNAs des TTV-Genotyps 1.......... 9
Genomorganisation von SENV-D und SENV-H............cccc....... 9
GC-reiche Region zwischen Nukleotid 3732 bis 3853 am
Beispiel des TTV-Isolates TA278..........ccccvuvmmmimiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 10
Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der
TTV-PCR.. e e 28
Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der
SENV-PCR. . e 29
Alignment von neun SENV-Sequenzen von nigerianischen
Patienten und den SENV-Genotypen Abis H. ............ccccuueeee 36
Dendrogramm von SENV A-H und 26 sequenzierten SENV-
AMPIITIKALEN ..t eeeeeeees e 37
Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der
SENV-PCR der RINAerseren.........ccoovvveviiiiiiieeeeeeeeeiiiiien e 40

Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der
SENV-PCR der Schweineseren.. .......ccccccceeeiieeeeeeeeeiiiiieeeeeee 40

Alignment der 5 SENV-Sequenzen von 2 Schweinen
(8] To IRC T = 41 0o [T o o PR 43



TABELLENVERZEICHNIS

Tabelle 1:

Tabelle 2:

Tabelle 3:

Tabelle 4:

Tabelle 5:

Tabelle 6:

Tabelle 7:

Tabelle 8:

Haufigkeitsverteilung von sechs verschiedenen TTV-
Genotypen im Serum und neun unterschiedlichen
Geweben einer post mortem untersuchten Person................. 12

TTV-Pravalenz in der Bevolkerung verschiedener
geographischer REgIONEN. ........cccceeviiviiiiiiiiiee e 15

Weltweite SENV-Pravalenzen........c.ooee e, 16

Ubersicht tiber die in dieser Arbeit untersuchten Seren von

50 Personen (36 Manner, 14 Frauen), die 1986 in einer
Ambulanz fir Haut und Geschlechtskrankheiten in Nigeria
gesammelt WOrden Waren ...........oooevvvveevieiiiiieeeeeeeeeeiiinne e 20

Haufigkeit von TTV Infektionen und Geschlechtskrankheiten
innerhalb einer Studienpopulation von 50 nigerianischen
oV ET=T ] (=] o 31

Durchschnittsalter der Patienten mit bzw. ohne Anellovirus-
INTEKEION .o 32

Zuordnung der sequenzierten Isolate zu den SENV-
ProtOtyPSEQUENZEN ......vviiieieiieeee ettt eaas 38

Nachweis SENV-spezifischer Antikorper mittels ELISA in 47

untersuchten Seren unter Verwendung vier verschiedener
Peptide und Vergleich mit den PCR-Ergebnissen................... 39

Vi



1 EINLEITUNG

Das erste humane DNA Virus mit einem einzelstréangigen, zirkularen Genom
wurde 1997 von Nishizawa et al. (1997) identifiziert. Er untersuchte das Serum
eines 58-jahrigen Mannes mit akuter Hepatitis unklarer Atiologie, der nach einer
Bluttransfusion bis auf das 10-fache der Norm erhthte Transaminasen ent
wickelt hatte. Mittels reprasentativer Differenzialanalyse (RDA; Lisitsyn et al.
1993) klonierte er Sequenzen des bis dahin unbekannten Virus. Es wurde
zunachst entsprechend den Initialen des Patienten als TT-Virus (TTV)
bezeichnet (Okamoto et al. 1998a, 1999c), inzwischen steht das Akronym TT
aber flr torque teno lateinisch ,diinne Kette“. Bis heute konnte jedoch noch kein
kausaler Zusammenhang zwischen dem Auftreten einer Hepatitis und dem TT-
Virus nachgewiesen werden (Charlton et al. 1998, Shimizu et al. 2000,
Springfeld et al. 2000, Fabris et al. 2000). Es gab immer wieder Falle von
Posttransfusionshepatitis, die mit den bekannten Erregern Hepatitis A bis E
nicht zu erklaren waren und als Non-A-E Hepatitiden bezeichnet wurden (Alter
et al. 1995). Zusatzlich gab es Falle von Hepatitiserkrankungen unklarer
Atiologie bei denen serologisch kein Virus nachgewiesen werden konnte (Kodali
et al. 1994). Dies lie3 vermuten, dass es noch andere, bisher unbekannte

humane, hepatotrope Viren gibt.

Ein eng mit TTV verwandtes Virus wurde 1999 von Primi et al. aus dem Serum
eines mit HIV infizierten Drogenabhangigen isoliert und nach den Initialen des
Patienten SEN-Virus benannt. Auch hier konnte letztlich kein direkter Zusam-
menhang zwischen einer akuten SEN-Virus-Infektion und einer transfusions-
bedingten Ausbildung einer Non-A-E Hepatitis bewiesen werden, dennoch
wurde das Virus als mdoglicherweise leberpathogen eingestuft (Primi et al.
2000).



1.1 Taxonomie und Genotypgruppen

Zu den sechs Virusfamilien, die ein einzelstrangiges zirkular geschlossenes
DNA Genom besitzen, zahlen die Circoviridae, Anelloviridae Nanoviridae,
Microviridae, Inoviridae und Geminiviridae (Abbildung 1), wobei nur Vetreter der

Circoviridae und Anelloviridae Vertebraten infizieren.

Genus

Genus Mastrevirus Chlamidyamicrovirus

Genus Topocuvirus Genus

, Bdellomicrovirus
Genus Curtovirus

Genus Begomovirus

Family Geminiviridae -m Genus Microvirus
1

Genus
Spiromicrovirus

Family Nanoviridae 5 R
Viruses with circular,

“ | single-stranded DNA genomes | &, ; S5
Genus Babuvirus s Family Inoviridae

Genus Plectrovirus

Genus Nanovirus ;
Genus Inovirus

Family Circoviridae

Genus Circovirus
Genus Gyrovirus Genus ‘Anellovirus
Abbildung 1:

Taxonomie von Viren mit zirkularer Einzelstrang-DNA (Quelle: ICTV Report 2005).

Circoviridae

Die Familie der Circoviridae umfasst zwei verschiedene Gattungen von Viren
mit einem Genom aus einzelstrangiger, zirkularer DNA mit negativer oder
ambisense Polaritat. Die Mitglieder dieser Familie sind Erreger von Krankheiten
bei Vogeln und Schweinen. Die Gattung Circovirus beinhaltet das beak and
feather-disease virus (BFDV), die porcinen Circoviren 1 und 2 (PCV1/2), das
pigeon circovirus (PiCV), das goose circovirus (GoCV), das canary circovirus
(CaCV) und das duck circovirus (DuCV). Zur Gattung Gyrovirus zéahlt lediglich
das chicken anemia virus (CAV). Mit Ausnahme von PCV1 sind alle Circoviren
pathogen: BFDV ruft bei Papageien einen Federverlust und Stérungen bei der
Verhornung des Schnabels hervor. PICV, GoCV, DuCV fuhren zu



Wachstumsstérungen und einer verminderten Immunabwehr. PCV1 zeigte nach
experimentellen Infektionen keine Assoziation mit Krankheitssymptomen, im
Gegensatz dazu ist PCV2 der Erreger des postweaning multisystemic wasting
Syndroms (PMWS) beim Schwein. Das CAV fuhrt bei frisch geschlipften Kiken
zu Anorexie, Andmie und systemischen Blutungen, was zu einer Mortalitat bis

zu 50 % der infizierten Tiere fihren kann.

Anelloviridae

Trotz der Ahnlichkeit zwischen CAV und TTV im Aufbau und der
Genomstruktur, werden die Torque-Teno-Viren der eigenstandigen Familie der
Anelloviridae zugeordnet. Diese umfasst drei verschiedene Gattungen
(Carstens et al. 2010), die sich in ihrer Genomgré3e unterscheiden (Takahashi
et al. 2000a): die Alphatorqueviren mit den Torque-Teno-Viren (TTV), die
Betatorqueviren mit den Torque-Teno-Mini-Viren (TTMV) und die Gamma-
torqueviren mit den Torque-Teno-Midi-Viren (TTMDV). Anelloviren sind
genetisch &aulerst variabel, was sich in der groRen Anzahl von Subtypen
widerspiegelt (Peng et al. 2002, Khudyakov et al. 2000). Als mdglicher Grund
fur die hohe Heterogenitdt werden Rekombinationsereignisse zwischen
verschiedenen TTV- und TTMV-Genotypen angesehen (Biagini et al. 2001,
Worobey et al. 2000). Anelloviren sind ubiquitar verbreitet und wurden im
Menschen, in Primaten, aber auch in Haustieren nachgewiesen (Leary et al.
1999a).

Genotypisierung TTV

Zur Genotypisierung von TT-Viren wird meist eine 22 Nukleotide lange Region
im ORF1 (offenes Leseraster 1) genutzt, die als N22-Region bezeichnet wird
(Nishizawa et al. 1997). Es wurde eine Variabilitat von bis zu 40 % auf DNA-
Ebene fur unterschiedliche TTV-Varianten nachgewiesen (Jelcic et al. 2004).
Seit der ersten Isolation des TT-Virus wurden bis heute jedes Jahr neue Isolate
gefunden und die Taxonomie dementsprechend immer wieder geandert und
ergdnzt. Aus dem Serum eines Patienten, der an einer akuten Non-A-E

Hepatitis erkrankt war, wurde eine neue Variante, genannt YONBAN, isoliert



(Takahashi et al. 2000a). 2002 wurde dann JT33F isoliert (Peng et al. 2002).
Trotz ihrer hohen genetischen Variabilitat haben alle Isolate Gemeinsamkeiten
und zwar eine kodierende Region, welche die beiden offenen Leserahmen
ORF1, ORF2 und weitere ORFs umfasst, sowie eine nicht kodierende und eine
GC-reiche Region. Die Genomgrof3en der einzelnen Isolate sind mit ca.
3.800 bp ebenfalls ahnlich. Abbildung 2 zeigt eine auf Sequenzanalysen be-
ruhende Einteilung der TT-Viren in funf Hauptgruppen. Dabei wird Gruppe 1
von Isolat TA278, Gruppe 2 von PMV, Gruppe 3 von TUSO01, SANBAN und den
SEN-Viren, Gruppe 4 von YONBAN und die Gruppe 5 von JT33F reprasentiert.
Zur Gruppe 1 gehoren die TTV-Genotypen 1-6, in der Hauptgruppe 2 befinden
sich die Genotypen 7, 8, 17, 22 und 23. Die Hauptgruppe 3 enthalt neben den
Genotypen 9 bis 16 und 18 bis 20 den SEN-Genotyp mit seinen 8
Protogenotypen A — H, die sich ihrerseits auf drei Untergruppen verteilen. Eine
Untergruppe umfasst die Genotypen A, D, F und G, die zweite SEN-Virus B und
E und die dritte SEN-Virus H und C. Die vorliegende Arbeit folgt der Einteilung
in 5 Hauptgruppen von Peng et al. (2002) wie sie in Abbildung 2 dargestellt ist
und versteht SENV als einen der Genotypen von TTV. Die Gruppe 4 besteht
bisher nur aus dem Isolat YONBAN. Der Hauptgruppe 5 sind die Prototyp-
Isolate JT33-08, JT34-03, JT34-04, CT44-02, CT23-11 und CT39-25

zugeordnet.

Eine andere Einteilung wurde von Jelcic et al. (2004) vorgeschlagen (siehe
Abbildung 3). Die TT-Viren wurden vier verschiedenen Gattungen (alpha bis
delta) mit einer jeweiligen Sequenzhomologie von 50 — 60% zugeordnet. Isolate
mit einer Ubereinstim-mung von 60 — 90% sollten dann als gleiche Spezies und
bei einer Ubereinstimmung des gesamten Genoms von mehr als 90% als
identischer Genotyp bezeichnet werden. Dieser Vorschlag wurde aber im
achten Report des International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)
(Biagini et al. 2005) nicht aufgegriffen, so dass weiterhin die Einteilung von TTV

in finf Gruppen gebrauchlich ist.
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Abbildung 2:
Einteilung der TT-Viren in funf Hauptgruppen anhand der N22-Region des offenen
Leserahmens 1 (Quelle: Peng et al. 2002).
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Abbildung 3:
TTV-Stammbaum mit 103 TTV-Isolaten nach Jelcic et al. (2004).

1.2 Genomorganisation

Im Folgenden wird die Genomorganisation der TT-Viren vorgestellt und auf die
Charakteristika der verschiedenen Leseraster eingegangen. Die Abbildung 4
gibt eine schematische Ubersicht tiber die Anordnung der 5 offenen Leserah-

men im TTV-Genom.

Offener Leserahmen 1 (ORF1)

Erker et al. (1999) sequenzierten 151 TTV-Isolate; alle besalRen einen ORF1
von 770 Aminosauren, welche 2,31 kbp entsprechen. Man vermutete, dass
ORF1, der DNA-bindende Eigenschaften besitzt, das Gen fur das Nukleokapsid



codiert. Man fand zudem stark konservierte Regionen, die fir essenzielle
Virusproteine und ein Replikationsprotein kodieren (Hafner et al. 1997, Koonin
et al. 1993).

Offener Leserahmen 2 (ORF2)
ORF2 kodiert fur 202 Aminoséauren. Welche Proteine daraus entstehen, ist
jedoch noch unklar; es kénnte sich um Proteine handeln, die an der Replikation

beteiligt sind oder aber eine Phosphataseaktivitat besitzen (Peters et al. 2002).

Offener Leserahmen 3 (ORF3)
In allen elf Isolaten wurde ein dritter ORF (ORF3) nachgewiesen, der abwarts
von ORF1 an Nukleotidposition 2904 - 3075 liegt, (Erker et al. 1999, Asabe et

al. 2001), dessen Funktion aber bisher noch nicht geklart ist.

Offene Leserahmen 4 und 5 (ORF 4 und 5)

Bei anderen TTV-Isolaten wurden weitere offene Leserahmen gefunden, von
denen unbekannt ist, woflr sie kodieren (Okamoto et al. 2000b, Okamoto et al.
2001, Mariscal et al. 2002, Kamada et al. 2004). In Abbildung 5 sind die
einzelnen ORFs beispielhaft fir den Genotyp 1 des TTV-Genoms dargestellt.
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Abbildung 4:

Schematische Darstellung des zirkularen TTV-Genoms am Beispiel des Isolates
VT416. Die Pfeile geben die Ausrichtung des Leserasters an. Die gestrichelten Linien
symbolisieren die Introns. Die diinne Kreislinie stellt die nicht kodierende Region (UTR)
dar, in deren Mitte die GC-reiche Region liegt (grauer Balken); hier befindet sich auch
die TATA-Box und das Polyadenylierungssignal (Quelle: Okamoto et al. 1999a modifi-
Ziert von Rifai 2007).

Kodierende Region

Kamahora et al. (2000) identifizierten drei mMRNAs mit einer Lange von 1.0 kbp,
1.2 kbp und 3.0 kbp. Die 3.0 kbp lange mRNA entstammt dem ORF1, welcher
fur ein Protein mit 770 Aminosauren kodiert, das eine auffallig hohe Anzahl der
Aminosauren Arginin und Lysin im N-terminalen Bereich aufweist. Diese be-
dingen eine starke Hydrophobizitat, wie sie auch im Kapsidprotein (VP1) der
Circoviren gefunden wurde (Nishizawa et al. 1999). Daher erscheint eine
stabilisierende und schiitzende Funktion dieses Proteins als wahrscheinlich.
Weil das Kapsidprotein in der hypervariablen Region liegt, kann sich das Virus
leicht dem Immunsystem des Wirtes entziehen und als persistierende Infektion
etablieren. Diese hypervariablen Regionen finden sich in fast allen TTV-Geno-
typen.

Die 1.2 kbp lange mRNA besitzt zusatzlich zu der Splei3stelle an Nukleotid-
position 185 und 277 eine zweite zwischen Position 711 und 2374. Die Ver-

knupfung dieser Nukleotide bewirkt, dass ORF2 mit ORF3 verbunden wird. Das



von ORF2 kodierte Protein ist 120 Aminoséuren lang und kodiert ein an der
viralen Replikation beteiligtes Strukturprotein. In Abbildung 5 sind die 3 mMRNAs

schematisch dargestellt.

96T 074

Leserahimen 3 OFF 4 1.0 mR=A
353 7l nasdl e L
Lesershmen 2 _ _ S {1662 ORF 3 1.2 mRNA
20 2208
Leserahmen 1 185 %7 | ORF 1 | 2.9 mRNA
Abbildung 5:

Schematische Darstellung der vier offenen Leseraster und der drei zugehérigen TTV-
MRNAs des TTV-Genotyps 1 (Quelle: Kamahora et al. 2000).

Innerhalb der Anelloviren bildet das SEN-Virus einen der vielen verschiedenen
Genotypen des TT-Virus. Die Forschergruppe um Tanaka et al. (2001a) fand
heraus, dass das Genom von SENV-D 3788 bp lang ist und dasjenige von
SENV-H 3815 bp. Damit sind sie etwas kurzer als der Prototyp des TTV-
Genoms (TA278) mit 3853 bp. Die Isolate A —H besitzen mit TA278 eine
Sequenzhomologie von 33,1 —36,5%. SENV besitzt 3 offene Leserahmen,
deren Anordnung zueinander fur die beiden Genotypen SENV-D und SENV-H
in Abbildung 6 gezeigt ist.

SENs] ~e—__SENasl ~~
=~ NGI32 -~ B

ORF2
(156 aa)

ORF2
(157 aa)

SENV-D
3788 nt

SENV-H
3815 nt

ORF1 (754 aa) ORF1 (762 aa)

Abbildung 6:
Genomorganisation von SENV-D und SENV-H (Quelle: Tanaka et al. 2001a)



In der N-terminalen Region des ORF1 von SENV-D und SENV-H gibt es eben-
falls einen an Arginin und Lysin reichen Bezirk, wie er auch im TTV-Prototyp,
anderen TTV-Varianten sowie CAV vorkommt. In SENV-A und SENV- B fehlt
eine Ubereinstimmung in diesem Bereich (Tanaka et al. 2001a).

Nicht kodierende Region

Die nicht kodierende Region entspricht mit einer Lange von 1132 bp ungefahr
1/3 des TTV-Genoms. Mehr als 90 % dieser Sequenz bestehen aus den Basen
Guanin und Cytosin. Der nicht kodierende Genomteil entzog sich lange Zeit
einer genauen Analyse, weil diese Region Haarnadelstrukturen (stem-loops)
aufweist und dadurch die Bindung von PCR-Primern innerhalb dieses Bereichs
erschwert wird. Man geht davon aus, dass diese GC-reiche Region eine
wichtige Rolle fur die Virusreplikation spielt (Miyata et al. 1999).

Die in Abbildung 7 gezeigte Sequenz beinhaltet die GC-reiche Region zwischen
Nukleotid 3739 und 3853, die durch Punkte markiert ist (Okamoto et al. 1999a).
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CGCGCGCGECCCee”  “Ceeaeaeaey

TCGCGCECCGEEEE gééééé{:{:[:{:!‘

3739-@°°

ac

3664 Vg‘c 385:‘1 1!. 15
i : B : |
S'—ACCGCC HTGACTTCCTTCCTC GGCGCCAAAMA;CCGTC CCCCCTC GCCCCCCCC@I‘TTTGCTACGTCAC"3'
G2 . i - i

C+G T+A C-G
C+G T*A G-C
A-T T-A G-C
TR T-A gg
T.A G G-C
G:C C-G
PA T
il c

Abbildung 7:
GC-reiche Region zwischen Nukleotid 3732 bis 3853 am Beispiel des TTV-Isolates
TA278 (Quelle: Okamoto et al. 1999).
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1.3 Replikation und Gewebetropismus

Circo- und Anelloviren durchlaufen wahrend ihrer Replikation Phasen mit
doppelstrangiger DNA (dsDNA). Mushahwar et al. (1999), Niagro et al. (1998)
und Niel et al. (2005) gehen davon aus, dass die Replikation in Form eines
,rolling circle® ablauft. Die doppelstrangige DNA wurde im Fall von TTV in
Hepatozyten und Knochenmarkszellen gefunden, jedoch nicht in den im Blut
zirkulierenden Monozyten (Okamoto et al. 2000a). TTV kann also hamato-
poetische Vorlauferzellen infizieren und sich in ihnen replizieren, nicht jedoch in
frei im Blut zirkulierenden Monozyten. Reife TT-Viren vom Genotyp 3 und 4
konnten aber in Monozyten detektiert werden; dies lasst vermuten, dass dieses
Zellkompartiment als Reservoir genutzt wird (Okamoto et al. 2000a).

Wie bereits fur die mit TTV verwandten Circoviren beschrieben, missen virale
Proteine mit zellularen interagieren, um die Replikation zu initiieren. Dafur
kodieren Circoviren sogenannte replikationsassoziierte Proteine mit speziellen
Replikationsmotiven (Mankertz et al. 1998, Niagro et al. 1998). Im ORF1 liegen
vergleichbare Replikationsmotive vor (Erker et al. 1999). Hijikata et al. (1999)
und Peng et al. (2002) fanden jedoch auch in der nicht translatierten Region
Sequenzen fur replikationsassoziierte Proteine. Durch das Einbringen des TTV-
Genoms (VT416) in COS1-Zellen mit Hilfe eines Plasmidvektors konnten
Kamahora et al. (2000) und Leppik et al. (2007) drei verschiedene mRNAs (2,8
- 3,0 kbp, 1,2 kbp, 1,0 kbp) exprimieren. Sie gingen aber davon aus, dass auch

alternative Spleif3varianten exprimiert werden.

TT-Viren wurden in gastrointestinalen Tumoren sowie in Brust- und
Lungenkarzinomen und in Leuk&amiezellen und im multiplen Myelom gefunden
(de Villiers et al. 2002). Okamoto et al. (2001) untersuchten post mortem die
Haufigkeitsverteilung unterschiedlicher TTV-Genotypen im Serum und neun
unterschiedlichen Geweben von drei Personen. Von einer Person wurde die
amplifizierte TTV-DNA aus dem Serum und von neun Gewebetypen kloniert
und von jeder der 10 Proben 30 Klone sequenziert. Ein Sequenzvergleich

dieser 300 Klone wies sechs unterschiedliche Genotypen nach, von denen vier
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neu waren. Der Gewebetropismus war stark ausgepragt und die Haufigkeits-
verteilung der verschiedenen Genotypen in unterschiedlichen Geweben sehr
heterogen. Die genotypische Variabilitat war hoch: In einem Gewebetyp/Serum
traten bis zu funf verschiedene Genotypen mit jeweils unterschiedlichen

Haufigkeiten auf (vgl. Tabelle 1).

Tabelle 1:

Haufigkeitsverteilung von sechs verschiedenen TTV-Genotypen im Serum und heun
unterschiedlichen Geweben einer post mortem untersuchten Person. Die ermittelten
Haufigkeiten basierten auf der Auswertung von je 30 sequenzierten Klonen pro
Gewebe und Serum (Darstellung leicht modifiziert nach Okamoto et al. 2001).

Probe Haufigkeit verschiedener_ TTV-Ge_notypen
TYM9 | SENV-F | SAa-10 | Saj-30 | SAj-09 | SAa-01
Serum 27 % 3% 43 % 0% 17 % 10 %
Knochenmark | 23 % 37 % 37 % 3 %
Lymphknoten | 100 %
Muskel 7% 57 % 33% 3%
Schilddruse 67 % 33 %
Lunge 83 % 3 % 13 %
Leber 63 % 3% 33 %
Milz 50 % 47 % 3%
Pankreas 3% 93 % 3%
Niere 53 % 3% 43 %
Total | 47 % 1% 28 % 1% 21 % 2%

1.4 Transmission humaner Anelloviren

Die Ubertragung von Anelloviren kann auf unterschiedlichen Wegen erfolgen.
Zum einen parenteral durch Blut oder Blutprodukte. Dieser Transmissionsweg
war bereits von Nishizawa et al. (1997) nachgewiesen worden. Folglich findet
sich bei Empfangern von Blutprodukten eine deutlich erhohte Pravalenz von
TT-Viren (Lefrere et al. 2000, Simmonds et al. 1998, Okamoto et al. 1998a,
Charlton et al. 1998, Akiba et al. 2005, Chiou et al. 2006, Borawski et al. 2006).
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Allerdings kdme laut Cao et al. (1999) auch eine perkutane Infektion durch
verunreinigte Nadeln in Frage. Als alleiniger Ubertragungsweg scheint dies aber
angesichts der hohen Durchseuchungsrate als nicht wahrscheinlich.

Die fakal-orale Ubertragung ist ein weiterer Infektionsweg. TTV-Sequenzen
wurden in Stuhlproben und Speichel, nicht aber in Urin nachgewiesen
(Okamoto et al. 1998b, Ross et al. 1999, Davidson et al. 1999, Desai et al.
1999, Saback et al. 1999, Borawski et al. 2006). Experimentell konnte die
Moglichkeit dieses Ubertragungsweges durch die Auslésung einer TTV-
Infektion bei Schimpansen mittels Ubertragung von aus menschlichem Stuhl
gewonnenen TT-Viren verifiziert werden (Tawara et al. 2000). Da TTV
aulBerdem in Abwassern gefunden wurde, ist eine Infektion auch tber diesen
Weg denkbar. (Vaidya et al. 2002).

Eine maternale Ubertragung von der Mutter auf das Kind scheint ebenfalls
maoglich zu sein (Gerner et al. 2000, Schréter et al. 2000, Goto et al. 2000,
Matsubara et al. 2001, Tanaka et al. 2001b, Springfeld et al. 2000, Pirovano et
al. 2002). Eine sexuelle Ubertragung erscheint ebenfalls als sehr
wahrscheinlich, weil TTV in Sperma und Speichel nachgewiesen wurde (Puig-
Basagoiti et al. 2000, Inami et al. 2000).

Nicht zu vernachlassigen ist auch die hohe TTV-Durchseuchung bei Haustieren
(Leary et al. 1999a). TTV kann also auch als Zoonose auftreten, wenn man
Haustiere bzw. Nutztiere als mdgliche Infektionsquelle bertcksichtigt. Bereits im
Jahr 2000 beschrieben Okamoto et al. (2000c) zoonotische Infektionen bei
Affen.

1.5 Pravalenz humaner TT-Viren

Die Durchseuchungsrate mit TT-Viren ist weltweit sehr hoch, doch
unterscheiden sich die in den Studien angegebenen Pravalenzen sehr deutlich.
Dies kann auf unterschiedliche Untersuchungsmethoden zuriickzufihren sein,
wobei die Wahl der PCR-Primer und der zu amplifizierenden Genomregion
aufgrund der hohen Sequenzdiversitat eine entscheidende Rolle spielt (Itoh et
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al. 1999). Untersuchungen der Seren von Patienten mit einem erhdhten Risiko
fur die parenterale Ubertragung von Viren (Hamophilie, Hamodialyse, Personen
mit intravendsem Drogenkonsum) ermittelten Préavalenzen fir TTV von 1 % bis
zu >90 % (Okamoto et al. 1998a, Gerner et al. 2000a, Schroter et al. 2000,
Viazov et al. 1998, Prescott et al. 1998, Takahashi et al. 1998, Niel et al. 1999).
Fur japanische Blutspender konnte eine uber 90%ige Durchseuchung
nachgewiesen werden (Takahashi et al. 1998, Okamoto et al. 1999b, Okamoto
et al. 2000d). Diese starken Schwankungen der Pravalenzraten lassen sich auf
die Wahl der Primer bzw. der amplifizierten Genomregion zurtckfihren.
Anfanglich wurde die N22-Region aus dem offenen Leserahmen 1 fur den
Virusnachweis mittels PCR verwendet, wobei diese Primern nur die TTV-
Genotypen 1-6 amplifizieren. Nach Identifikation der nicht kodierenden Region
wurden Primer aus dieser Region verwendet, die es ermoglichten, einen
Grolteil der bekannten Genotypen zu identifizieren (Iltoh et al., 1999; Leary et
al., 1999a; Leary et al., 1999b). Eine Ubersicht iiber die Pravalenz von TTV in
der Bevolkerung verschiedener Lander unter Verwendung von Primern aus
zwei unterschiedlichen Genomregionen zeigt Tabelle 2.

Die Pravalenz der SEN-Viren, die der TTV-Hauptgruppe 3 angehéren, unterlag
aufgrund der Verwendung unterschiedlicher Primerpaare fir die Detektion
ebenfalls groen Schwankungen, aber insgesamt war die Durchseuchung in

den verschiedenen geographischen Regionen ebenfalls sehr hoch (Tabelle 3).

Selbst bei Haustieren konnten TTV-spezifische Isolate identifiziert werden. So
wurden bei 19 % der untersuchten Huhner, 20 % der Schweine und 30 % der
Schafe entsprechende Viren nachgewiesen (Nishizawa et al. 1999, Leary et al.
1999a).
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Tabelle 2:
TTV-Pravalenz in der Bevolkerung verschiedener geographischer Regionen.

Geografische % positiv % positiv
Region/Land ORF1 PCR UTR PCR
Kongo 43-44
Agypten 29 85
Afrika® Gambia 86
Nigeria 52
Sudan 7 2
China 5-11
Japan 10 - 58 70-93
Korea 14
Mongolei 43
Myanmar 96
Asien? Nepal 82
Pakistan 16
Saudi
Arabien 19
Singapur 08
Taiwan 10-53
Thailand 7-36
Finnland 17 73
Frankreich 5
Deutschland 7-14
Europa® Italign 9-50
Spanien 14
Niederlande 72
GroBErltannle .10 47-57
Nordamerika* USA 1-11
Ozeanien® Papua 75
Neuguinea
Bolivien 82
. . s Brasilien 20 - 62
Stidamerika Kolumbien 16
Ecuador 71

! Prescott et al. 1998, Abe et al. 1999, Stark et al. 2000

% Tsuda et al. 1999, Sugiyama et al. 2001, Nakano et al. 1999, Kato et al. 1999, Abe et al. 1999, Prescott et al.
1999, Simmons et al. 1998

3. Simmonds et al. 1998, Biagini et al. 1998, Berg et al. 1999, Maggi et al. 1999, Gimenez-Barcons et al. 1999,
Prescott et al. 1998

* Desai et al.1999

> Abe et al. 1999, Prescott et al. 1999, Tanaka et al. 1999, Niel et al. 1999
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Tabelle 3:
Weltweite SENV-Pravalenzen

Land SEN\Z(VF;)OS'“V Quelle
Taiwan 28 Wang et al. 2007 (ORF 1 PCR)
China 31 Mu et al. 2004 (ORF 1 PCR)
10 — 20 Shibata et al. 2001, Umemura et al. 2000

Japan (ORF 1 PCR)

. Mushawar et al. 2000, Bowden et al. 2001
USA, Italien 2 (ORF 1 PCR)
Slowakei 24 Schreter et al. 2006 (ORF 1 PCR)
Tlrkei 25 Serin et al. 2006 (ORF 1 PCR)
Deutschland 1-17 Schroter et al. 2002 (ORF 1 PCR)
Agypten 20 Mohammed et al. 2011 (ORF 1 PCR)

1.6 Klinik und Pathogenese humaner Anelloviren

Die Frage nach der Pathogenitat des TT-Virus wird seit seiner Entdeckung
kontrovers diskutiert. Da man das Virus zuerst bei einem Patienten mit Hepatitis
isolierte, lag die Vermutung nahe, es kobnne Hepatitiden verursachen.
Takahashi et al. (1998) beobachteten ein gehéauftes Auftreten von TTV bei
Patienten mit Hepatitiden im Vergleich zu gesunden Blutspendern. Shibata et
al. (2001) vermuteten ebenfalls, dass der Genotyp 1 eine Rolle in der
Entstehung von fulminanten Non-A, -B und -C Hepatitis habe und zwar
aufgrund der Tatsache, dass in ihrem Patientengut die Anzahl der TTV-positi-
ven Personen signifikant héher war als in der Gruppe, in der die Hepatitis milder
verlief. Studien von Bando et al. (2001) zeigten ebenfalls, dass der TTV-Geno-
typ 1 eventuell agressiver ist als die anderen Genotypen. Doch gibt es auch
gegenteilige Studien, die darauf hinweisen, dass dieser TTV-Genotyp nicht in
Zusammenhang mit Leberwerterhéhung oder irgendeiner anderen Form der
Hepatitis gebracht werden kann (Hijikata et al. 1999, Hsieh et al. 1999,
Naoumov et al. 1998). Eventuell spielt TTV jedoch eine Rolle im Verlauf einer
Leberzirrhose bei chronischer Hepatitis-C-Infektion. Mit Hepatitis C und TTV
koinfizierte Patienten haben mdglicherweise ein htéheres Risiko, ein hepato-

zellulares Karzinom zu entwickeln, da TTV die Rate irreguldrer Regeneration
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erhohen kann (Moriyama et al. 2001). Das TT-Virus kann somit nicht als

Hepatitis-Virus bezeichnet werden.

Eine weitere Hypothese ist, dass TTV pulmonale Erkrankungen hervorruft. Die
TTV-Replikation wurde in Lungengewebe nachgewiesen, ebenso wie
Koinfektion von TTV und Rhinitis bei Neugeborenen (Biagini et al. 2003). Bei
Patienten, die mit akuten pulmonalen Erkrankungen stationar eingewiesen
worden waren, wurden erhohte TTV-Titer festgestellt (Maggi et al. 2003).

Ein Einfluss auf den Verlauf der idiopathischen Lungenfibrose und die Kompli-
kation des Bronchialkarzinoms ist ebenfalls denkbar, da bei TTV-positiven
Patienten eine hohere Laktatdehydrogenase und eine niedrigere 3-Jahres-
Uberlebensrate aufgezeigt wurde. (Bando et al. 2008).

Auch auf hamatologische Erkrankungen scheint TTV einen Einfluss zu haben.
Patienten mit hoher TT-Viruslast im Knochenmark hatten eine hdhere Prava-
lenz von durch Hepatitis verursachter aplastischer Anamie unklarer Atiologie
(Kikuchi et al. 2000). Andere Studien halten diesen Zusammenhang allerdings
fur unwahrscheinlich (Poovorawan et al. 2001, Safadi et al. 2001).

Auch ein Zusammenhang zwischen TTV und Lymphomen wird diskutiert
(Garbuglia et al. 2003). In vielen Fallen wurde eine im Vergleich zu Gesunden
erhohte Viruslast gefunden (de Villiers et al. 2002).

Eine Koinfektion von TTV Genotyp 1 und humanem Papillomavirus war mit
einem schlechteren Ausgang beim Larynxkarzinom assoziiert (Szladek et al.
2005). Laut Girard et al. (2007) kénnte TTV zusammen mit einer HHV-8-

Koinfektion eine Rolle bei der Entstehung des Kaposi-Sarkoms spielen.

Die hohe Mutationsrate ermdglicht es dem Virus, vom Immunsystem des Wirtes
unentdeckt zu bleiben. In der hypervariablen Region im ORF1 finden haufig
Mutationsereignisse mit anschlieRendem Aminosaurenaustausch statt. Somit ist
das Virus vor im Blut zirkulierenden Antikdrpern geschutzt und persistiert im
Kreislauf des Wirtes. Die hohe Pravalenz bei Gesunden spricht dafur, dass TTV

ein apathogener, ubiquitdr vorkommender Kommensale des Menschen ist.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass es keinen definitiven kausalen
Zusammenhang zwischen einer TTV-Infektion und einer davon hervorge-
rufenen Erkrankung ohne begleitende Grunderkrankung gibt. Es ist allerdings
maoglich, dass in einer speziellen Konstellation und zusammen mit anderen
Erregern eine entsprechende Erkrankung ausgelost beziehungsweise deren
Verlauf verschlechtert werden kann.

1.7 Zielsetzung

In dieser Arbeit wurde die Transmission der humanen Anelloviren anhand eines
Patientenkollektivs aus einer Ambulanz fur sexuell Ubertragbare Krankheiten in
Lagos (Nigeria) untersucht. Dazu sollte zun&chst eine PCR etabliert werden, die
es ermoglicht, die verschiedenen TTV-Genotypen umfassend zu detektieren.
Zusatzlich sollte ein weiterer PCR-basierender Genomnachweis speziell fur
SEN-Viren entwickelt werden, die mit ihren verschiedenen Genotypen die TTV
Hauptgruppe 3 darstellen.

Die Pravalenzdaten der Patienten mit Mehrfachinfektionen mit HIV, Hepatitis B
und Hepatitis C sollten mit entsprechenden veréffentlichten Daten verglichen
und interpretiert werden.

DarUberhinaus wurde ein auf Peptiden basierender ELISA zum Nachweis von
TTV-spezifischen Antikorpern etabliert und die Ergebnisse mit denen der PCR
verglichen werden.

Da humane Anelloviren auch in Nutztieren nachweisbar sind, wurde in einem
zweiten Teil der Arbeit die Durchseuchung von Rindern und Schweinen in Sud-
deutschland mit TTV und speziell mit den Isolaten der Hauptgruppe 3 (SENV)
untersucht werden, um Indizien fur eine eventuelle fakal-orale Ubertragung zu

erhalten.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Materialien

Humanes und tierisches Probenmaterial

Es wurden 50 Seren von 36 Mannern und 14 Frauen aus einer Ambulanz fur
Haut und Geschlechtskrankheiten in Nigeria untersucht, die im Zeitraum von
Méarz bis Mai 1986 von Dr. Andreas Weimer in Lagos gesammelt worden waren
(vgl. Tabelle 4).

FUr den Nachweis von humanen Anelloviren im Blut von Nutztieren wurden 50
Schweine- und Rinderseren aus dem Jahr 2005 analysiert, die Frau Dr. Isar
vom staatlichen tierarztlichen Untersuchungsamt Aulendorf in Baden-
Wirttemberg zur Verfigung gestellt hatte. Im Unterschied zu den humanen
Proben wurden von den Tieren keine weitere Daten erhoben; daher wird hier
auf eine tabellarische Auflistung der fortlaufend durchnummerierten Seren
(Schweine: S1- 50; Rinder: R1-50) verzichtet.

Verbrauchsmaterialien, Chemikalien und Feinchemikalien

Die laborublichen Verbrauchsmaterialen (Pipettenspitzen mit und ohne Filter,
Reaktionsgefal3e, Petrischalen, Laborhandschuhe etc.) wurden von den Firmen
Biozym, Eppendorf, Greiner, Falcon, Kimberly-Clark, Ansell und Sarstedt be-
zogen.

Soweit nicht anders vermerkt und versuchsrelevant stammten alle Ublichen
Laborchemikalien von den Firmen Merck, Serva, Sigma und Qiagen. TE-Puffer
(10 mM TRIS, 1 mM EDTA) fur die DNA-Proben und TAE-Puffer (400 mM TRIS
Acetat/10 mM EDTA) fir die Gelelektrophoresen wurden von Roche bezogen.
Die Feinchemikalien stammten von Bioline (Agarose) und Invitrogen (N&hr-

medien).
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Tabelle 4:
Ubersicht tiber die in dieser Arbeit untersuchten Seren von 50 Personen (36 Manner,
14 Frauen), die 1986 in einer Ambulanz fur Haut und Geschlechtskrankheiten in

Nigeria gesammelt worden waren. (n.b. = nicht bekannt).

Serum

Alter

Diagnose

MANNER

20

20

Gonorrhoe

94

36

Urethritis

95

n.b.

Lues

115

20

Gonorrhoe

127

26

Lues

135

24

Herpes genitalis

138

36

Gonorrhoe

142

32

Urethritis

143

22

Gonorrhoe

145

24

Urethritis

174

n.b.

Urethritis

175

25

Ulcus molle

180

32

Lues

194

23

Gonorrhoe

195

28

Gonorrhoe

196

34

Urethritis

197

23

Urethritis

199

26

Herpes genitalis

201

33

Urethritis

215

55

Lues

221

29

Urethritis

225

24

Urethritis

232

n.b.

Lues

250

n.b.

Urethritis

279

23

Gonorrhoe

283

24

Genitale Candidiasis

285

26

Lues

286

22

Unbekannt

293

n.b.

Urethritis

299

45

Unbekannt

312

32

Lues

352

24

Gonorrhoe

416

22

Lues

447

16

Urethritis

672

45

Urethritis

693

39

Unbekannt

20

Serum

Alter

Diagnose

FRAUEN

104

23

Vaginitis

114

25

Trichomoniasis

116

20

Vaginitis

129

n.b.

Genitale Candidiasis

139

25

Gonorrhoe

164

33

Lues

177

30

Lues

200

21

Herpes genitalis

220

20

Genitale Candidiasis

234

30

Genitale Candidiasis

240

40

Cystitis

296

21

Gonorrhoe

336

28

Vaginitis

446

28

Genitale Candidiasis




Verwendete Kits

FastPlasmid Mini Kit Eppendorf
TOPO TA Cloning Kit Invitrogen
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen
DNeasy Blood & Tissue Kit Qiagen
Plasmid Mini Kit Qiagen

Biochemikalien

Ampicillin Carl Roth

DNA Marker 1 kbp (GroRRenstandard) Invitrogen

X-Gal (5-Brom-4-chlor-3-indoxyl- PeqgLaB

B-D-galactopyranosid)

dNTP (Nukleotide fur die PCR) Promega

Gelladepuffer (40 % Sacharose, Invitrogen

0,05 % Bromphenolblau, 0, % SDS

1 mM EDTA)

BSA (Bovines Serum Albumin) Sigma
Enzyme

Advantage Tag-Polymerase incl. Clontech

Puffer und MgCl,

Restriktionsendonuklease EcoRI Roche

Antikdrper und Peptide

Kaninchen anti-Human IgG Antikorper, Peroxidase markiert Dako

Zum Nachweis der Anellovirus-spezifischen Antikdrper standen vier Peptide zur
Verfligung, die freundlicherweise von Dr. Hubert Kalbauer, Naturwissenschaft-
lich-medizinisches Institut der Universitat Tubingen, synthetisiert worden waren.
Die vier Peptide hatten folgende Sequenzen:

Peptid 14: PRMAWWGRWRPWRWRRRRWRGRRRRRLRTRRARRPLRRRG
Peptid 16: EYHLGWYSNIFIGNLRHNLAFRPAYIDVTYNPIV

Peptid 17: TGPFSYRDEHPSVTLTAKYKFYFNWGGDSI

Peptid 19: RRGTRRVRRRRWGRRRWRRGYRRRLRLRRKRRRRKKIVL
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Oligonukleotide

Alle verwendeten PCR-Primer wurden von der Firma MWG-Operon synthe-
tisiert.
Far den Nachweis der TT Viren wurden die von Leary et al. (1999b) publizierten

Primersequenzen verwendet.

Fir die 1. Runde der PCR:

Set B for-1 (sense) 5 GTGGGACTTTCACTTGTCGGTGTC 3’
Nukleotidposition: 3087-3110

Set B rev-1 (antisense) 5 GACAAATGGCAAGAAGATAAAGGCC 3’
Nukleotidposition: 3368-3392

Amplifikatgroi3e: 350 bp

Nested Primer fur die 2. Runde der PCR:
Set B for-2 (sense) 5 AGGTCACTAAGCACTCCGAGCG 3
Nukleotidposition: 3120 — 3141
Set B rev-2 (antisense) 5 GCGAAGTCTGGCCCCACTCAC &
Nukleotidposition: 3342-3362
Amplifikatgro3e: 243 bp

Die Detektion der SEN Viren erfolgte mit von Kojima et al. (2003) veré6ffentlich-
ten Primern.

Sen-AlF (sense) 5 TWCYCMAACGACCAGCTAGACCT 3
Nukleotidposition: 1028 — 1377

Sen-AlR (antisense) 5 GTTTGTGGTGAGCAGAACGGA &
Nukleotidposition: 987 — 1336

Amplifikatgrof3e: 350 bp

Verwendete Software

Fur das Sequenzaligment wurde das Programm Clustal W Version 1.81 ver-

wendet, Dendrogramme wurden mit TreeView, Version 1.6.6 erstellt.
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2.2 Methoden

2.2.1 DNA-Extraktionen
Extraktion viraler DNA

Die virale DNA wurde entweder mit dem DNeasy Blood & Tissue Kit oder mit
dem QiAmp DNA Mini Kit von Qiagen isoliert. Das Extraktionsprinzip dieser Kits
beruht auf der Bindung der Nukleinsdure an einer Silikagel-Oberflache in
Gegenwart hoher Salzkonzentrationen von Guanidinhydrochlorid. Die Isolierung
der DNA erfolgte geméalR der Angaben in der Anleitung der Kits. Bis zur
Verwendung fur die PCR wurden die DNAs bei -20°C gelagert.

Isolierung der Plasmid-DNA von transformierten Bakterien (Escherichia coli)

Die Plasmid DNA der Klone wurden mit dem Plasmid Mini Kit von Qiagen
gemal den Anweisungen des Herstellers isoliert

2.2.2 Virusnachweis mittels Polymerasekettenreaktion (PCR)

Alle im folgenden beschriebenen PCR-Versuche wurden entweder im Hybaid
Omn-E Thermal Cycler der Firma MWG Biotech oder im DNA Cycler Cetus von
Perkin Elmer durchgefuhrt.

Aufgrund der auf3erordentlichen Empfindlichkeit der PCR-Methode und der
damit einhergehenden Anfélligkeit fur Kontaminationen wurden die DNA-
Extraktion, die Amplifikation und anschlieende Detektion der PCR-Produkte
auf Agarosegelen raumlich voneinander getrennt durchgefuhrt.

Fur den Nachweis der TT- und der SEN-Viren wurden die in Kapitel 2.1 ange-

gebenen Primer verwendet.

Reaktionsansatz fir die TTV- und SENV-PCR:

33 uL H,0O
5 uL Puffer
2 pL Primer sense
2 uL Primer antisense
2 UL dNTPs
1 yL Advantage Tag-Polymerase
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Der Reaktionsmix wurde zum Schutz gegen Verdunstung mit 2 Tropfen Paraf-
findl Uberschichtet. Erst danach wurden 5 pL Virus-DNA in die wassrige Phase

hinzupipettiert (Endvolumen: 50 uL).

Amplifikationsbedingungen
TTV-Nachweis:

Denaturierung  94°C 1 min 1x
Denaturierung 94°C 30 sec
35 X

Annealing 55°C 30 sec
Synthese  68°C 30 sec
Synthese  72°C 10 min 1x

SENV-Nachweis:

Denaturierung  94°C 1 min 1x
Denaturierung 94°C 30 sec

Annealing 55°C 30 sec }35 X
Synthese  68°C 30 sec

Synthese  72°C 10 min 1x

Nested PCR

Falls die in einem Reaktionssansatz eingesetzte DNA Menge so gering war,
dass im Agarosegel keine DNA sichtbar war, wurde eine zweite PCR mit den
sogenannten nested Primern (Set B for-2 sense, Set B rev-2 antisense)
durchgefiihrt, deren Bindungstellen innerhalb des vom ersten Primerpaar
amplifizierten Abschnittes liegen. Damit wird die Sensitivitdt und Spezifitdt des
Nachweises erhoht.

Die nested PCR wurde nur fur Proben durchgefihrt, bei denen nach der ersten
PCR kein Amplifikat detektiert werden konnte. Fur den nested PCR-Ansatz
wurde jeweils 1 pL (= 1/50 Vol) des PCR-Produktes aus der ersten PCR als

Template eingesetzt.

2.2.3 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese wurde zur Detektion der PCR-Produkte und
Auftrennung der mit EcoRI geschnittenen Plasmid-DNA verwendet. Es wurden
2%ige Agarosegele mit Ethidiumbromid hergestellt wurden und TAE verwendet

und jeweils 1/5 Vol (= 10 pL) des PCR-Ansatzes aufgetragen. Die Auftrennung
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erfolgte mit 100 V fur ca. 30 min bis der Farbstoff des Ladepuffers (Brom-
phenolblau) ca. 2/3 der Gellange durchlaufen hatte. Zur Bestimmung der
Fragmentgro3en wurden auf jedem Gel eine 1 kb-Leiter als Molekulargewichts-
standards aufgetragen. Die Gele wurden unter UV-Licht (302 nm) mit einer

Polaroidkamera fotografiert.

2.2.4 Klonierung und Sequenzierung von PCR-Produkten

Um einige ausgewahlte SENV-PCR-Produkte zu sequenzieren, wurden sie
zunéchst kloniert. Dazu wurde der TOPO TA Cloning Kit (Invitrogen) verwendet.
Sowohl die Klonierung als auch die anschlieRende Transformation und das
Screening der positiven Klone mittels Restriktionsspaltung mit EcoRI wurden
ohne Modifikation nach den Angaben im Handbuch des Herstellers
durchgefuhrt.

Es wurden neun humane SENV-Isolate der nigerianischen Patienten sowie drei
Virusisolate aus Rinden und zwei aus Schweinen von einem kommerziellen An-

bieter (4base lab, Reutlingen) sequenziert.

2.2.5 Nachweis von SEN-Virus spezifischen Antikérpern mittels Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Zunachst wurden die Mikrotiterplatten mit dem SENV-spezifischen Peptid

beschichtet. Dazu wurde je 1 ug des Peptids mit 100 puL Bicarbonatpuffer

(10 MM NaHCOs3) verdinnt und von dieser Losung jeweils 100 pL/Kavitat

pipettiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 37°C inkubiert und am n&chsten

Tag 5-mal mit TBST-Puffer gewaschen und bis zur Verwendung bei 4°C gela-

gert.

Durchfihrung
1. Die Seren wurden mit TBST 1 : 500 verdiinnt und jeweils 100 pL/Kavitat

pipettiert; als Leerwert diente TBST-Puffer.
2. Die Microtiterplatten wurden zum Schutz vor Verdunstung mit Parafilm abge-
klebt und fur 1 h bei 37°C inkubiert.
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. Die Seren wurden abgesaugt und die Platte 5-mal mit jeweils 250 puL TBST
pro Kavitat gewaschen.

. Zugabe von jeweils 100 pL Sekundar-Antikorper (Peroxidase-gekoppelte
Kaninchen anti-Human IgG Antikorper), der 1 : 10.000 in TBST + 1% BSA
verdunnt worden war. Inkubation fir 1 h bei 37°C. Absaugen des Antikérpers
und 5-maliges Waschen der Platte mit jeweils 250 pL TBST-Puffer.

. Zugabe von 100 pL des chromogenen Substrates Tetramethylbenzidin
(TMB), welches die mit den Sekundarantikérpern gekoppelte Meerrettichper-
oxidase umsetzt. Die Farbentwicklung ist nach 10 - 30 Minuten abgeschlos-
sen und wurde in der Regel nach 15 min mit 50 yuL 1 N H,SO,4 gestoppt.

. Die Proben wurden innerhalb von 15 min nach Abstoppen der Farbereaktion
im Photometer bei der Messwellenlange von 450 nm und einer Referenz-

wellenlange von 620 nm gemessen.
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3 ERGEBNISSE

Fur diese Arbeit wurden 50 Serumproben von 36 Mannern und 14 Frauen mit
einem Altersdurchschnitt von 28 Jahren auf das Vorhandensein von TTV und
einer eventuellen Korrelation mit dem Auftreten von Geschlechtskrankheiten
untersucht. Dartber hinaus wurden im Hinblick auf die Mdglichkeit zoonotischer

Infektionen auch je 50 Rinder- und Schweineseren untersucht.

3.1 Nachweis von TTV und SENV in Seren nigerianischer Patienten

Um eine mdoglichst grof3e Anzahl der vielen TTV-Genotypen mit einem PCR-
Assay erfassen zu konnen, wurden nicht die Primer aus der konservierten
kodierenden Region N22 verwendet (Okamoto et al. 2001, Biagini et al. 2001)
sondern Primer, die eine nicht kodierende Region amplifizierten. Abbildung 8
zeigt die Gelelektrophorese von Proben, die in der ersten PCR-Runde kein oder
zumindest kein auf einem Agarosegel nachweisbares Produkt erbrachten und
daher anschlie3end nochmals mit dem zweiten Primerpaar fur die nested PCR

amplifiziert wurden.
Abbildung 9 zeigt die Auftrennung der SENV-Amplifikate im Agarosegel. Fur

den Nachweis von SENV wurde keine nested PCR durchgefihrt; die

Primerbindungsstellen lagen im ORFL1.
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500 bp
243bp

Abbildung 8:

Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der TTV-PCR. Untere Gelhélfte:
1. Runde der PCR: keine Amplifikate nachweisbar. Obere Gelhalfte: 2. Runde der
PCR: PCR-Produkte in einigen Spuren sichtbar. Spur 1: 1 kbp Marker; Spur 2: PCR-
Negativkontrolle (H,O); Spur 3: Extraktionsnegativkontrolle (H,O); Spuren 4, 5, 7, 9:
PCR-Produkte (Lange: 243 bp) der jeweils aufgeflihrten Seren; Spuren 6 und 10: keine
Amplifikate; Spur 11: Unspezifische Amplifikation.
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Abbildung 9:

Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der SENV-PCR.

Spur 1: 1 kbp Marker; Spuren 2 und 3: Extraktionsnegativkontrolle (H,O); Spur 4. PCR-
Negativkontrolle (H,O); Spuren 5, 7, 9: PCR-Produkte (Lange 350 bp) der jeweils
aufgeflihrten Seren; Spuren 6 und 8: keine Amplifikate nachweisbar.

3.2 Pravalenz des TT-Virus und eine madgliche Korrelation mit dem Auf-

treten von Geschlechtskrankheiten

Von den insgesamt 50 getesteten Seren waren 32 (64 %) positiv fiur SENV, der
3. Hauptgruppe der TT-Viren, und 19 (38 %) waren positiv fir andere TTV-
Genotypen. Bei 16 (32%) Patienten konnten neben SENV auch noch andere
TTV-Genotypen nachgewiesen werden. Tabelle 5 zeigt die Haufigkeit von TTV
und dem SENV-Genotyp innerhalb der Studienpopulation und deren Korrelation
mit weiblichem oder mannlichem Geschlecht sowie mit Geschlechts-
krankheiten. Bei Ulcus molle und Cystitis lag keine Infektion mit TTV oder
SENV vor. Am haufigsten war die Urethritis mit einer TTV-Infektion
vergesellschaftet Im untersuchten Patientengut litten 13 der 35 Manner an
dieser Erkrankung, jedoch keine Frau. An Lues waren insgesamt zwei Frauen
und acht Manner erkrankt. Eine dieser beiden Frauen war gleichzeitig TTV-

positiv jedoch gab es bei den Manner funf fir SENV und funf fir TTV positive.
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Insgesamt gab es vier Doppelinfektionen mit TTV und dem SEN-Genotyp. Mit
Gonorrhoe, einer ebenfalls sehr haufigen sexuell Ubertragbaren Erkrankung,
ausgelost durch den Erreger Neisseria gonorrhoeae, waren zwei Frauen und
acht Manner infiziert. Es kommt durch diese Erkrankung zu Infektionen der
aulReren und inneren Geschlechtsorgane bis hin zu Unfruchtbarkeit. Keine Frau
wies eine TTV-Infektion auf wo hingegen zwei Méanner fur TTV und sechs
speziell fur SENV positiv waren. Keine Infektion mit TTV fanden sich bei der
Cystitis und Ulcus molle. Der Ulcus molle ist eine in Europa sehr seltene sexuell
Ubertragbare Erkrankung, welche typische Hautulcerationen und Lymphknoten-
schwellung hervorruft,. Nur ein mannlicher Patient war daran erkrankt. An
Cystitis, einer Entziindung der Harnblase, war eine weibliche Patientin erkrankt
bei der keine TTV-Infektion nachgewiesen werden konnte. Candidose ist eine
nicht ansteckende Pilzinfektion; an ihr litten vier Frauen und ein Mann. Bei
Trichomoniasis und dem Herpes genitalis lagen 100 % und 66,6 % Doppel-
infektionen vor, jedoch nur bei einem und drei erkrankten Patienten. Diese
beiden Erkrankungen sind hochansteckend. Drei Manner hatten unbekannte
Erkrankungen; sie waren alle positiv fur SENV, nur einer von ihnen war fur mit

einem weiteren TTV-Genotyp infiziert.
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Tabelle 5:

Haufigkeit von TTV Infektionen und Geschlechtskrankheiten innerhalb einer Studien-
population von 50 nigerianischen Patienten (w = weiblich, m = ménnlich, £ = Summe).

TTV SENV 11y 4. sEN
s Genotyp -
Anzahl positiv L positiv
. - positiv
Krankheiten | Patienten . .
Anzahl (%) Anzahl (%) Anzahl (%)
w o |m|Z|wm| X(%) |w|m 2(%) |w|m| Z(%)
Urethritis 0 |[13(13|0| 6| 6(46) [0]| 9| 9(69) |0|5| 5(38)
Gonorrhoe 2 10]10{ 2| 2(20) |0l 6| 6(60) |0|2 | 2(20)
Cystitis 1 1{0{0] O() [0|O0O| O() 0|0 0O(0O)
Lues 2 10|1| 5| 6(60) [0| 5| 5(50) |0|4 | 4 (40)
- 1
Vaginitis 3 10(3]|1|0 (33.3) 2/ 0(2(66,6)]|1|0|1(33,3)
Trichomoniasis 1 (0(21]1/0(|1(100){2( 0| 1(100) 1|0 |1 (100)
Genitale
Candidose 4 [1]5]|0{0] 0() [2|1| 3(60) |0|O| 0O(0)
Herpesgenitalis | 1 |2 |3]0|2 (6626) 1({2 | 3(100) |0| 2 |2 (66,6)
Ulcus molle O |[1]1]|0{0] O0() |O0|O 0() |0j0| 0(0)
1
Unbekannt 0 [3[3]|0|1 (33,3) 0| 3| 3(100) [O|1]1(33,3)
Y I Y N N Y I Y N N
Gesamt 14 |36|50(3 é 19 38)| 7| 25| 32 (64) |2 411 16 (32)

Altersangaben lagen nur von 44 der 50 Patienten vor. Tabelle 6 zeigt die
Verteilung des Altersdurchschnitts in den fur TTV und SENV positiven bzw.
negativen Patientengruppen. Mit p=0,5 war der Unterschied des durch-
schnittlichen Lebensalters zwischen den Gruppen der negativen bzw. positiven

Patienten nicht signifikant.
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Tabelle 6:
Durchschnittsalter der Patienten mit bzw. ohne Anellovirus-Infektion

Altersdurchschnitt (Jahre)

TV TTV | SENV | SENV
positiv | negativ | positiv | negativ

Gesamte
Population
(N =44)

28 30 27 27 30

3.3 Sequenzen der SEN-Virus-Isolate der nigerianischen Seren

In dieser Arbeit wurde nur SENV sequenziert, weil es fir dieses Virus im
Vergleich zu anderen TTV-Genotypen weniger publizierte Daten tber die Préa-
valenz und Genotypenvielfalt gibt. Daher wurden neun ausgewahlte SENV-
Amplifikate sequenziert, um die genetische Variabilitdt zu erfassen und ein
entsprechendes Dendrogramm zu erstellen.

Im Folgenden sind die Sequenzen aufgefihrt. Die Bezeichnung besteht aus
dem Code fur die Seren (die ersten drei Ziffern) und der Nummer des sequen-

zierten Klons.

>114-10
TACTCAAaCGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCTA
CAGACACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCCCCCATGAAA
ATGGACGAGAACACAGCTCCCAACACTCATCCCTCTTTCTTACTACAGAACAAACA
CAGGGTTAAAATCCCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTTAGAG
TCACAGTAGGGCCCCCCAAACTCYTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAACATGACTT
GTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGTTGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCCG
TTCTGCTCACCACAAAC

>138-6
TACCCCAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACTTTGGCTGCACCTTCTACITCTA
CAGACACCCTGAAATTGACTTTGTAGCTCAGTATGACAACGTACCCCCCATGAAAA
TGGACGAAAACACAGCTCCCAACACTCACCCCTCTTTTTTACTACAAAACAAACGC
AAAGTTAAAATTCCCAGCTTTAAAACTAAGCCATTTGGTAGAAAAAGAGTGAGAGT
CACAGTGGGGCCCCCCAAACTGTTTGAAGATAAATGGTACAGCCAGCATGACTTG
TGTAAGGTGCCCCTAGTCAGTTGGCGGTTAACCGCATGTGACTTCAGATTTCCGT
TCTGCTCACCACAAAC
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>174-9
TACTCCAACGACCAGCTAGACCTAGCCAGGTACAGGGGCTGTAAATTTAAACTAT
ACAGAGACACCAACACAGACTTTATAGTAACCTATGACATAAATCCACCCATGAAA
AACACAGAACTCAGCAGTCCCAACACGCACCCAGGCATGCTAATGCAGCAAAAGA
GAAAGATACTGGTGCCCAGCTGGGACACGTACCCCAGGGGCAGAAAATATGTCC
TGGTTAAGATACCACCCCCCAAACTGTTTGAAGACCACTGGTACACTCAGCCAGA
CTTGTGCAAAGTTCCTCTTGTAACTTTGCGGTCAACTGCCGCTGACCTCAAACATC
CGTTCTGCTCACCACAAAC

>195-9
TACCCCAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCT
ACAGACACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAATTTGACAACGTTCCCCCCATGAA
AATGGACGAGAACACAGCCCCCAACACTTATCCCTCTTTCCTACTACAAAACAAAC
ACAGGGTTAAGATTCCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTCAGA
GTTACAGTAGGGCCCCCCAAGCTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACT
TGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGTTGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGATTTCC
GTTCTGCTCACCACAAAC

>199-1
TACTCAAACGACCAGCTAGACCTAGTGAGATACAAACACGCCAGATTCAAGTTCTA
CAGAAGCAAAGACACTGACTTTATAGTTACCTTTAACATAAAGCCTCCTATGAAAAT
GAACGAGACTACCTCACCTAACGCACACCCCGGCATGCTCATGCAGATGAAACAT
AAAATACTCATTCCCAGCTTTCAGACAAGGCCAGGGGGGCGAAGATACGTGTCAG
TTAAAATAGGGCCCCCCAAACTGTTCGAAGACAAGTGGTACCCACAGGCAGACTT
TTGCAAGGTTCCTCTTGTCAGTTTAACCGCAACCGCATGTGACTTCAGACATCCGT
TCTGCTCACCACAAAC

>221-3
TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCT
ACAGACACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCCCCCATGAA
AATGGACGAGAACACGGCCCCCAATACTCATCCCTCTTTCTTACTACAAAACAAAC
ACAGGGTTAAAATCCCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTTAGA
GTTACAGTAGGGCCCCCCAAACTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACT
TGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGTTGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCC
GTTCTGCTCACCACAAAC

>279-1
TACTCCAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGGTACAAGGGCTGCAAATTTAGCTTCT
ACAGACACCAGGACACTGACTTCATAGTGCAGTACGACACGGTTCCTCCCATGCA
AATGGACGAGTACACTTCACCCAACACACACCCCGCATTTCTTATGCAGGCTAAG
AAAAAGATAATAGTATACAGCTTCAAGACCAGGCCGGGGGGCAGAAAGAGGGTAA
CAGTTAGAGTAGCCCCCCCTAAGTTGTTTGAAGACAAGTGGTACTCCCAGCACGA
CTTGTGCAAGGTCCACCTTGTCAGTTGGAGAGCAACCGCATGCAACTTGCGGTTT
CCGTTCTGCTCACCACAAAC

>283-5
TACTCAAACGACCAGCTAGACCTGGCTAGGTACAAGGGGTGCAAATTCACATTTT
ACAGAAACAAATCCACTGACTTTATAGCCCAGTATGACATAGTTGCTCCCTACGCG
CTAGACAAGAACAGCAGCCCCTCTTACGCCCCGGGAATCATGATGCAGGCTAAAA
ACAAAATCCTGATTCCCAGCTACAACACTAAACCCAGGGGTCGCCAAAAAATTACT
GTTAAAATACCACCCCCCAAACTCTTTGTAGATAAGTGGTACTCGCAAGAGGACCT
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GTGTTCCGTTAATCTTGTGTCACTTGCGGTTTCTGCGGCTGACTTTGTACATCCGT
TCTGCTCACCACAAAC

>299-3
TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACTTCGGCTGCACCTTCTGGTTCT
ACAGACACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCTCCCATGAA
AATGGACGAGAACACAGCCCCCAACACTCATCCCTCTTTCTTACTACAGAACAAAC
ACAGGGTTAAAATCCCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTCAGG
GTCACAGTGGGGCCCCCCAAACTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACT
TGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGTTGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCC
GTTCTGCTCACCACAAAC

Von diesen Sequenzen wurde unter Verwendung von CLUSTAL W (1.81) ein
Alignment erstellt (vgl. Abbildung 11). Zu Vergleichszwecken wurden die in der
Sequenzdatenbank GenBank des NCBI (National Center for Biotechnology
Information, www.ncbi.nlm.nih.gov) publizierten acht Prototypsequenzen der
Genotypen A bis H des SEN-Virus verwendet. Die zugehorigen
Zugangsnummern in GenBank sind: SENV-A: AX025667, SENV-B: AX025677,
SENV-C: AX025718, SENV-D: AX025730, SENV-E: AX025761, SENV-F:
AX025822, SENV-G: AX025830, SENV-H: AX025838. Unterhalb des Align-
ments sind die polymorphen Nukleotidpositionen jeweils mit einem Sternchen
gekennzeichnet.

Primer SEN-ALlF
SEN-A TTCCCCAACGACCAGCTAGACCTGTGAGGTACAAACACACCAGGTTTAAATTTTACAGAG
199-1 TACTCAAACGACCAGCTAGACCTAGTGAGATACAAACACGCCAGATTCAAGTTCTACAGA
174-9 TACTCCAACGACCAGCTAGACCTAGCCAGGTACAGGGGCTGTAAATTTAAACTATACAGA
SEN-D TACCCCAACGACCAGCTAGACCTAGCCAGATACAAAGGCTGTAAATTTAAATTTTACAGA
SEN-F TACCCCAACGACCAGCTAGACCTTGCCAGATACAAGGGCTGCTCATTCAGACTGTACAGA
114-10 TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCTACAGA
221-3 TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCTACAGA
299-3 TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACTTCGGCTGCACCTTCTGGTTCTACAGA
195-9 TACCCCAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGGTACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCTACAGA
SEN-H TACTCCAACGACCAACTAGACCTAGCCAGATACTTTGGCTGCACCTTCTGGTTCTACAGA
138-6 TACCCCAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACTTTGGCTGCACCTTCTACTTCTACAGA
SEN-C TACCCCAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGATACAAGGGCTGCAAATTCATCTTCTACAGA
279-1 TACTCCAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGGTACAAGGGCTGCAAATTTAGCTTCTACAGA
SEN-G TACTCAAACGAACAGCTAGACCTGGCTAGATACAGAGGATGTACCCTAAAGGTGTACAGA
SEN-B TTCTCAAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGATACAGAGGCTACAAATTCAGGTTCTACAGA
283-5 TACTCAAACGACCAGCTAGACCTGGCTAGGTACAAGGGGTGCAAATTCACATTTTACAGA
SEN-E TTCCCCAATGATCAGCTAGACCTGGCCCGATACAAGGGGTGCAAATTCACCTTTTACAGA

* Kk K * * * * kkk Kk khkkhkhkkhkhkkhkkhkhk ki Kk Kkhkkkk K
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Fortsetzung Abbildung 10:

SEN-A
199-1
174-9
SEN-D
SEN-F
114-10
221-3
299-3
195-9
SEN-H
138-6
SEN-C
279-1
SEN-G
SEN-B
283-5
SEN-E

SEN-A
199-1
174-9
SEN-D
SEN-F
114-10
221-3
299-3
195-9
SEN-H
138-6
SEN-C
279-1
SEN-G
SEN-B
283-5
SEN-E

SEN-A
199-1
174-9
SEN-D
SEN-F
114-10
221-3
299-3
195-9
SEN-H
138-6
SEN-C
279-1
SEN-G
SEN-B
283-5
SEN-E

AGCAAAGACACTGACTTTATAGTTACCTTTAACATAAAGCCTCCCATGAAAATGAACGAG
AGCAAAGACACTGACTTTATAGTTACCTTTAACATAAAGCCTCCTATGAAAATGAACGAG
GACACCAACACAGACTTTATAGTAACCTATGACATAAATCCACCCATGAAAAACACAGAA
GACACAAACACAGACTTTATAGTCACCTATGACATAAATCCACCCATGAAAAACACAGAA
CACCCCACAACTGACTTTATACTGCAATATGACAACAATCCTCCCATGAAAAACACTATA
CACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCCCCCATGAAAATGGACGAG
CACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCCCCCATGAAAATGGACGAG
CACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAGTTTGACAACGTTCCTCCCATGAAAATGGACGAG
CACCCAGAGGTGGACTTTGTAGCTCAATTTGACAACGTTCCCCCCATGAAAATGGACGAG
CACCCAGAGGTGGATTTTGTAGCTCAATTTGACAACGTTCCCCCAATGAAAATGGACGAG
CACCCTGAAATTGACTTTGTAGCTCAGTATGACAACGTACCCCCCATGAAAATGGACGAA
CACCCAGAGACAGACTTTGTAGTTCAGTATGACAATGTTCCCCCCATGAAAATGGATGAG
CACCAGGACACTGACTTCATAGTGCAGTACGACACGGTTCCTCCCATGCAAATGGACGAG
CAGCCAAAAGTAGACTTTATAATGACATTCAACACCATCCCTCCAATGCAAATGAACGAA
CACCCCACCTGTGACTTTATAATACACTACAACCTAATTCCTCCTCTAAAAATAAACCAG
AACAAATCCACTGACTTTATAGCCCAGTATGACATAGTTGCTCCCTACGCGCTAGACAAG
AACAAAATGACTGACTTTATAGCCCAGTATGACATAGTTGCTCCCTACGCACTAGACAGG

Kk khkkkkhkhkkkhkk kK * * x kkkhkkkk kkhkk Kkhkkkhkkkkhkk K khkkhkhkkkhkhkkkhkhkkkkk kK

ACTACCTCACCGAACGCGCACCCGGGCATGCTAATGCAGATGAAACACAAAATACTCGTG
ACTACCTCACCTAACGCACACCCCGGCATGCTCATGCAGATGAAACATAAAATACTCATT
CTCAGCAGTCCCAACACGCACCCAGGCATGCTAATGCAGCAAAAGAGAAAGATACTGGTG
CTAAGCAGCCCTAACACTCATCCAGGCATGCTTATGCAGCAAAAAAGAAAGATACTCGTC
CTTAGCTCTCCAAACACGCACCCAGGCATGTTAATGCAACAGAGACACAAAATACTTGTC
AACACAGCTCCCAACACTCATCCCTCTTTCTTACTACAGAACAAACACAGGGTTAAAATC
AACACGGCCCCCAATACTCATCCCTCTTTCTTACTACAAAACAAACACAGGGTTAAAATC
AACACAGCCCCCAACACTCATCCCTCTTTCTTACTACAGAACAAACACAGGGTTAAAATC
AACACAGCCCCCAACACTTATCCCTCTTTCCTACTACAAAACAAACACAGGGTTAAGATT
AACACAGCCCCTAACACTCACCCATCATTTCTACTACAAAACAAACACAGGGTTAAAATC
AACACAGCTCCCAACACTCACCCCTCTTTTTTACTACAAAACAAACGCAAAGTTAAAATT
TTTACAGCCCCTAACACTCATCCCAGCTTGCTGCTACAGGCCAAACACAGACGCAAAATC
TACACTTCACCCAACACACACCCCGCATTTCTTATGCAGGCTAAGAAAAAGATAATAGTA
CTGACAGCTCCAAATACACACCCGGGCATGCTAATGATACAAAAGATGAAAATTCTAATA
TTCACCAGTCCCAACACTCACCCGGGGCTCCTTATGCTAACAAAACACAAGATAATAATA
AACAGCAGCCCCTCTTACGCCCCGGGAATCATGATGCAGGCTAAAAACAAAATCCTGATT

AACAGCAGCCCCTCTTACGCCCCGGGAATCATGATGCAGGCCAAAAACAAAATCCTGATT
kkk kkkkk  kkkkkkkkkk  kxkkkkkkkkk kkkkkkk kkkrkk kkkkkkkkk *

CCCAGCTTTCAAACTAGACCCGGGGGGCGCAGATACGTGTCTGTAAAGATAGGGCCCCCC
CCCAGCTTTCAGACAAGGCCAGGGGGGCGAAGATACGTGTCAGTTAAAATAGGGCCCCCC
CCCAGCTGGGACACGTACCCCAGGGGCAGAAAATATGTCCTGGTTAAGATACCACCCCCC
CCTAGCTGGGACACGTATCCCAGAGGCAGAAAATATGTTCTAGCTAAAATACCACCCCCC
CCTAGCTGGCAAACTTACCCCAGGGGTAGAAAATACGTTAAAGTAAAGATACCCCCACCT
CCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTTAGAGTCACAGTAGGGCCCCCC
CCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTTAGAGTTACAGTAGGGCCCCCC
CCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTCAGGGTCACAGTGGGGCCCCCC
CCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTCAGAGTTACAGTAGGGCCCCCC
CCCAGCTTTAAAACCAAGCCTTTTGGCAGAAAAAAAGTTAGAGTAACAGTGGGGCCCCCG
CCCAGCTTTAAAACTAAGCCATTTGGTAGAAAAAGAGTGAGAGTCACAGTGGGGCCCCCC
CCCAGTTTTAAAACCAGGCCTTTTGGTAAAAAGGCAGTCGCCATTAGAGTGGGGCCTCCT
TACAGCTTCAAGACCAGGCCGGGGGGCAGAAAGAGGGTAACAGTTAGAGTAGCCCCCCCT
CCTAGCTTTGAAACCAGGCCAAAGGGCAAGAAATACAAAAGAGTTAAAATACACCCCCCA
CCCAGCTTCTTAACAAGACCAGGGGGTCGCAGATTCGTAAAGATAAAACTGCCCCCCCCT
CCCAGCTACAACACTAAACCCAGGGGTCGCCAAAAAATTACTGTTAAAATACCACCCCCC
CCCAGCTACAACACTAGACCCAGGGGTCGCCAAAAAATTAGTGTTAAAATACCACCCCCC

* kK * kk kKK * kK k * Kk Kk Kk khkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkhkhkk krhkk khrkhkkhkhhkx k*Kxk%k * *
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SEN-A AAACTGTTTGAAGACAAGTGGTACCCACAGGCAGACTTTTGCAAGGTTCCCCTTGTCAGT
199-1 AAACTGTTCGAAGACAAGTGGTACCCACAGGCAGACTTTTGCAAGGTTCCTCTTGTCAGT
174-9 AAACTGTTTGAAGACCACTGGTACACTCAGCCAGACTTGTGCAAAGTTCCTCTTGTAACT
SEN-D AAACTATTTGAAGACCACTGGTACACTCAGCCAGACTTATGCAAAGTTCCTCTTGTAACT
SEN-F AAGTTATTTGAAGACCACTGGTATACTCAGCCTGACTTATGCAAAGTTCCGCTCGTTACT
114-10 AAACTCYTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAACATGACTTGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGT
221-3 AAACTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACTTGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGT
299-3 AAACTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACTTGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGT
195-9 AAGCTGTTTGAAGATAAGTGGTACAGCCAGCATGACTTGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGT
SEN-H AAACTGTTTGAAGACAAGTGGTACAGCCAGCATGACTTGTGTAAGGTTCCCCTAGTCAGT
138-6 AAACTGTTTGAAGATAAATGGTACAGCCAGCATGACTTGTGTAAGGTGCCCCTAGTCAGT
SEN-C AAACTATTTGAAGACAAGTGGTACCCCCAGTCAGATCTGTGCAAGGTGCCCCTTGTCAGT
279-1 AAGTTGTTTGAAGACAAGTGGTACTCCCAGCACGACTTGTGCAAGGTCCACCTTGTCAGT
SEN-G AAACTCTTTGAAGACAAGTGGTACTCTCAGTCAGATCTTTGTAGGGTGCCCCTTGTCAGT
SEN-B AAGCTCTTTGAAGACAAGTGGTACACTCAGCAGGACTTGTGCAAACAACCGTTAGTGACT
283-5 AAACTCTTTGTAGATAAGTGGTACTCGCAAGAGGACCTGTGTTCCGTTAATCTTGTGTCA
SEN-E AAACTGTTTGTAGATAAGTGGTACTCACAAGAGGACCTATGTTCCGTTAATCTTGTGTCA

Xk Kk kk Kkkkk * kK * * Kk Kk Kk * Kk Kk Kk * kK kkkhkkkkhkhkkkhkkk Kk Kkkk

SEN-A TTAACCGCAACCGCAGCTGACTTCAGACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
199-1 TTAACCGCAACCGCATGTGACTTCAGACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
174-9 TTGCGGTCAACTGCCGCTGACCTCAAACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-D TTGCGGTCAACTGCCGCTGACCTCAAACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-F CTGCGGTCAACCGCAGCTGACTTCAGACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
114-10 TGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
221-3 TGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
299-3 TGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
195-9 TGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGATTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-H TGGCGGTTAACCGCAGCTGACTTCAGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
138-6 TGGCGGTTAACCGCATGTGACTTCAGATTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-C TGGCGAGTGACCGCAGCTGACTTGCGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
279-1 TGGAGAGCAACCGCATGCAACTTGCGGTTTCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-G TTGCGGTTTACCGCAGCTTCCTTCAAGTATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-B CTAACCGCAACCGCAGCTTCCTTGCGGTATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
283-5 CTTGCGGTTTCTGCGGCTGACTTTGTACATCCGTTCTGCTCACCACAAAC
SEN-E CTTGCGGTTTCTGCGGCTGACTTTGTACATCCGTTCGGCTCACCACAAAC

khkkkhkkhkkhkhkkhkkhkk kk khkkhkkhkhkk Kk *hkkkkKk *

Primer Sen-AlR

Abbildung 10:

Alignment von neun SENV-Sequenzen von nigerianischen Patienten und den SENV-
Genotypen A bis H.

* markiert Sequenzunterschiede an der entsprechenden Nukleotidposition

Mit dem Computerprogramm Treeview wurde ein Dendrogramm (Abbildung 11)
erstellt. Daflr wurden zusétzlich zu den fir das Alignement verwendeten
Sequenzen weitere SENV-Sequenzen herangezogen, die von Frau Dr. Schlei-
cher (Klinik fir Kinder- und Jugendmedizin Abteilung | der Universitat Tubingen)
zur Verfugung gestellt wurden; sie hatte diese Sequenzen auf Grundlage
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weiterer SEN-positiver Seren von Patienten aus der Ambulanz fir
Geschlechtskrankheiten in Nigeria ermittelt. Es ist zu erkennen, dass die SEN-
Sequenzen 138-6, 195-9, 299-3, 114-10 und 221-3 sowie die zwei weiteren
Sequenzen von Frau Dr. Schleicher (96-1, 91-2) mit SENV-H das grol3te aller
Cluster bilden.

138-6
279-1 - ] 95.9
96-1
2993
673-4 114-10
33-10 )
GEN-B) 91-2
foo-10]
1991
2835
174-9
326-19 4
(GEN-ES 288-5
B10-4] 3857
Fun4] 1203
435-1
0.1
Abbildung 11:

Dendrogramm von SENV A-H und 26 sequenzierten SENV-Amplifikationen. Die
Sequenzen aus der vorliegenden Arbeit sind unterstrichen; nicht unterstrichene Proben
waren von Frau Dr. Schleicher (Universitat Tubingen) zur Verfigung gestellt worden.
Mdgliche neue SENV Geno- bzw. Subtypen sind mit Rechtecken gekennzeichnet.

Das Alignment und das Dendrogramm veranschaulichen deutlich die ausge-
pragte Sequenzdivergenz. Die Isolate 102-2, 279-1, 387-3, 499-10, 19-9, 310-4,
385-7, 198-1 und 14-2 lassen sich nicht eindeutig den bekannten SENV-Geno-
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typen A-H zuordnen. Sie zeigen jeweils Sequenzmerkmale einer neuen, eigen-

standigen Gruppe (Genotyp bzw. Subtyp) innerhalb des Dendrogramms.

Tabelle 7 listet diejenigen Isolate auf, die eindeutig den bekannten SENV-

Prototypsequenzen zugeordnet werden konnten.

Tabelle 7:

Zuordnung der sequenzierten Isolate zu den SENV-Prototypsequenzen

SENV Prototypsequenzen

SENVA | SENVB | SENVC | SENVD | SENVE | SENVF | SENV G | SENV H
138-6

195-9

33-10 1749 | 326-19 | 435-1 061

199-1 673-4 i 1ar-1 283-5 320-3 i 299-3
288-5 114-10

221-3

91-2

3.4 Nachweis von SENV-spezifischen Antikdrpern mittels ELISA unter

Verwendung vier verschiedener Antigene

Mit Hilfe des ELISAs sollten SENV-spezifische IgG-Antikorper detektiert
werden, die sowohl bei akuten als auch nach abgelaufenen bzw. chronischen
Infektionen im Blut vorhanden sind. Die Epitopanalyse und anschliel3ende
Synthese von vier SENV-spezifischen Peptiden, die als Antigene fiir den ELISA
verwendet werden sollten, wurde von Dr. Hubert Kalbacher am Naturwissen-
schaftlich-Medizinischen Institut der Universitat Tubingen durchgefuhrt. Insge-
samt wurden 47 der Seren mittels ELISA untersucht; von den restlichen drei
Seren war nicht mehr genug Material vorhanden.

Peptid 16 reagierte nur mit einer Probe, die PCR-negativ war. Peptid 17 zeigte
bei allen Seren positive Ergebnisse. Peptid 14 hatte in knapp einem Drittel aller
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Seren an die Antikdrper gebunden. Peptid 19 zeigte bei 41 Proben ein positives

Ergebnis. Eine Zusammenfassung der Daten ist in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8:
Nachweis SENV-spezifischer Antikdrper mittels ELISA in 47 untersuchten Seren unter
Verwendung vier verschiedener Peptide und Vergleich mit den PCR-Ergebnissen.

Peptid 14116 |17 |19
Anzahl ELISA positiver Seren insgesamt | 16 | 1 | 47 | 40
Anzahl SENV-PCR positiver Seren

mit positivem ELISA Ergebnis 81013026
Anzahl SENV-PCR negativer Seren 811117114
mit positivem ELISA Ergebnis

Anzahl PCR-positiver Seren 221301 0| a4

mit negativem ELISA Ergebnis

3.5 Nachweis von SENV in Schweinen und Rindern

Es wurde jeweils Blut von 50 Rindern und Schweinen aus dem Probenkollektiv
des Tierarztlichen Untersuchungsamts Aulendorf mittels PCR auf SEN-Viren
untersucht. Lediglich in 10 (20 %) Rinderseren und 2 (4 %) Schweineseren
konnte das Virus nachgewiesen werden.

Abbildung 12 zeigt eine Gelelektrophorese der SENV-PCR der Rinderseren und
Abbildung 13 die der Schweinseren.

Fur die Sequenzierung wurden aus den 10 positiven Rinderproben drei mit den
kraftigsten Banden sowie die zwei positiven Schweineproben ausgewabhit.
Die Sequenzen sind im Folgenden wiedergegeben. Von der Schweineprobe

pig3b wurden zwei Klone (pig3b-1, pig3b-2) sequenziert.

39



500 bp
350bp

Abbildung 12:

Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der SENV-PCR der Rinderseren.
Spur 1: 1 kbp Marker; Spur 2: PCR-Negativkontrolle (H20); Spuren 3 und 4: Extrakti-
onsnegativkontrollen (H20); Spuren 5, 8, 10, 11, 12: PCR Produkte (Lange 350 bp) der
jeweils aufgefuihrten Seren; Spuren 6, 7, 9: keine Amplifikate nachweisbar.

500 bp

Abbildung 13:

Agarosegelelektrophorese der Amplifikationsprodukte der SENV-PCR der Schweine-
seren. Spur 1: 1 kbp Marker; Spuren 2 und 3: Extraktionsnegativkontrolle (H,O); Spur
4: PCR-Negativkontrolle (H,O); Spuren 5 -9, 11, 12: keine Amplifikate nachweisbar;

Spur 10: PCR-Produkt (Lange 350 bp) des aufgefiihrten Serums.
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>pig 3b-1
TACTCATACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACAAAGGCTGCTCTTTTAAAATGTA
CAGACACCCCACAACTGACTTTATACTGACTTATGACAACAATCCCCCCATGAAAA
ACACTATATACAGCTCTCCTAACACGCACCCTGGCATCCTCATGCAACAGAAACAC
AGGGTACTCATACCTAGCTGGCTCACCTTTCCTAAAGGCAGAAAATATGTAAAGGT
TAAAATTCCTCCACCTAAATTATTTGAGGACCACTGGTACACTCAGCCTGACTTAT
GCAAAGTACCGCTCGTTACTCTGCGGTCAACCGCAGCTGACTTCAGACATCCGTT
CTGCTCACCACAAACA

>pig 3b-2
TACTCAAACGACCAGCTAGACCTCGCCAGATACAAAGGCTGCTCTTTTAAAATGTA
CAGACACCCCACAACTGACTTTATACTGACTTATGACAACAATCCCCCCATGAAAA
ACACTATATACAGCTCTCCTAACACGCACCCTGGCATCCTCATGCAACAGAAACAC
AGGGTACTCATACCTAGCTGGCTCACCTTTCCTAAAGGCAGAAAATATGTAAAGGT
TAAAATTCCTCCACCTAAATTATTTGAGGACCACTGGTACACTCAGCCTGACTTAT
GCAAAGTACCGCTCGTTACTCTGCGGTCAACCGCAGCTGACTTCAGACATCCGTT
CTGCTCACCACAAAC

>pig 1h-2
TACCCAAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGATACAAAGGCTGCAGTTTTACTTTCTA
CAGACACAAAAAGACTGACTTTATAGTATGGTGGAACAGAAAGCCTCCGTTTAAAC
TAAACAAGCTCAGCTGTGCATCCTTTCACCCAGGCATGCTCATGCAACAGAAAAA
CAAAGTGCTAATTCCTAGCTTTGACACTAAACCCGGGGGCAGAGCTAAAATTAGA
ATCAGAATAAAGCCCCCCACTCTGTTAGAGGACAAGTGGTACACTCAGCAAGACT
TGTGTCTGGTAAACCTGGCGCAACTTGTGGTTACTGCGGCTGACTTTCAACATCC
GTTCTGCTCACCACAAACA

>A05 R9-04 _uni2.abl
TACCCAAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGATACAGGGGATGCAAATTCACCTTCT
ATAGAAACAAGATGACAGACTTTATAGCTCAATATGACATAGTGGCTCCGTACGCC
ATAGACAAGAACAGCAGCCCCTCGTACGCCCCGGGAATCATGATGCAGGCCAAA
AAGAAAATCCTAATTCCTAGCTACAACACTAAACCCAGGGGTCGCCAAAAAATATC
AGTTAGAATACCTCCCCCCAAGCTATTTGTAGATAAGTGGTACTCGCAAGAAGACC
TGTGCAAAGTTAATCTTGTGTCACTTGCGGTTTCTGCGGCTGACTTTGTACATCCG
TTCTGCTCACCACAAACA

>G04_R21-8 uni2.abl
TACCCCAACGACCAGCTAGACCTGACCAGGTACAAGGGCTGCAAATTTAGCTTCT
ACAGACACCAGGACACTGACTTCATAGTGCAGTACGACACGGTTCCTCCCATGCA
AATGGACGAGTACACTTCACCCAACACACACCCCGCATTTCTTATGCAGGCTAAG
AAAAAGATAATAGTATACAGCTTCAAGACCAGGCCGGGGGGCAGAAAGAGGGTAA
CAGTTAGAGTAGCCCCCCCTAAGTTGTTTGAAGACAAGTGGTACTCCCAGCACGA
CTTGTGCAAGGTCCACCTTGTCAGTTGGAGAGCAACCGCATGCAACTTGCGGTTT
CCGTTCTGCTCACCACAAACA

>A05_R42-1_uni2.ab1l
TACCCAAACGACCAGCTAGACCTGGCCAGGTACAAGGGCTGCAAATTTAGCTTCT
ACAGACACCAGGACACTGACTTCATAGTGCGGTATGACACGGTTCCTCCCATGCA
AATGGACGAGTACACTTCACCCAACACACACCCCGCATTTCTTATGCAGGCTAAG
AAAAAGATAATAGTATACAGCTTCAAGACCAGGCCGGGGGGCAGAAAGGGGGTA
ACAGTTAGAGTAGCCCCCCCTAAGTTGTTTGAAGACAAGTGGTACTCCCAGCACG
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ACTTGTGCAAGGTCCACCTTGTCAGTTGGAGAGCAACCGCATGCAACTTGCGGTT
TCCGTTCTGCTCACCACAAACA

Es wurde ein Alignment mit dem Programm DiAlign professional (Version 3.1.5;

www.genomatix.de/cgi-bin/dialign/dialign.pl) erstellt (vgl. Abbildung 14).

Unterhalb des Alignments sind die polymorphen Nukleotidpositionen jeweils mit

einem Sternchen gekennzeichnet.

pig-3b-2
pig-1h-2
A05 R9-04
G04_R21-8
A05_R42-1

pig-3b-2
pig-1h-2
A05_R9-04
G04_R21-8
A05 R42-1

pig-3b-2
pig-1h-2
A05_R9-04
G04_R21-8
AQ05 R42-1

pig-3b-2
pig-1h-2
A05 _R9-04
G04_R21-8
AQ05_R42-1

pig-3b-2
pig-1h-2
A05 R9-04
G04_R21-8
AQ05 R42-1

PR e

51
51
51
51
51

101
101
101
101
101

151
151
151
151
151

201
201
201
201
201

1
TACTCAAACG

ACCAGCTAGA

CCTCGCCAGA

TACCCAAACG

ACCAGCTAGA

CCTGGCCAGA

TACCCAAACG

ACCAGCTAGA

CCTGGCCAGA

TACCCCAACG

ACCAGCTAGA

CCTGACCAGG

TACCCAAACG

ACCAGCTAGA

CCTGGCCAGG

* Kk k

AATGTACAGA
TTTCTACAGA
CTTCTATAGA
CTTCTACAGA
CTTCTACAGA

* Kk Kk *

CCCCCATGAA
CTCCGTTTAA
CTCCGTACGC
CTCCCATGCA
CTCCCATGCA

* * Kk Kk ok kk

CTCATGCAAC
CTCATGCAAC
ATGATGCAGG
CTTATGCAGG
CTTATGCAGG

* ok * K

TAAAGGCAGA
CGGGGGCAGA
CAGGGGTCGC
GGGGGGCAGA
GGGGGGCAGA

* Kk Kk Kk * Kk Kk

CACCCCACAA
CACAAAAAGA
AACAAGATGA
CACCAGGACA
CACCAGGACA

* * ok Kk ok kK

AAACACTATA
ACTAAACAAG
CATAGACAAG
AATGGACGAG
AATGGACGAG

* ok khkkkkkkkk

AGAAACACAG
AGAAAAACAA
CCAAAAAGAA
CTAAGAAAAA

CTAAGAAAAA
*x  kx x x

AAATATGTAA
GCTAAAATTA
CAAAAAATAT
AAGAGGGTAA
AAGGGGGTAA

*kkhkkhkkkhkKk kK
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CTGACTTTAT
CTGACTTTAT
CAGACTTTAT
CTGACTTCAT
CTGACTTCAT

TACAGCTCTC
ctcagctgtg
AACAGCAGCC
TACACTTCAC
TACACTTCAC

* ok khkkkkkkkk

GGTACTCATA
AGTGCTAATT
AATCCTAATT
GATAATAGTA

GATAATAGTA
*x xk kx

AGGTTAAAAT
GAATCAGAAT
CAGTTAGAAT
CAGTTAGAGT
CAGTTAGAGT

*kk Kk ok K

TACAAAGGCT
TACAAAGGCT
TACAGGGGAT
TACAAGGGCT
TACAAGGGCT

* K *

ACTGACTTAT
AGTATGGTGG
AGCTCAATAT
AGTGCAGTAC
AGTGCGGTAT

Ak hkkk Kk

CTAACACGCA
caTCCTTTCA
CCTCGTACGC
CCAACACACA
CCAACACACA

* ok khkkkkkkkk

CCTAGCTGGC
CCTAGCTTTG
CCTAGCTACA
TACAGCTTCA

TACAGCTTCA
* % K * % K

TCCTCCACCT
AAAGCCCCCC
ACCTCCcCcCCC
AGccCCCCCT
AGccCCCCCT

* Kk kK * *

GCTCTTTTAA
GCAGTTTTAC
GCAAATTCAC
GCAAATTTAG
GCAAATTTAG

* K K *  x

GACAACAATC
AACAGAAAGC
GACATAGTGG
GACACGGTTC
GACACGGTTC

* * ok Kk kK Kk

CCCTGGCATC
CCCAGGCATG
CCCGGGAATC
CCCCGCATTT
CCCCGCATTT

* ki kx K

TCACCTTTCC
ACACTAAACC
ACACTAAACC
AGACCAGGCC
AGACCAGGCC

* K * Kk Kk Kk

AAATTATTTG
ACTCTGTTAG
AAGCTATTTG
AAGTTGTTTG
AAGTTGTTTG

* Kk Kk Kk *



Fortsetzung Abbildung 14:

pig-3b-2 251
pig-1h-2 251
A05 R9-04 251
G04_R21-8 251
A05_R42-1 251
pig-3b-2 301
pig-1h-2 301
A05_R9-04 301
G04_R21-8 301
A05 R42-1 301
pig-3b-2 351
pig-1h-2 351
A05 R9-04 351
G04_R21-8 351
A05_R42-1 351
Abbildung 14:

AGGACCACTG
AGGACAAGTG
TAGATAAGTG
AAGACAAGTG
AAGACAAGTG

* K * Kk Kk

CTGCGGTCAA
CTTGTGGTTA
CTTGCGGTTT
TGGAGAGCAA
TGGAGAGCAA

Kk kkkkhkKkk kK

51

b O

GTACACTCAG
GTACACTCAG
GTACTCGCAA
GTACTCCCAG
GTACTCCCAG

* % *

CCGCAGCTGA
CTGCGGCTGA
CTGCGGCTGA
CCGCATGCAA
CCGCATGCAA

* * Kk Kk kK

CCTGACTTAT
CAAGACTTGT
GAAGACCTGT
CACGACTTGT
CACGACTTGT

* Kk * %

CTTCAGACAT

GCAAAGTACC
GTCTGGTAAA
GCAAAGTTAA
GCAAGGTCCA
GCAAGGTCCA

* Kk Kk Kk * Kk

CCGTTCTGCT

GCTCGTTACT
CCTGGCGCAA
TCTTGTGTCA
CCTTGTCAGT
CCTTGTCAGT

* *  kkk kK

CACCACAAac

CTTTCAACAT

CCGTTCTGCT

CACCACAAAC

CTTTGTACAT

CCGTTCTGCT

CACCACAAAC

CTTGCGGTTT

CCGTTCTGCT

CACCACAAAC

CTTGCGGTTT

CCGTTCTGCT

CACCACAAAC

* Kk Kk k kK

* x

Alignment der 5 SENV-Sequenzen von 2 Schweinen (pig-3b-2 und pig-1h-2) und 3
Rindern (AO5_R9-04, G0O4_R21-8,A05_R42-1). Die PCR-Primersequenzen SEN A1F

und SEN A1R sind durch Fettdruck und Unterstreichung hervorgehoben.

* markiert Sequenzunterschiede an der entsprechenden Nukleotidposition.

Die Sequenzen der beiden Klone pig3b-1 und pig3b-2 waren identisch. In der

Sequenz von pig3b-1 gab es innerhalb des Primers eine Fehlpaarung: An der
Position der Wobble-Base M (= A oder C) im Primer steht bei Pig3b-1 ein T. Ob
dies ein Sequenzierungsfehler ist oder aber der biologischen Realitat entspricht,
lie3 sich nicht eindeutig entscheiden. Die SENV-Sequenzen G04 R21-8 und
A05_R42-1 vom Rind unterscheiden sich lediglich in 2 Nukleotiden.
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden Patientenproben aus einer Spezialambulanz
fur Geschlechtskrankheiten in Nigeria auf humane Anelloviren (TT- bzw. SEN-
Viren) untersucht, um die Pravalenz in dieser Region zu ermitteln. Zusatzlich
wurden Schweine und Rinder von deutschen Bauernhofen analysiert, um einen
ersten Einblick der Viruspravalenz in domestizierten Tieren zu bekommen, die
eng mit dem Mensch zusammenleben. Diese Ergebnisse kdnnen Hinweise auf
einen moglichen Ubertragungsweg vom Tier auf den Menschen bzw. umge-
kehrt geben.

4.1 Vergleich der Pravalenzen von SENV und TTV mit HIV, Hepatitis A,
Hepatitis B und Hepatitis C

TT-Viren sind bislang in der Literatur nicht als pathogene Viren an sich
beschrieben. Sie verursachen keine eigenstandige Erkrankung, sondern das
Auftreten von TTV in Koexistenz mit Pathogenen wie HIV und Hepatitis-Viren
lasst vielmehr einen schlechteren Verlauf der durch diese Viren ausgeldsten
Erkrankung erwarten (Moriyama et al. 2001, Biagini et al. 2003, Bando et al.
2008). Die Entdeckung der TT-Viren beruhte auf der Tatsache, dass bei fur
Hepatitis-Viren negativen Patienten dennoch eine Hepatitis bestand, jedoch mit
unklarer Atiologie und gleichzeitigem Nachweis von TTV bzw. SENV. Es wurde
daher angenommen, dass TTV und SENV in bestimmten Konstellationen
Hepatitis auslosen bzw. beglnstigen kdnnen. Aus diesem Grund wurden die
Pravalenzen von TTV und SENV in den untersuchten Seren mit dem Auftreten
von Hepatitis-A, Hepatitis-B und Hepatitis-C sowie HIV verglichen. Dadurch ist
es auch moglich Hinweise auf eventuelle gemeinsame Infektionswege oder sich
gegenseitig beglnstigende Koinfektionen zu finden.

Humanes Immundefizienzvirus (HIV)
Die HIV-Pravalenz in den aus dem Jahr 1986 stammenden Proben aus Nigeria

lag bei 1 % (Weimer 1990) und damit deutlich unter den heutzutage ermittelten

Pravalenzen von bis zu 10 % je nach geographischer Region in Nigeria

44



(UNAIDS 2012). Dies konnte darauf zurtckzufiihren sein, dass 1986 die HIV-
Welle dieses Gebiet noch nicht voll erfasst hatte. HIV wurde 1986 Jahr erstmals
in Nigeria nachgewiesen. 1991 lag die durchschnittliche Pravalenz bei 1,8 %,
1993 bei 3,8 %, 1996 bei 4,5 % und 1999 bei 5,4 % (Federal Ministry of Health
2008).

Hepatitis-A-Virus (HAV)

Die Rate an Hepatitis-A-Infektionen lag in den untersuchten Seren bei 96 %
(Bolke 1993). Die Pravalenz ist in Afrika seit vielen Jahren gleich bleibend hoch
bei > 90% (Sule et al. 2013). Sicher spielt fir die hohe Pravalenz die
Ubertragung von HAV aufgrund mangelhafter hygienischer Verhaltnisse (fakal-
orale Route) eine wesentliche Rolle. Ein direkter Vergleich der Pravalenzen von
HAV und TTV ist nicht mdglich, weil die Antikérper bei HAV eine abgelaufene
Infektion nachweisen, die PCR fur TTV jedoch nur eine frische oder chronisch
persistierende. Der Prozentsatz an abgelaufenen Erkrankungen kann mit einer
nur auf der PCR basierenden Diagnose nicht erfasst werden.

Hepatitis-B-Virus-(HBV)
In den Proben von 1986 hatte Dr. Sabine Schleicher (Klinik fir Kinder- und Ju-

gendmedizin Abteilung | der Universitat Tubingen) knapp 22 % der Patienten
als positiv fur Hepatitis B (HBsAQ) getestet (Dr. S. Schleicher, personliche Mit-
teilung). Aktuell liegt die Infektionsrate in Nigeria bei ca. 10 % (Motayo et al.
2014). Dass die Pravalenz in den hier untersuchten Proben bereits 1986 an der
oberen Grenze der aktuellen Infektionsrate lag, durfte auf die Tatsache
zurlckzufihren sein, dass es sich um Patienten aus einer Hochrisikogruppe
handelt, bei denen generell hbhere Pravalenzraten von sexuell Ubertragbaren
Viren zu erwarten sind.

Die Pravalenzen von TTV (38 %) und dem Genotyp SEN im speziellen (64 %)
liegen im Vergleich mit Hepatitis B deutlich hoher, was dafur spricht, dafl} neben
der sexuellen Ubertragung noch andere Infektionswege wie zum Beispiel die

fakal-orale Transmission eine Rolle spielen kdnnten.
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Hepatitis-C-Virus
Hepatitis-C ist eine Infektionskrankheit beim Menschen und zeichnet sich durch

eine hohe Rate an Chronifizierung aus, die zu Leberzellschaden, Leberzirrhose
und hepatozellularem Karzinom fihren kann. Die Ubertragung erfolgt
Uberwiegend parenteral Uber Blut und Blutprodukte. In einer Studie von Kouyos
et al. (2014) wird dariberhinaus eine sexuelle Ubertragung z.B. uber
Blutaustausch bei homosexuellen Kontakten fur moglich gehalten. In den fur
diese Arbeit untersuchten Proben waren 5 Patienten (10 %) anti-HCV positiv
(Dr. S. Schleicher personliche Mitteilung). Diese Pravalenz ist héher als die
durchschnittliche fur Afrika insgesamt, welche 5,4 % betragt (Alao et al. 2008).
Dies ist mit groRer Wahrscheinlichkeit darauf zurtickzufihren, dass die
nigerianische Patientengruppe einer Hochrisikogruppe fir Geschlechts-
krankheiten angehort und deshalb eine hdhere Pravalenz erwartet werden
kann. Verglichen mit den Pravalenzen von TTV und SENV ist die Hepatitis C
Pravalenz wesentlich niedriger. Sicher spielen mangelhafte hygienische
Verhéltnisse (fakal-orale Route) fur die hohe Préavalenz der TT-Viren eine
wesentliche Rolle.

4.2 TTV und SENV Pravalenz im untersuchten Patientenkollektiv einer

Ambulanz fir Geschlechtskrankheiten in Lagos, Nigeria

TTV-Préavalenz

Die mittles PCR ermittelte Pravalenz fir TTV betrug 38 % im untersuchten
Patientenkollektiv aus Nigeria und war damit um 6 % geringer als die niedrigste
der von Prescott et al. (1998) angegebenen Haufigkeiten fir Afrika. Die Proben
von Prescott stammten jedoch aus den 90er Jahren, einer Periode, von der
man annehmen kann, dass die Durchseuchung im Vergleich zu 1986 bereits
deutlich vorangeschritten war. Dies steht allerdings im Widerspruch zur These
von Ball et al. (1999), die davon ausgeht, dass TTV schon mehrere Millionen
Jahre existiert und somit die Durchseuchungsrate ohnehin extrem hoch sein
muss und sich vermutlich in einem kurzen Zeitraum von nur 20 Jahren im
Vergleich zu den Jahrhunderten vorher nicht wesentlich verandert haben sollte.
Die von Prescott et al. (1998) angegebenen Pravalenzen schwanken jedoch
zwischen den einzelnen Landern sehr stark: Kongo: 44 %, Nigeria: 52 %,
Gambia: 83 %. Ursachen hierfur, kdnnen regionale und kulturelle Unterschiede
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der verschiedenen Bevdlkerungsgruppen sein, sowie die unterschiedlichen
Untersuchungskollektive, die Anzahl der Probanden und die verwendeten
Primer fir den PCR-Nachweis der humanen Anelloviren.

SENV-Prévalenz

Die in den nigerianischen Proben ermittelten Pravalenz fur SEN-Viren von 64 %
ist im Vergleich zu europaischen Landern mit einer durchschnittlichen
Pravalenz von 1% bis 25 % (Mushawar et al. 2000, Bowden et al. 2001,
Schreter et al. 2006, Serin et al. 2006) sehr hoch. Dies ist nicht erstaunlich, weil
es sich um Patienten einer Sexualambulanz handelte, bei denen eine hohe
Pravalenz dieser Viren generell zu erwarten ist. Eine ebenfalls recht hohe
Pravalenz von 46.7 % fanden Mohammed et al. (2011) auch fir eine ebenfalls
von der Normalbevdlkerung abweichende Population von Patienten mit
Hamodialyse und multiplen Bluttransfusionen.

4.3 Nachweis SENV-spezifischer Antikdrper mittels ELISA

Mit der PCR wurden akute und chronische Anellovirusinfektionen in den Seren
nachgewiesen. Zusatzlich wurden ELISAs durchgefuhrt, um sowohl frische als
auch auch bereits abgelaufene und chronische Infektionen anhand der im Blut
zirkulierenden Antikorper nachzuweisen.

Es gibt nur wenige Untersuchungen zur Bildung von Antikérpern in mit TTV
Infizierten und keine speziell fir den Genotyp SEN. Eine Infektion mit TTV
versursacht im Korper die Bildung von IgM- und IgG-Antikdrpern. Mittels
Immunoprazipitation waren die IgM Uber 5-11 Wochen nachweisbar und
zeigten folglich eine frische Infektion an. IgG waren dagegen auch noch nach
Uber 4 Jahren nachweisbar, nicht jedoch TTV-DNA. (Tsuda et al. 1999, Tsuda
et al. 2001) In der vorliegenden Arbeit wurden 4 verschiedene Peptide zur
Detektion von SENV-spezifischen Antikorpern getestet. Ziel war es, Peptide zu
finden, die Antikérper gegen verschiedene Epitope der SEN-Proteine
detektieren kénnen. Ist sowohl der ELISA als auch die SENV-PCR positiv, so ist
von einer chronischen Infektion mit erfolgter Antikdrperbildung auszugehen. Ist
der ELISA positiv und die PCR negativ, sind Antikérper vorhanden, das Virus
an sich jedoch nicht mehr nachzuweisen, was flr eine abgelaufene Infektion
spricht. Ist lediglich die PCR positiv und der ELISA negativ, dann ist die
Infektion sehr frisch und es hat noch keine Antikérperbildung stattgefunden.
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Da Peptid 16 lediglich mit einer Probe reagierte, deren PCR negativ war
(Tabelle 7), wirde man hier von einer abgelaufenen Infektion mit Antikdrper-
bildung ausgehen. Dieses Peptid ist jedoch nicht geeignet, da man bei einer
hohen Durchseuchung mit SENV auch eine hohe Antikérperpravalenz
annehmen muss.

Peptid 14 hatte in 16 der 47 Seren Antikérper gebunden. Diese Zahl scheint im
Hinblick auf die hohe Pravalenz von 64 % im Patientengut relativ niedrig. Die
Tatsache, dass der ELISA mit Peptid 14 fir 22 Patienten, die einen positiven
PCR-Nachweis hatten, negativ war, deutet darauf hin, dass Peptid 14 eher
ungeeignet ist, weil eine so grof3e Anzahl frischer Infektionen ohne Antikdrper-
bildung nicht wahrscheinlich ist.

Der ELISA mit Peptid 19 war fur 40 der 47 Proben positiv, die PCR nur fur 30.
Von den 7 negativen ELISA-Proben, waren 4 PCR-positiv; dies spricht fir eine
sehr frische Infektion, die noch nicht zur Antikorperbildung gefihrt hatte. Von
den 40 Patienten mit positivem ELISA hatten 14 eine offensichtlich bereits
abgelaufene Infektion, da die PCR negativ war. Fir die restlichen 26 Patienten
konnte beziglich des Peptid 19 nicht zwischen einer frischen oder chronischen
Infektion unterschieden werden, weil sowohl die SENV-PCR als auch der
ELISA positiv waren. Daflr misste man die Antikdrper noch beziglich des
Vorliegens von IgM bzw. IgG analysieren. Der ELISA mit Peptid 17 war fur alle
47 Seren positiv. Ob dies die biologische Realitat widerspiegelt, lasst sich
anhand der vorliegenden Daten nicht entscheiden, auch wenn Ott et al. (2000)
gezeigt hatten, dass der Nachweis von Antikdrpern gegen humane Anelloviren
bei franzosischen Blutspendern, Patienten mit Hepatitis unklarer Genese und
gesunden Kindern 98,6 % betragen kann. Auch eine unspezifische Bindung an
andere TTV-Antikorper als nur dem SENV-Antikdrper konnte eine Rolle spielen.

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass unter Berlcksichtigung der
bekannt hohen Pravalenz des SENV von den 4 getesteten Peptiden die Nr. 17
und 19 fir die Etablierung eines ELISA zum Nachweis SENV-spezifischer
Antikdrper am besten geeignet waren.
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4.4. Korrelation von Alter und Geschlecht mit einer Anellovirusinfektion

Von den 50 untersuchten Patientenproben stammten 35 von Mannern und 15
von Frauen. Unter den Mannern waren 86,6 % TTV positiv, jedoch nur 13,3 %
der Frauen. Auch von dem Genotyp SEN waren Manner deutlich haufiger be-
troffen als Frauen (80 % versus 20 %). Die hdhere Infektionsrate bei Mannern
konnte auf eine grolRere Anzahl an Sexualpartnern, erhéhte Promiskuitat sowie

homosexuelle Kontakte zuriickzufiihren sein.

Das Vorliegen von TTV bzw. SENV Infektionen war nicht mit dem Alter
korreliert. Andere Studien zeigten jedoch, dass die Pravalenz mit dem Durch-
schnittsalter der untersuchten Population stieg (Peng et al. 2002, Saback et al.
1999, Sugiyama et al. 1999). Je junger die untersuchten Personen waren, desto
weniger TTV-Mischinfektionen lagen vor (Saback et al. 1999, Saback et al.
2002, Puig-Bagagoiti et al. 2000). Dass es in der vorliegenden Arbeit keine
Korrelation zwischen Alter und TTV- oder SENV-Infektion gab, kdnnte daran
liegen, dass der jingste untersuchte Patient 16 Jahre alt war und in diesem
Alter die Durchseuchung bereits weiter fortgeschritten ist als vor der Pubertat.
Nur die Untersuchung einer noch jingeren Population kdnnte dariber Auf-
schluss geben.

4.5 Korrelation von Geschlechtskrankheiten mit einer Anellovirusinfektion

Von allen erfassten Krankheiten war die nicht gonorrhoische Urethritis am
haufigsten mit einer TTV-Infektion vergesellschaftet (46 % der betroffenen
Manner waren positiv fir TTV und 69 % fir den Genotyp SEN; nur Manner
litten an Urethritis). Die Ursache fur diese Erkrankung konnen verschieden
Bakterien sein, am haufigsten wird sie durch Chlamydien ausgel6st. Manner
und vor allem homosexuelle Manner sind haufiger betroffen als Frauen. In der
Studienpopulation war Urethritis die Geschlechtskrankheit mit den meisten TTV
Infektionen. Die am zweithaufigsten mit TTV vergesellschaftete Erkrankung war
Lues (60 % der Betroffenen waren TTV-positiv und 50% speziell fur den
Genotyp SEN), eine Erkrankung, die den ganzen Korper betrifft und im ersten
Stadium charakteristische Hautveranderungen bewirkt und im weiteren Verlauf
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auch das Nervensystem angreift. Sie ist durch sexuelle Kontakte oder Kontakt
mit den infektidsen Papeln der Haut tbertragbar. Auch maternale Ubertragung
wahrend der Schwangerschatft ist maglich (Herold et al. 2013).

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die TTV-Infektionen am
haufigsten bei Patienten auftraten, die auch an den generell am haufigsten
sexuell Gbertragenen Erkrankungen wie Urethritis, Lues und Gonorrhoe litten.
Bei allen Patienten mit Trichomoniasis und Herpes genitalis, zwei ebenfalls
hochansteckende und sexuell Gbertragene Krankheiten, lag der SEN-Genotyp
vor. Diese Befunde stiitzen die Hypothese, dass auch TTV sexuell Ubertragbar
ist. Die eine an Cystitis erkrankte Person hatte keine Infektionen. Dies
Uberrascht nicht, weil Cystitis nicht durch sexuelle Kontakte Ubertragen wird,
sondern durch Escherichia coli hervorgerufen wird.

Funf Frauen mit genitaler Candidose, einer nicht ansteckenden Pilzinfektion, die
ebenfalls nicht sexuell Gbertragen wird, waren positiv fur den SEN-Genotyp.
Eventuell ist durch die Pilzinfektion die Vaginalschleimhaut so vulnerabel, dass
SENV auf diese Weise durch Mikroblutungen Ubertragen werden kann.

Bei drei Mannern lag eine unbekannte Erkrankung vor; alle waren ebenfalls
positiv fur den SEN-Genotyp und einer zusatzlich fiur TTV im Allgemeinen.
Allein aufgrund der zur Verflgung stehenden Daten kann keine Aussage
dariiber gemacht werden, ob es sich bei dieser unbekannten Erkrankung um
eine ebenfalls sexuell Ubertragbare Krankheit handelte. Da alle drei Patienten
jedoch positiv fir TTV waren, liegt diese Annahme nahe.

4.6 Genetische Variabilitat

Im Vergleich zu anderen Humanviren weist TTV eine deutlich héhere gene-
tische Variabilitat auf. Weil bisher keine DNA-Polymerase im TTV-Genom
identifiziert werden konnte nutzt das Virus zur Replikation vermutlich die
Polymerase des Wirtes. So konnte das Virus bereits Jahrtausende in
verschiedenen Lebewesen existiert haben (Ball et al. 1999). Worobey et al.
(2000) sind der Meinung, dass die Ursache fir die hohe Variabilitat nicht allein

die sogenannten ,immune escape” Mutationen sein kdnnen, denn sie wiesen
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anhand von Sequenzanalysen nach, dass fast die Halfte der Variabilitat auf
Rekombinationen zurlckzufuhren war. Die Rekombinationen traten in den nicht
kodierenden Genomregionen signifikant haufiger auf als in den kodierenden.
Das bedeutet, dass fur den Nachweis der Anelloviren mittels PCR die nicht
kodierende Genomregion herangezogen werden sollte, um mdglichst alle
Mutationen zu detektieren. Es werden auf diese Weise sicherlich immer mehr
und mehr TTV-Genotypen bzw. Subtypen gefunden werden, die eine
Anpassung der Klassifikation notwendig machen werden. Fir diese Arbeit
standen insgesamt 26 Sequenzen aus der kodierenden Region des SEN-
Genotyps zur Verfugung. Aul3er den Protogenotypen A -—H fanden sich
darunter neun neue Subtypen, die deutlich von den Protogenotypen abwichen.
Diese wurden allerdings noch nicht mit der Sequenz des neuen, von Kojima et

al. (2003) nachgewiesenen Genotyps SEN-Virus | verglichen.

4.7 SENV-Pravalenz bei Schweinen und Rindern in Deutschland

Bevor TTV und und der Genotyp SENV in die Anelloviridiae eingeordnet
wurden, gehorten sie zur Familie der Circoviridiae. Zu dieser Familie zahlen
auch eine Reihe von Viren aus dem Tierreich, wie z. B das porcine Circovirus
Typ 1 (PCV1, Mankertz et al. 1997) und Typ 2 (PCV2, Hamel et al. 1998), das
beak and feather- disease virus (BFDV; Bassami et al. 1998), das pigeon oder
columbid circovirus (PiCV, CoCV; Mankertz et al. 2000), das goose circovirus
(GoCV; Todd et al. 2001) und das canary circovirus (CaCV; Phenix et al. 2001).
Diese besitzen Ahnlichkeiten mit TTV (Biagini et al. 2000, Hino et al. 2002;
Okamoto et al. 2000b), sowie dem Torque-Teno-Mini-Virus (Takahashi et al.
2000b) und dem small anellovirus (SAV; Biagini et al. 2006).

Das porcine Circovirus Typ | gilt als apathogen, weil es weder pathogene Effek-
te in experimentell infizierten Tieren ausloste, noch wurden cytopathische
Effekte in Zellkulturen beobachtet (Tischer et al. 1986). Dann trat jedoch zu

Beginn der 90er Jahre des letzten Jahrhunderts eine multifaktorielle Krankheit
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in einer Schweineherde in Kanada auf. Als Erreger dieser ,postweaning
multisystemic wasting syndrome® genannten Erkrankung wurde ein neues
Circovirus identifiziert, das porcine Circovirus Typ 2 (Hamel et al. 1998, Meehan
et al. 1998, Morozov et al. 1998).

Im Hinblick darauf, dass Circoviren fir Tiere pathogen sein kénnen und mit der
Frage nach der fakal-oralen Ubertragung wurden in dieser Arbeit Schweine und
Rinder auf das Vorhandensein von SEN-Viren untersucht. Von den
untersuchten 50 Schweineseren waren zwei (4 %) positiv fir SEN-Virus DNA.
In den 50 Rinderseren wurden bei zehn Tieren (20 %) SENV nachgewiesen.
Diese Tiere zeigten keine Krankheitszeichen. SEN-Viren sind also im Vergleich
zu dem porcinen Circovirus Typ 2 fir Tiere nicht pathogen. Eine Ubertragung
von Mensch zu Tier sowie umgekehrt kann nicht ganzlich ausgeschlossen
werden und sollte als zusatzlicher Transmissionsweg in Betracht gezogen
werden. Besonders in Regionen und Landern in denen Menschen und Tiere auf
engstem Raum miteinander leben, kénnte die Durchseuchung bei Mensch und
Tier groRRer sein. Um diese Vermutung zu Uberprifen, misste jedoch eine sehr
viel grolRere Anzahl an Tieren aus verschiedenen geographischen Regionen

untersucht werden.

4.8 Ausblick

Um die Pathologie und Transmissionswege der TT-Viren im Detail aufzuklaren,
mussten sehr viele Human- und Umweltproben analysieren werden. Daher sind
schnelle und kostenglinstige Nachweisverfahren wiinschenswert. Um die Daten
verschiedener Labore untereinander vergleichen zu kénnen, mussen diese sich
zuvor auf eine Standardprozedur einigen (Verwendung derselben Primer, der
zu amplifizierenden Genomregion, PCR-Bedingungen etc.). Die Pravalenzen
sollten fir die einzelnen Genotypen ermittelt werden, um Mischinfektionen mit
verschiedenen Genotypen bzw. dartber hinaus auch Mischinfektionen mit

anderen Erregern festzustellen. Daraus lassen sich dann Ruckschlisse zur
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Behandlung von schwerwiegenden Erkrankungen ziehen, die eventuell durch

TT-Viren verstarkt bzw. begunstigt werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit wurde die Durchseuchungsrate mit Anelloviren in Nigeria
anhand von Serumproben aus den 1980er Jahren aus einer speziellen Am-
bulanz fur sexuell Ubertragbare Krankheiten mittels PCR und ELISA untersucht.
Vom SEN-Genotyp wurde ein Teil der kodierende Region und von TTV die nicht
kodierende Region mit einer nested-PCR amplifiziert. Zudem wurden 47 Seren
mit einem ELISA auf frische, bereits abgelaufene oder chronische Infektionen
untersucht. Zum Nachweis von SENV-Antikdrpern wurden jeweils vier ver-
schiedene synthetische Peptide verwendet, um dasjenige zu ermitteln, welches
zum Nachweis SENV-spezifischer Antikorper die besten Ergebnisse liefert.
Basierend auf der Epitopanalyse wurden vier verschiedene Peptide zur Eta-

blierung und Validierung eines ELISA verwendet.

Die im Vergleich mit spateren Studien aus unterschiedlichen afrikanischen
Landern geringe Durchseuchung mit SENV von 64 % kann verschiedene
Ursachen haben. So kdnnen die Auswahl des Untersuchungskollektivs, die
Anzahl der getesteten Proben, sowie die fur den PCR-Nachweis verwendete
Genomregion einen grof3en Einflul3 auf die Pravalenzdaten haben.

Im untersuchten Patientenkollektiv wiesen Manner mehr SENV-Infektionen auf
als die Frauen, allerdings war die Stichprobe bzgl. der Geschlechter nicht
ausgewogen (36 Manner, 14 Frauen). Die Ursache kdnnte eine héhere sexuelle
Aktivitat der Manner mit wechselnden Partnerinnen sein oder aber auch die
bekannte hohere Ansteckungsrate unter homosexuellen Mannern. Es gab
keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Alter und Infektionsrate.

Die Infektionsrate fur TTV und SENV war bei den am haufigsten sexuell
Ubertragbaren Erkrankungen wie Urethritis, Gonorrhoe und Lues am héchsten,
wéahrend Personen mit nicht sexuell Ubertragbaren Krankheiten wie z. B.
Cystitis, keine Infektionen aufwiesen. Dies bestatigt die Hypothese, dass TTV

und SENV auch sexuell Gbertragen werden kénnen.
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Mittels ELISA wurden zusétzlich SENV-Antikérper nachgewiesen. Durch
Vergleich mit den PCR-Ergebnissen lieRen sich daraus Rickschlisse ziehen,
ob eine Infektion relativ frisch oder bereits abgelaufen oder chronisch-
persistierend war. Die Peptide 17 und 19 detektierten die meisten Infektionen

und eignen sich daher am ehesten zur Entwicklung eines ELISAs.

Zusatzlich zu den humanen Seren wurden je 50 Schweine und Rinder aus
Siuddeutschland mittels PCR auf das Vorhandensein von humanen Anelloviren
untersucht. Bei den Schweinen lag die Infektionsrate bei 4 % und bei den
Rindern bei 20 %. Dies legt die Vermutung nahe, dass SENV und TTV eben-
falls eine Zoonose hervorrufen kénnen, was einen weiteren Ubertragungsweg

fur diese Viren darstellen kann.
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