1. Einleitung

Typ-1-Diabetes (T1D) ist eine organspezifische Autoimmunerkrankung, die zur
Zerstorung der Betazellen des Pankreas durch zytotoxische T-Lymphozyten
fuhrt. Die Zerstérung ist ein Prozess, der langsam verlauft und Monate bzw.
Jahre dauern kann, bis eine klinische Manifestation eintritt (Atkinson und
Maclaren, 1994; Hyo6ty, 2002; Tauriainen et al., 2003).

Die Inzidenz von T1D hat in den letzten Jahrzehnten in allen hoch entwickelten
Landern zugenommen (Green et al., 2001). Am meisten betroffen sind Kinder
der nérdlichen Hemisphdre, besonders in Europa.

Die Pathogenese des Typ-1-Diabetes wird als multifaktorielles Geschehen
angesehen, bei dem genetische Pradisposition und Umweltfaktoren entweder
allein oder in Kombination zu einer Beta-Zellschadigung flihren (,&kerblom et
al., 2002).

Das Erkrankungsrisiko flir T1D ist assoziiert mit vier wesentlichen
Autoantikérpern (AAk) gegen Insulin produzierende Betazellen, die eine
klinisch relevante Markerfunktion bei der Zerstérung von Betazellen haben
(Strebelow et al., 1999). Die Autoantikdrper richten sich gegen die Beta-
Zellantigene Glutamatdekarboxylase (GADA), Proteintyrosinphosphatase
(IA-2A), Insulin (IAA) und zytoplasmatische Inselzellen (ICA).

Der Nachweis dieser Autoantikdrper hat prognostische Bedeutung (Kimpimaki
et al., 2000).

Zum Zeitpunkt der Manifestation des T1D haben ca. 98% der Patienten
Autoantikdrper gegen Beta-Zellantigene (Schlosser et al., 2002).

Bei neu diagnostizierten Patienten mit T1D sind die ICA-Antikdrper zwischen
60% und 90% im Serum nachweisbar. Bei nichtdiabetischen Kontrollpersonen
hingegen ist das nur bei 0,5% der Fall (Mlller-Wieland und Krone, 2000).
Antikérper gegen GADA koénnen bis zu 10 Jahre vor klinischem Beginn des

Diabetes mellitus bereits vorhanden sein.



Insulinautoantikérper sind bis zu 50% der Falle mit neu diagnostiziertem
Typ-1-Diabetes im Alter unter 5 Jahre zu finden. Die IAA-Titer fallen im
Gegensatz zu dem ICA-Titer im Alter ab (Muller-Wieland und Krone, 2000).

Wie bei allen Autoimmunerkrankungen stellt das humane Leukozytenantigen,
der HLA-Gen-Komplex, aufgrund seiner besonderen biologischen Bedeutung
als immungenetische Steuerzentrale die Hauptkomponente des genetischen
Typ-1-Diabetesrisiko dar (Ziegler, 1998). Beim Menschen wird ebenso wie bei
Tiermodellen die Suszeptibilitat flir die Krankheit von Genen innerhalb des
HLA-Systems determiniert (Todd, 1999).

HLA-Klasse-II-Antigene spielen eine Rolle bei der Prasentation von Antigenen
gegenuber T-Lymphozyten und damit bei der Initiierung der Immunantwort.
Wesentliche genetische Loci der HLA-Klasse-II-Antigene werden als DP, DQ
und DR bezeichnet.

Die Haplotypen DR3 und/oder DR4 pradisponieren fir die Entstehung eines
Typ-1-Diabetes (Mlller-Wieland und Krone, 2000). Ca. 95% der Typ-1-
Diabetiker exprimieren entweder serologisch definierte HLA-DR3 oder -DR4
Antigene, die bei Nichtdiabetikern nur zu ca. 50% vorkommen (Ziegler, 1998).
Es ist beschrieben, dass ca. 20% der europdischen Bevdlkerung DR2
protektive Haplotypen besitzen, bei T1D-Patienten wurden weniger als 1%
DR2 positive gefunden (Todd, 1999).

Zu den wesentlichen Umweltfaktoren, die mit dem Beginn und/oder
Fortschreiten einer Beta-Zellzerstérung assoziiert sein koénnen, gehéren
Nahrung, Toxine und Viren (Akerblom und Knip, 1998).

1.1. Virus und Typ-1-Diabetes

Trotz der Erkenntnis, dass Autoimmunitat und genetische Konstellation bzw.
Pradisposition Hauptfaktoren bei der Entstehung des Insulin abhangigen
Typ-1-Diabetes sind, ist die Atiologie bisher nicht abgeklért. Insbesondere
betrifft das die Bedeutung von Virusinfektionen.



Neben Mumps-, Masern- und Rubellaviren werden vor allem Enteroviren (EV)
seit vielen Jahren diskutiert und ihnen eine Triggerfunktion flUr die
autoimmunologische Zerstérung der Insulin produzierenden Betazellen in
genetisch suszeptiblen Personen zugeschrieben (Craighead et al., 1975).
Grundlage daflir, dass EV-Bedeutung bei der Pathogenese von T1D zukommt,
ist die Isolierung von Coxsackievirus B4 bei einigen Fallen von akut
einsetzendem TI1D, sowie die Tatsache, dass mit den Isolaten in
tierexperimentellen Studien an der Maus Zeichen eines Diabetes-like-
Zustandes auszulésen waren (Yoon et al., 1979, Wegner et al., 1985, Yoon,
1990).

Immer wieder fanden sich auch Enterovirus spezifische IgM-Antikérper bei
Patienten mit neu erkanntem T1D (King et al., 1983, Frisk et al., 1992).
Besondere  Aufmerksamkeit verdient die Beobachtung bei Fall-
Kontrollversuchen, dass maternalen Enterovirusinfektionen wahrend der
Graviditat offenbar die Rolle eines Risikofaktors bei der Entstehung von T1D
zukommt (Dahlquist et al., 1995, Hyo6ty et al., 1995).

Lange Zeit standen Untersuchungen mit Coxsackievirus B4 im Vordergrund.
Inzwischen haben Untersuchungen unter Einbeziehung von anderen
Enteroviren, CVB 1-6, CVA9 gezeigt, dass nicht nur CVB4, sondern auch
verschiedene andere EV-Serotypen mdglicherweise bei der Pathogenese der

Erkrankung bedeutend sind (Roivainen et al., 1998).

Bei Untersuchungen zur Bedeutung von verschiedenen Virusspezies wurde in
einer Studie mit Zytomegalievirus, Mumpsvirus, Epstein-Barr-Virus und
Enteroviren bei Patienten mit neu aufgetretenem T1D, bei Patienten mit
langerer T1D Krankheitsdauer sowie bei einer Kontrollgruppe gezeigt, dass nur
fir Enteroviren die Inzidenz bei diabetischen Patienten leicht erhéht war (Foy
et al., 1995). Es wird postuliert, dass bei Beteiligung von Viren an der
Pathogenese des T1D diese entweder als unspezifische Agentien wirken, zu

denen der Wirt eine abnormale Immunantwort zeigt oder die diabetogenen



Viren zum Zeitpunkt der Diagnosestellung der Erkrankung bereits eliminiert
waren.

In einer Studie zur Assoziation von Rotavirus (RV)-Infektionen mit T1D wurde
mittels serologischer Methoden gezeigt, dass eine signifikante Korrelation
zwischen dem Vorhandensein von Rotavirus-Antikérpern und dem Auftreten
von Autoantikdérpern gegen Beta-Zellantigene bestand. In Verbindung mit RV-
IgG- oder IgA-Anstieg traten bei 86% der Probanden Autoantikdrper gegen die
Protein-Tyrosinphosphatase, bei 62% gegen Insulin und bei 50% gegen die
Glutamatdecarboxylase erstmalig auf oder waren angestiegen.

Rotaviren, die Ursache einer haufigen gastrointestinalen Erkrankung in der
Kindheit sind, enthalten Peptidsequenzen, die T-Zell-Epitopen der
Inselzellautoantigene GAD und IA-2 3&hneln, sodass das Potential fur
molekulares Mimikry und Kreuzreaktionen besteht. Alternativ wird die direkte
Infektion von Inselzellen durch RV diskutiert (Honeyman et al., 1998, 2000).

Die Erkenntnis, dass fur Coxsackievirus B und Adenoviren (ADV) ein
gemeinsamer Rezeptor gefunden wurde (Bergelson et al., 1997), lasst es
sinnvoll erscheinen, auch Adenoviren hinsichtlich einer mdéglichen Bedeutung
fur die Entstehung des T1D zu evaluieren. Die ausgepragte Fahigkeit zur
Persistenz von Adenoviren ist bereits langer beschrieben (Neumann et al.,
1987). Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unbekannt.

In Studien zur Aufdeckung initiierender Faktoren bei der Atiologie des Typ-1-

Diabetes fanden Adenoviren bisher jedoch fast keine Beachtung.

Jones und Crosby, 1996, haben die proliferative Lymphozytenantwort auf
Virusantigene untersucht, die Homologie zur 65kD Isoform der
Glutamatdecarboxylase (GAD65) beim T1D zeigten. Untersuchungen zur
Antikérperantwort gegen Coxsackie-B-Viren und Adenoviren in einem T-Zell-
Proliferationsassay ergaben signifikante Differenzen zwischen der Gruppe

frisch manifestierter  Typ-1-Diabetiker und der nichtdiabetischen



Kontrollgruppe, sodass eine mégliche Assoziation zwischen Coxsackie-B-Viren
und T1D sowie Adenovirusinfektion und T1D abgeleitet wurde.

In einer finnischen Diabetes-Pradiktionsstudie wurden 21 Kinder mit Inselzell-
Autoantikérpern  hinsichtlich  Enterovirus- und Adenovirus-Infektionen
untersucht. Wahrend sich die Frequenzen von Adenovirusinfektionen zwischen
Patienten- und Kontrollgruppe nicht unterschieden, war die Haufigkeit bei den
Enterovirusinfektionen in der Patientengruppe erhéht (Lonnrot et al., 2000a).
Es wurde dabei nicht untersucht, welche Serotypen oder genetische Cluster
beteiligt waren.

Ein besonderes Problem flir Studien zur Untersuchungen von Virusinfektionen
als Risikofaktor im Prozess des T1D ist die Verflgbarkeit von geeignetem
Material. Oft ist die Anzahl an Probanden sehr klein oder die Materialmenge zu
gering (Clements et al., 1995, Lénnrot et al., 2000 a, b).

1. 2. Aufbau und Eigenschaften von Enteroviren

Enteroviren gehdren zur Familie der Picornaviridae, die eine Gruppe von
kleinen RNA-Viren umfasst mit den Genera Enterovirus, Parechovirus,
Hepatovirus, Rhinovirus, Cardiovirus und Aphthovirus. Der Genus Enterovirus
unterteilt sich in Polioviren mit 3 Serotypen, Coxsackieviren Gruppe A und B
mit 23 bzw. 6 Serotypen, Echoviren mit 29 Serotypen und die Enteroviren 68-
72 (Modlin, 2005).

Das Virion besitzt ein spharisches, unbehilltes Kapsid mit einem Durchmesser
von ca. 30 nm. Im ikosaedrischen Kapsid befinden sich 60 Protomere. Es gibt
4 Strukturproteine. Die Proteine VP1, VP2 und VP3 liegen an der
Kapsidoberflache. Das Protein VP4 ist an der Innenseite des Kapsids lokalisiert
und steht in engem Kontakt mit dem RNA-Genom (Abb. 1).

Durch die Proteine VP1 und VP3 wird ein Canyon gebildet, der bei der
Virusadsorption an die Wirtszelle Bedeutung hat.

Das Genom besteht aus ssRNA mit ca. 7400 Basenpaaren und hat

Plusstrangpolaritat, die eine sofortige Translation ermdglicht (Abb. 2).



Abb. 1: Enteroviruskapsid mit den Strukturproteinen VP1, VP2, VP3 und
VP4 (Flint et al., 2004)

Das 3’-Ende der genomischen RNA ist mit ca. 60 Nukleotiden polyadenyliert.
Am 5’-Ende befinden sich ein kleines hydrophobes Protein VPg und eine
Sekundarstruktur, internal ribosomal entry site (IRES), die die Bindung an
Ribosomen unabhdngig von der gewdhnlich am 5’-Ende von eukaryotischen
mMRNA-Molekilen vorliegenden 5’-Cap-Struktur erlaubt. Mutationen in diesem
Sequenzbereich kénnen die Translatierbarkeit der RNA und die Virulenz stark
beeinflussen. Die 5- wund 3’-Enden der RNA sind jeweils durch
nichttranslatierte Regionen (NTR) flankiert.

Das Genom der Picornaviren enthalt einen einzigen offenen Leserahmen,

der flr die Kapsidproteine und funktionellen Proteine kodiert.

Die Translation des viralen Polyproteins beginnt bei Nukleotid 743 (Zeichhardt,
et.al., 2002). Es kodiert ca. 2.200 Aminosauren flir 11 virale Proteine. Im
Polyprotein liegen drei Bereiche P1, P2 und P3. Im aminoterminalen Bereich ist
P1 lokalisiert. Es enthalt die Kapsidproteine VPO Vorlauferprotein fir VP4 und
VP2, VP3 und VP1. Die Regionen P2 und P3 kodieren flr funktionelle Proteine.
Im P2 Bereich befinden sich die Regionen 2A bis 2C, die wichtige Funktionen
fur die Anpassung des Virus und den Zellstoffwechsel haben.

Im carboxyterminalen Bereich befindet sich der P3-Bereich mit den Regionen
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Abb. 2: Genomorganization von Enterovirus (modifiziert nach Racaniello,
2001)

3A bis 3D. Das 3-A-Protein beeinflusst die Uridinylierung von Protein 3B,
welches dem VPg entspricht, 3C kodiert fir eine Protease und 3D fiur die
RNA-Polymerase (Modrow et al., 2003a).

Bei den Picornaviren erfolgt die Adsorption spezifisch an zellulare
Membranproteine.

Bei den Coxsackie-B-Viren ist ein Protein der Integrinfamilie Universal-
rezeptor, der auch von den Adenoviren Typ 2 und Typ 5 genutzt wird und
deshalb Coxsackie-Adenovirus-Rezeptor (CAR) genannt wird (Bergelson et al.,
1997, Yanagawa et al., 2004).

Allgemein sind Enteroviren flr ein breites Spektrum von klinischen
Krankheitsbildern verantwortlich. Neben unspezifischen febrilen Erkrankungen
sind sie Ursache von aseptischer Meningitis, hamorrhagischer Konjunktivitis,
Myokarditis und neonataler Sepsis. Etwa 80% der aseptischen Meningitisfalle
werden durch Enteroviren ausgelést (Bowles et al., 1986, Rotbart, 1990,
Druyts-Voets et al., 1993, Muir und Archard, 1994, Rueckert, 1996).



Saisonale Haufungen finden sich in den spaten Sommer- und frihen
Herbstmonaten. Das einzige Reservoir flr EV ist der Mensch. Die
Inkubationszeit betrdgt zwischen 2 und 35 Tage. Die Ubertragung erfolgt
fakal-oral (Zeichhardt et al., 2002). Die Ausscheidung erfolgt Gber den Stuhl.

Inzwischen sind Enteroviren auch mit seltenen Krankheitsbildern assoziiert
worden, so bei Hydrops fetalis (Pusch et al., 2002), Psychose (Stenger et al.,
2001), Rheumatoidarthritis (Kriesel et al., 2004) und plétzlichem Hérverlust
(Mentel et al., 2004).

1. 3. Aufbau und Eigenschaften von Adenoviren

Die humanen Adenoviren gehéren zum Genus Mastadenoviren, der Familie der
Adenoviridae (Modrow et al., 2003b). Dieser Genus wird in sechs Subgenera A
bis F eingeteilt mit 51 Serotypen.

Adenoviren sind 80 bis 110 nm groB und haben ein Genom aus linearer dsDNA
mit einer Lange von 36.000 bis 38.000 Basenpaaren je nach Virustyp (Adrian
und Pring- Akerblom, 2002, Modrow et al., 2003b).

Das Kapsid besteht aus 252 Kapsomeren, 240 Hexonen und 12 Pentonen. Die
Pentone bestehen aus einer Pentonbasis mit Fibern unterschiedlicher Lange,
die fur initiale Adsorption an die Wirtszelle verantwortlich sind (Abb. 3).

Das Innere des Partikels enthalt einen Nukleoproteinkomplex, der aus dem
Genom des Adenovirus und den Proteinen pV und pVII besteht.

An den beiden 5'-Enden des Genoms ist Uber einen Serinrest ein terminales
Protein TP mit 55 KD kovalent gebunden. Beide TP-Komponenten kénnen Uber
nichtkovalente Wechselwirkungen miteinander interagieren und halten so das
DNA-Genom in einem quasizirkularen Zustand (Modrow et al., 2003b).

Es sind inzwischen ca. 40 viruskodierte Proteine bekannt, die groBtenteils

durch Splicing entstehen. Etwa ein Drittel sind Strukturproteine.
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Abb. 3: Struktur-Diagramm von Adenovirus (Modrow et al., 2003b)

Das Genom besteht aus flnf codierenden Bereichen, von denen E1 bis E4
wahrend der Infektion frih aktiviert werden. Die Gruppe der spat exprimierten
Gene L sind fir die Synthese der viralen Strukturproteine verantwortlich
(Abb. 4).
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Abb. 4: Regionen des Adenovirus-Genoms, die flr spezifische m-RNA
kodieren (Adrian und Pring- Akerblom, 2002)



E2-Gen-Produkte ermdglichen die Bindung eines Replikationskomplexes mit
der viralen DNA, E3-Gen-Produkte schitzen das Virus vor den

Abwehrmechanismen der Wirtszelle (Adrian und Pring- Akerblom, 2002).

Die humanpathogenen Viren der Subgenera A, C, D, E, F binden an den CAR-
Rezeptor. Serotypen des Subgenus B nutzen einen bisher nicht identifizierten

Rezeptor. Neben CAR wird auch der MHC-I-Komplex von Adenoviren genutzt.

Fir die Internalisierung der an die Zelloberflaiche gebundenen Viren erfolgt
eine Interaktion der Pentonbasisproteine mit den heterodimeren Integrinen
a,B3 oder a,B5. Dieser Vorgang ist von einem RGD-Motiv (Arginin-Glycin-
Asparaginsaure) in der Aminosauresequenz der Pentonbasisproteine abhangig
und erfolgt bei allen Adenoviren mit Ausnahme der Typen ADV40 und ADV41.
Es bilden sich endozytotische Vesikel. In den Endosomen erfolgt eine
Ansdauerung. An den Kontaktstellen der Fiberproteine mit der
Endosomenmembran l6st sich das Vesikel auf, und das Virus wird unter
Verlust der Pentonbasis -und Fiberproteine ins Zytoplasma freigesetzt. Danach
bindet sich das Restpartikel Gber die Hexonproteine an Mikrotubuli und wird zu
den Kernporen transportiert. Der virale DNA-Proteinkomplex wird schlieBlich in
den Kern importiert, die Kapsidproteine bleiben im Zytoplasma zurlick.

Im Zellkern erfolgen die Transkription der viralen Gene und die DNA-Synthese.
Die Proteine Hexon, Penton und Fiber sind Trager antigener Determinanten.
Adenoviren infizieren bevorzugt Epithelzellen vom Respirations- und

Gatrointestinaltrakt.

Die Inkubationszeit betragt 2-8 Tage. Die Ausscheidungsdauer kann bei
immunsupprimierten Patienten bis zu 12 Monaten dauern (Adrian und Pring-
,&kerblom, 2002, Modrow et al., 2003b). Eine Infektion ist auch Uber

kontaminierte Gegenstande madglich.
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Persistenz von Adenovirus ist in Tonsillen, Nieren, Schilddrise, Darmtrakt
sowie peripheren Lymphozyten beschrieben.
Im Gegensatz zu Enteroviren werden nur 50% der Adenovirusinfektionen

klinisch manifest.

1. 4. Zelluldare und molekulare Pathomechanismen des T1D

Fir die Entstehung des T1D werden im Zusammenhang mit Viren
verschiedene Pathomechanismen diskutiert. Die Mehrzahl der Daten wurde
durch Untersuchungen an Enteroviren gewonnen. Flr Adenoviren liegen keine
Daten vor.

Grundsatzlich bestehen zwei Hauptwege, wie das Virus auf die Inselzellen
wirken kann, Uber eine direkte Zerstérung durch die Replikation des Virus in
der Inselzelle bzw. Uber die Induktion eines Autoimmunprozesses. Dabei
kommt es durch die Infektion in der Betazelle zur Expression von potentiellen
Autoantigenen bzw. anderen immunogenen Molekilen oder zur Induktion
einer generellen Immunantwort, die fehlgerichtet gegen Betazellen wirkt (Jun
und Yoon 2004).

Da die Interaktion zwischen Virus und Zelle Uber Oberflachenmolekile
realisiert wird und so das Attachment der Viruspartikel an der Zelle erreicht
wird, spielen Rezeptoren eine besondere Rolle. Es ist nachgewiesen, dass
Betazellen die flr Enteroviren bekannten CAR und Integrin avf3 Moleklle
exprimieren (Ylipaasto et al., 2004).

Unter der Annahme, dass Enteroviren eine Bedeutung bei der Entwicklung
eines T1D zukommt, wurden Untersuchungen durchgefiihrt, um den Einfluss
verschiedener Enteroviren auf die Insulinfreisetzung von Betazellen zu prifen.
Obwohl sich alle getesteten Enterovirus-Typen in Betazellen replizieren lieBen,
fiuhrte nur die Infektion mit Coxsackieviren der Gruppe B zum Zelltod. Eine
Woche nach Infektion war die Insulinproduktion stark herabgesetzt, die
Infektion mit CVA9 dagegen zeigte keinen Unterschied zur Kontrolle
(Roivainen et al., 2000).
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Die Frage, ob multiple in vitro Passagen einen Virusstamm so verandern, dass
die Fahigkeit zur Auslésung eines Diabetes like Syndroms entwickelt wird,
wurde in experimentellen Untersuchungen in der Maus untersucht. 15
Passagen fluhrten zu einer Veranderung des Phanotyps von CVB5. Es kam zu
einer chronischen Entzindung der Betazellen mit Dysregulation des
Glukosemetabolismus. Histologisch lieBen sich 6 Wochen p. i. Zeichen einer
milden Entziindung der Inselzellen nachweisen.

Die genotypische Charakterisierung dieses multipassagierten Virusstammes
zeigte Veranderungen in 8 Nukleotiden, die 5 Aminosduresubstitutionen zur
Folge hatten. Drei AS-Veranderungen waren in den Strukturgenen VP4, VP3
und VP1 und zwei im Nichtstrukturbereich bei 2C Protein und im VPg Protein,
lokalisiert (Al-Hello et al., 2005).

Uber den Mechanismus, der zur direkten Zerstérung von Betazellen durch
Zytolyse flhrt, wurde in Experimenten mit Encephalo-Myocarditis-Virus (EMC)
gezeigt, dass Infektionen von genetisch empfindlichen Mausen mit der M-
Variante von EMC-Virus zu einer selektiven Zerstérung der Betazellen fihren
(Jun und Yoon, 2004). Es bestand Assoziation zwischen dem genetischen
Make-up des Virus und dem genetischen Background des Wirts. Bei hoher
Virusdosis 10° PFU/Maus wurde die Entwicklung des Diabetes innerhalb von 3
Tagen beobachtet. Dabei stand die Virusreplikation im Vordergrund. Bei
reduzierter Virusdosis von <10% PFU/Maus hatten aktivierte Makrophagen eine
Hauptbedeutung und die Virusvermehrung in den Betazellen spielte eine
untergeordnete Rolle.

Es wurden diabetogene und nicht diabetogene Viren erhalten, die mittels
Neutralisationstest nicht unterscheidbar waren. Im Gegensatz dazu zeigte sich
jedoch im Nukleotidalignment, dass eine einzelne Punktmutation von A zu G in
Position 776 (Threonin zu Alanin) zu einer Konversion in eine diabetogene
Variante fahrte (Jun und Yoon, 2004).

Die Frage der Persistenz von Enteroviren wurde im Myokarditismodell

untersucht. Mit einem EV-Genom, welches <eine eingeschrankte
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Vermehrungskapazitat hatte, war Induktion eines zytopathischen Effektes
assoziiert, der zu einer dilatativen Kardiomyopathie im transgenen Mausmodell
fuhrte (Wessely, 2004).

Ursache kodnnte eine persistente Replikation in Inselzellen auf niedrigem
Niveau sein, die die Produktion von IFN-a triggern wirde. Diese Zytokine
rekrutieren Lymphozyten und ein direkter toxischer Effekt auf die Betazellen

ware die Folge (Varela-Calvino und Peakman, 2003).

Von Rasilainen et al. 2004 wurde der Einfluss einer persistenten Infektion von
CVB auf die Veranderungen in Inselzellen im foetalen Schweine-Inselzell-
Modell durch Infektion mit CVB5 untersucht. Bei eingeschrankter viraler
Replikation wurde eine erhdhte Lebensfahigkeit der Zellen bei Absinken der
Nekrosehaufigkeit beobachtet. Gleichzeitig wurde eine signifikante Erhéhung
der Apoptose nachgewiesen.

Chehadeh et al. 2000a konnten nachweisen, dass ein diabetogener CVB-
Stamm (CVB4 E2) in der Lage ist, in humanen Inselzellen zu persistieren und
eine IFN-a Synthese zu induzieren.

In einer T1D-Patientengruppe (25 Kinder, 31 Erwachsene) hatten 70% einen
erhohten a-Interferon-Plasmaspiegel und IFN-a mRNA. Darliber hinaus
konnten bei 50% der Probanden EV-RNA-Sequenzen bestimmt werden, sodass
auch diese Ergebnisse flr eine mdgliche Assoziation von CVB mit T1D
sprechen (Chehadeh et al., 2000b). Eine Assoziation von IFN-a mit
Hyperexpression von HLA-Klasse-I-Antigenen wurde in drei von vier Kindern
gefunden, die an einer CVB-Pankreatitis verstorben waren (Jun und Yoon,
2004).

Ein Modellweg flr die Interaktion zwischen Makrophagen und T-Zellen wurde
von Yoon und Jun, 2001 beschrieben. Nach Prozessing des Antigens und
Prasentation zu T-Helferzellen in Verbindung mit MHC-Klasse-II-Molekdllen
kommt es zur Sezernierung von IL-12, Aktivierung von TH1 Typ CD4 T-Zellen.
Die CD4-Zellen produzieren IFN-y, TNF-a, TNF-B und IL-2. Dabei werden
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Betazellen spezifische pratoxische T-Lymphoyzten rekrutiert. Diese kdnnen
aktiviert werden durch IL-2 und andere Zytokine und differenzieren in
CD8-Effektorzellen. IFN-y aktiviert Makrophagen, sodass diese Betazellen
toxische Zytokine und freie Radikale wie H,0, und NO freisetzen.

Es wird die Expression von Fas auf Betazellen induziert und die Betazellen
durch Fas vermittelte Apoptose und/oder Zytolysine wie Perforin, die flr die

Zellen toxisch sind, zerstort.

Zwischen der Aminosduresequenz von GAD und dem P2-C-Protein von
Coxsackieviren wurde eine Ahnlichkeit gefunden. GAD katalysiert die a-
Decarboxylierung von L-Glutaminsaure, um den inhibitorischen
Neurotransmitter y-Aminobuttersaure zu synthetisieren. Eine Expression
erfolgt nicht nur im ZNS und im peripheren Nervensystem, sondern auch in
Pankreaszellen (Jun et al., 2002). Antikdérper gegen GAD wurden in Seren von
neu diagnostiziertem T1D in ca. 85% der Falle gefunden (Baekkeskov et al.,
1987).

Fur Adenoviren liegen keine experimentellen Daten im Zusammenhang mit

dem T1D vor.
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2. Zielstellung

Typ-1-Diabetes entsteht durch progressive Zerstérung der Insulin
produzierenden pankreatischen Betazellen. Genetische und Milieufaktoren
kédnnen zur Entwicklung eines Autoimmunprozesses beitragen, der dann die
Manifestation eines T1D zur Folge hat. Viren als ein Typ von Milieufaktoren

kdnnte bei der Expression von Autoantigenen des T1D Bedeutung zukommen.

Die EinfiUhrung molekularer Methoden hat neue Mdglichkeiten flr die
Evaluierung der Rolle viraler Infektionen eréffnet und einige Studien deuten
auf eine Verbindung zwischen Enterovirus bedingten Infektionen und der

Entwicklung eines T1D hin.

Zielstellung der Arbeit ist es, Informationen (ber die Assoziation von
Enteroviren und Adenoviren bei der Entwicklung eines T1D zu bekommen. Da
die Nachweistechnik von entscheidender Bedeutung flir die Aussage Uber eine
Pravalenz ist, war die Etablierung bzw. Modifizierung geeigneter Protokolle flr
die Detektion und Charakterisierung von Enterovirus- bzw. Adenovirus-
Sequenzen von besonderem Interesse, dabei waren Fragen der Sensitivitat
und Spezifitat abzuklaren.

Fir die Untersuchungen wurde Material von Patienten mit frisch
manifestiertem T1D und von Pradiabetikern, die in der Karlsburger Typ-1-
Diabetes-Risikostudie selektioniert worden waren, eingesetzt. Sie hatten ein
differenziertes Autoantikérperprofil. Bei den Probanden der Kontrollgruppe
waren weder Diabetes assoziierte Autoantikdrper nachweisbar, noch lagen
metabolische Erkrankungen vor. Der Vorteil zu anderen Studien besteht darin,
dass sich die Materialien der Pradiabetiker von einer normalen

Schulkindpopulation ohne Verwandte ersten Grades mit T1D ableiten.

Neben der Bestimmung der Pravalenz von Enterovirus- und Adenovirus-

Sequenzen war ein weiteres Ziel die genotypische Charakterisierung
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erhaltener Virussequenzen, um Informationen hinsichtlich der Verwandtschaft
zirkulierender Virusstamme bzw. Hinweise auf beteiligte Serotypen zu
erhalten.

Daten zur Festigung der Hypothese, dass Viren ein bedeutender Milieufaktor
bei der Entwicklung eines T1D sein kénnen, wurden von der Analyse einer
moglichen Assoziation von nachgewiesenen viralen Nukleinsauresequenzen mit

verschiedenen Risikogruppen erwartet.
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3. Material und Methoden

3. 1. Patientengut

Im Rahmen von Projektférderungen durch das Kultusministerium
Mecklenburg-Vorpommern, des Arbeitsamtes, der Community Medicine der
EMAU Greifswald und der Industrie konnte am heutigen Institut flr
Pathophysiologie 1995 mit der Karlsburger Typ-1-Diabetes-Risikostudie
begonnen werden, in der Schiler aus der gesunden Normalbevdlkerung
Ostvorpommerns durch Kapillarblutabnahmen auf Diabetes assoziierte
Autoantikdérper untersucht wurden.

In einer ersten Screeningphase bei 9419 Schilern, die alle auf die vier
Autoantikérper GADA, IA-2A, IAA und ICA getestet wurden, waren insgesamt
8,11% flr mindestens einen der AAk positiv (> 98. Perzentile), wobei die
héchsten Sensitivitdten durch GADA und IAA erreicht wurden (Strebelow et
al., 1999).

Fir die Untersuchungen in der vorliegenden Arbeit wurden randomisierte
ausgewahlte Serumproben aus dieser Studie verwendet. Alle Proben wurden
bei -20°C gelagert.

50 Proben leiteten sich von pradiabetischen Kindern (28 Jungen/22 Madchen)
ab, die Autoantikdrper positiv gegen Glutamatdekarboxylase GAD65 (GADA),
Proteintyrosinphosphatase IA-2ic (IA-2A), Insulin (IAA) und/oder gegen
Zytoplasmatische Inselzellautoantigene waren. Das mittlere Alter lag bei
12 Jahren (IQR 10-14 Jahre).

Als Kontollgruppe wurden 50 Proben von gesunden, Autoantikdrper negativen
Schulkindern (24 Jungen/26 Madchen), mittleres Alter 14 Jahre (IQR 12-16
Jahre) eingesetzt.

Weiterhin wurden 47 Proben von Kindern mit frisch manifestiertem T1D
(24 Jungen/23 Madchen), mittleres Alter 13 Jahre (IQR 11-15 Jahre)

analysiert. Diese Proben wurden innerhalb von 5 Tagen (IQR 1-12 Tage) nach
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der T1D-Diagnose im Klinikum Karlsburg, Herz- und Diabeteszentrum
Mecklenburg-Vorpommern, gewonnen.

Die Serumproben der drei Gruppen wurden zu allen Jahreszeiten enthommen.
Es war keine signifikant erhéhte Abnahmefrequenz zu Zeiten mit erhéhten
Virusinfektionen zu verzeichnen.

Die Durchflihrung der Studie wurde durch das Kultusministerium des Landes
Mecklenburg-Vorpommern und der Ethikkommision der Ernst-Moritz-Arndt-
Universitat Greifswald genehmigt. Das Einverstandnis zur Teilnahme an der

Studie wurde von den Eltern bzw. Erziehungsberechtigten der Probanden

eingeholt.
3. 2. Nachweis von Enteroviren
3.2. 1. Praparation von Kontrollmaterial

Eine Hela-Zellkultur wurde mit Coxsackievirus B3 (klinisches Isolat,
serologisch und molekularbiologisch typisiert) infiziert und als Positivkontrolle
benutzt.

Nach 2 Tagen Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO, konnte ein CPE
beobachtet werden. Danach wurden die Zellen 3-mal gefroren und getaut. Die
Virussuspension wurde 5 min bei 700 x g zentrifugiert und der Uberstand fiir
die RNA-Praparation eingesetzt. Die RNA-Menge wurde nach der Praparation

quantifiziert und bei -50°C aufbewahrt.

3. 2. 2. Virus-RNA-Extraktion

Fir die Extraktion der viralen RNA wurde der QIAamp Viral RNA Mini Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany) genutzt. Zur Praparation sind RNAse freie
Eppendorfrohrchen und Pipettenspitzen erforderlich. Zum Lysispuffer (AVL)
wird Carrier-RNA zugesetzt. Dieser Ansatz ist bei 8°C flir 6 Monate stabil.

Eventuelle Kristalle missen vor Gebrauch bei 80°C aufgeldst werden.
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Die Waschpuffer AW 1 und AW 2 sind mit 99,8%igem Ethanol zu versetzen
und danach ca. 12 Monate gebrauchsfahig.

Zur RNA-Praparation wurden 70 pl Probenmaterial mit 280 pl AVL 15 sec auf
dem Vortex gemischt. AnschlieBend erfolgte flir 10 min eine Inkubation bei
Raumtemperatur und ein kurzes Anzentrifugieren bei 6000 x g. Nach der
Zugabe von 280 pl von 99,8% Ethanol wurden die Proben erneut fur 15 sec
auf dem Vortex gemischt. 630 ul der Proben wurden auf je eine QIAamp-Saule
gegeben und fir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen,
die Saule auf ein neues Réhrchen gesetzt und der Rest der Probe auf die Saule
gegeben. Nun wurde erneut fir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert, das Filtrat
wieder verworfen und die Saule auf ein neues Réhrchen gesetzt. Dann wurden
500 pul AW1 auf die Saule gegeben und 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Das
Filtrat wurde wieder verworfen und die Saule auf ein neues Réhrchen gesetzt.
Im Anschluss wurden 500 ul AW2 auf die Saule aufgetragen und 3 min bei
20000 x g zentrifugiert. Die Saule wurde auf ein neues Réhrchen gesetzt und
erneut flr 1 min bei 20000 x g zentrifugiert.

Die Elution der Nukleinsaure erfolgte auf einem 1,5 ml Eppendorfréhrchen
durch Inkubation mit 40 ul Elutionspuffer (AVE) flir 1 min und anschlieBender
Zentrifugation flir 1 min bei 6000 x g. Die RNA befindet sich im Eluat.

3. 2. 3. Enterovirus n-RT-PCR

Zur Bestimmung von Enterovirus RNA kommt das Prinzip der n-PCR zur
Anwendung. Daflur wurde das Amplifikat der RT-PCR als Template flr eine

zweite Amplifikation mit inliegenden Primern genutzt.

Die Primersequenzen leiten sich von einem hochkonservierten Bereich der
5'-NTR ab (modifiziert nach Severini et al.,, 1993). Die eingesetzten
Primersequenzen und die Position der Oligonukleotidprimer sind in Tabelle 1

zusammengefasst.

19



Tab. 1: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer in dem

Enterovirus-Screening und in der Coxsackievirus-B-n-RT-PCR

PCR Bezeichnung Sequenz Position
EV n-RT-PCR | CX3 5'-CGGTGGCTGCGTTGGCGGCC-3’ 354-373
CX10 5'-ATTGTGACCATAAGCAGCCA-3’ 599-580
CX8 5’-AAACACGGACACCCAAAGTA-3’ 563-544
CX9 5'-GGCCCCTGAATGCGGCTAAT-3’ 451-470
CVB n-RT-PCR | CX4 5’-CCCCGGACTGAGTATCAATA-3’ 180-199
CX7 5'-GCAGTTAGGATTAGCCGCAT-3’ 479-460
CX3 5'-CGGTGGCTGCGTTGGCGGCC-3’ 354-373
CX2 5'-CGCATTCAGGGGCCGGAGGA-3’ 464-445

Die PCR wurde als RT-PCR in einem One-Step-Verfahren durchgeflihrt, in dem
die Umschreibung der RNA in cDNA und Amplifikation in einem Arbeitsschritt
mit einem Primerset erfolgte. Es wurde QIAGEN® One-Step RT-PCR Enzyme

Mix (Qiagen, Hilden, Germany) verwendet.

Die Umschreibung der RNA wurde bei 50°C, 30 min vollzogen. Durch die

Erhéhung der Temperatur auf 95°C, 15 min wurde die Reverse Transkriptase

inaktiviert und das Zyklerprofil mit 40 Zyklen angeschlossen.

Ansatzprotokoll flir die RT-PCR und Pipettierfolge

RNAse freies Wasser

5 x Puffer

10 mM dNTP
5 x Q-Solution

Primer CX3 (30 pmol)
Primer CX10 (30 pmol)

RNAse-Inhibitor
RT-PCR Enzym-Mix

RNA
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Cyclerprogramm

30 min bei 50°C Umschreibung
15 min bei 95°C Denaturierung der Revertase
40 sec bei 94°C
1 min bei 53°C } Amplifikation 40 Zyklen
1 min bei 72°C
10 min bei 72°C
o bei 10°C

Ansatz und Cyclerprogramm flr die n-PCR

Aqua dest 39,5 ul 5 min bei 94°C

10 x PCR-Puffer 5,0 pl 40 sec bei 94°C

12,5 mM je dNTP 1,0 pl 1 min bei 55°C 30 Zyklen
Primer CX8 (30 pmol) 1,0 pl 1 min bei 72°C

Primer CX9 (30 pmol) 1,0 ul 7 min bei 72°C
Taqg-Polymerase (2,5 1IE) 0,5 pl oo bei 10°C

cDNA 2,0 pl

Das erwartete Amplifikat von 113 bp wurde in einem 2,5% Agarosegel mit
Zusatz von 1% Ethidiumbromid (Agarose MS, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) elektrophoretisch aufgetrennt.

Hierzu wurden je 2 pul Probenpuffer (Saccharose 20g, EDTA 1 mM,
Bromphenolblau 125 mg, 50 ml Aqua dest) und 8 pl Amplifikat in ein Well der
Mikrotiterplatte gegeben und vorsichtig gemischt. Die Proben wurden in je
eine Tasche des Agarosegels pipettiert. Um eine GréBenzuordnung zu
ermoéglichen, wurden 5 pul Molekulargewichtsstandard (M) VIII (Roche
Diagnostics), der den Bereich von 19 bis 1114 bp umfasst, mitgefihrt.

Die Laufzeit der Elektrophorese betrug 20 min bei 140 V und 52 mA (Consort
E 861). Die Detektion erfolgt mittels UV-Licht. Die Banden auf dem Gel
wurden mit Gel-Doc GATEWAY 2000 dokumentiert.

Eine positive Kontrolle und eine negative Kontrolle wurden in jeder PCR

mitgeflhrt.
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3. 2. 4. Coxsackievirus B spezifische n-RT-PCR

Die Sequenzen zur Bestimmung des Coxsackievirus B leiten sich ebenfalls aus
dem hochkonservierten Bereich der 5'-NTR des Coxsackievirus B ab
(modifiziert nach Severini et al., 1993). Die Primer und die Positionen des

Oligonukleotids sind in Tabelle 1 gezeigt.

Ansatz und Cyclerprogramm fir die 1. RT-PCR

RNAse freies Wasser 4,5 ul 30 min bei 50°C
5 x Puffer 10,0 pl 15 min bei 95°C
10 mM dNTP 2,0 pul 40 sec bei 94°C
5 x Q-Solution 10,0 pl 1 min bei 53°C} 40 Zyklen
Primer CX4 (30 pmol) , 1 min bei 72°C

RT-PCR Enzym-Mix

0
5
Primer CX7 (30 pmol) 5, 10 min bei 72°C
1
2
RNA 10

0 ul
0 pl
RNAse-Inhibitor ,5 ul oo bei 10°C
0 ul
0 ul

Aqua dest 40,5 pl 10 min bei 94°C

10 x Puffer 5,0 pul 40 sec bei 94°C

12,5 mM je dNTP 1,0 pl 1 min bei 55°C } 30 Zyklen
Primer CX2 (30 pmol) 1,0 pl 1 min bei 72°C

Primer CX3 (30 pmol) 1,0 pl 7 min bei 72°C
Tag-Polymerase (2,51IE) 0,5 pl oo bei 10°C

cDNA 1,0 pl

Nach Amplifikation ergibt sich ein Fragment von 112 bp (Severini et al.,
1993). Das Amplifikat wurde elektrophoretisch in 2,5%gem Agarosegel mit

Zusatz von 1%igem Ethidiumbromid aufgetrennt.

3. 2. 5. Enterovirus Real-Time-PCR

Das eingesetzte Real-Time-PCR-Verfahren arbeitet nach dem TagMan Prinzip.
Dabei wird neben den Primern eine markierte Sonde eingesetzt. Durch die

Hybridisierung wird eine sehr hohe Spezifitdat des PCR-Produktes erreicht.

Diesem Verfahren liegt zugrunde, dass die Tag-Polymerase Uuber eine
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Exonukleasefunktion verfligt. Die Probe, die an Gensequenzen zwischen den
beiden Primern bindet, ist mit zwei verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen
markiert. Am 5’-Ende wurde mit dem Reporterfarbstoff 6-Carboxy-Fluorescein
(FAM) und am 3’-Ende mit dem Quencherfarbstoff 6-Carboxy-Tetramethyl-
Rhodamin (TAMRA) gelabelt. Befinden sich die beiden Farbstoffe in einem
bestimmten Abstand zueinander, wird nach Anregung durch einen Argon-Laser
die Energie des Reporterfarbstoffes auf den Quencherfarbstoff Gbertragen und
nur dieser emittiert Licht. Trifft die Tag-Polymerase bei der Elongation auf die
Hybridisierungsprobe, wird die Exonuklease aktiv und schneidet die Probe aus.
Nach Abbau der Probe sind die entsprechenden Abstdande nicht mehr gegeben
und der Reporterfarbstoff kann Signale senden. Die Starke der messbaren
Fluoreszenz ist proportional zur amplifizierten DNA-Menge.

Wahrend der Amplifikation wurden die Proben automatisch bei 518 nm (FAM)
und 582 nm (TAMRA) gemessen. Der Anstieg von Farbsignalen wurde versus
Zykluszahl geplottet. Der Grenzwert (CT-Wert) reprasentiert den Zyklus, der
die Basislinie passiert.

Das verwendete Primerpaar EV2 und EV-CSF-R sowie die markierte Probe EV3
liegen im hochkonservierten Bereich der 5'-NTR (Corless et al., 2002).

Sequenz und Position zeigen Tabelle 2.

Tab. 2: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer und Probe in

der Enterovirus Real-Time-PCR

Bezeichnung Sequenz Position

EV2 5’-CCCCTGAATGCGGCTAATC-3’ 451-469

EV-CSF-R 5'-TTAGGATTAGCCGCATTCAG-3’ 596-577

EV3 5'-6-FAM-CGGAACCGACTACTTTGGGTGTCCGT-3'- | 532-557
TAMRA
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3.2.5.1 Enterovirus Real-Time Two-Step-RT-PCR

Flr die Umschreibung der RNA in cDNA wurde TagMan® Reverse Transcription

Reagents (Applied Biosystems, USA) mit Random primer verwendet.

Die Reagenzien werden in der angegebenen Reihenfolge pipettiert:

RNAse freies Wasser 2,85 pl
10 x RT-Puffer 1,0 pl
25 mM MgCl, 2,2 pl
10 mM dNTP 2,0
50 uM Random Hexamers 0,5 ul
RNAse-Inhibitor 0,2 ul
Reverse Transcriptase 0,25 pl
RNA 1,0 pl

Der Ansatz wurde auf dem Cycler (GeneAmp PCR-System 2400 Roche
Diagnostics® ) amplifiziert und mit folgendem Cyclerprogramm durchgefiihrt:

10 min bei 25°C
30 min bei 48°C
5 min bei 95°C
oo bei 10°C

Die cDNA wurde in einem PCR-Ansatz mit 2x TagMan® Universal PCR Master
Mix (Applied Biosystems, USA) eingesetzt und auf dem iCycler iQ Real-Time
Detection System, Version 3.0 (Bio-Rad, Hercules, USA) amplifziert:

2 x TagMan Universal Master Mix 25 pl 2 min bei 50°C

Aqgua dest 12 pl 10 min bei 95°C

Primer EV2 (100 pmol) 1 pl 15 sec bei 95°C } 50 Zyklen
Primer EV-CSF-R (100 pmol) 1 pl 1 min bei 60°C

Primer EV3 probe (30 pmol) 1l oo bei 10°C

cDNA 10 pl

3. 2. 5. 2. Enterovirus Real-Time One-Step-RT-PCR

Fir die One-Step-PCR wurde die RNA unter Verwendung des TagMan® One-
Step Kit (Applied Biosystems, USA) eingesetzt.
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Der Amplifikation wurde mit folgendem Ansatz und Cyclerprogramm

durchgefihrt:
One-Step Master Mix 25,00 pl 30 min bei 48°C
Aqua dest 10,75 pl 10 min bei 95°C
Enzyme 1,25 pl 15 sec bei 95°C | 50 zyklen
Primer EV2 (100 pmol) 1,00 pl 1 min bei 60°C
Primer EV-CSF-R (100 pmol) 1,00 pl oo bei 10°C
EV3 Probe (30 pmol) 1,00 pl
RNA 10,00 pl
3. 3. Nachweis von Adenoviren
3.3. 1. Praparation von Kontrollmaterial

Zellkulturen von Hela- und A549-Zellen wurden mit Prototypstdammen von
Adenovirus 2 bzw. Adenovirus 3 infiziert. Prototypstamme ADV2 ATCC :
VR-846 und ADV3 ATCC:VR-3 wurden eingesetzt.

Als Wachstumsmedium wurde Minimal Essential Medium (MEM) mit Zusatz von
5% fetalem Kalberserum (FCS) eingesetzt. Der pH-Wert wurde mittels
Bikarbonatpuffer auf 7,2 eingestellt.

Die infizierten Zellen wurden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die
Beobachtung der Entwicklung eines CPE erfolgte taglich. Nach Auftreten eines
CPE wurden die Zellen 3- mal gefroren und getaut, die Virussuspension 5 min
bei 700 x g zentrifugiert und der Uberstand fir die DNA-Préparation
gewonnen. Der DNA-Gehalt wurde gemessen und die Praparation bei -50°C

gelagert.

3.3. 2. Virus-DNA-Extraktion

Fir die Gewinnung der viralen DNA wurde der QIAamp® DNA Blood Mini Kit

(Qiagen, Germany) genutzt.
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Dazu wurden 100 pl Serumprobe mit 10 pl Protease und 200 pl AL-Puffer im
Eppendorfrohrchen ca. 15 sec auf dem Vortex gemischt. AnschlieBend folgte
eine Inkubation im Wasserbad bei 56°C fir 10 min und ein kurzes
Anzentrifugieren bei 6000 x g.

Nach Zugabe von 100 ul 99,8%igem Ethanol wurde erneut fir 15 sec auf dem
Vortex gemischt. Das Gesamtvolumen wurde auf je eine QIAamp Mini Colum-
saule gegeben und fir 1 min bei 6000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wird
verworfen, die Saule auf ein neues Roéhrchen gesetzt. Dann wurden 500 pl
Waschpuffer (AW1) auf die Saule gegeben und fir 1 min bei 6000 x g
zentrifugiert. Das Filtrat wurde erneut verworfen und die Saule wieder auf ein
neues Rohrchen gesetzt. AnschlieBend wurden 500 pl Waschpuffer (AW2) auf
die Saule gegeben und fir 3 min bei 20000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde
verworfen und die Saule erneut auf ein Réhrchen gesetzt und flir 2 min bei
20000 x g zentrifugiert. Die Sdule wurde dann auf ein 1,5ml DNAse freies
Rdhrchen gesetzt und 100 pl Elutionspuffer (AE), vorgewarmt auf 56°C, in die
Mitte der Saule zur Elution der DNA gegeben. AnschlieBend wurde fir 1 min
bei 6000 x g zentrifugiert. Die DNA befindet sich im Eluat und kann bei -50°C

gelagert werden.

3. 3. 3. Adenovirus n-PCR

Die Amplifikation der Adenovirus-DNA erfolgt mit Primern abgeleitet vom
Hexon-Gen des Virus (ADH1, ADH2 und ADH3, ADH4) (modifiziert nach Allard

et al., 1992). Nukleotidsequenzen der verwendeten Oligonukleotide sind in

Tabelle 3 zusammengestellt.
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Tab. 3: Nukleotidsequenzen der verwendeten Primer in der Adenovirus n- PCR

Bezeichnung Sequenz Position

ADH1 5’-GCCGCAGTGGTCTTACATGCACATC-3’ 18858-18882
ADH2 5'-CAGCACGCCGCGGATGTCAAAGT-3" 19136-19158
ADH3 5’-CCACCGAGACGTACTTCAGCC-3’ 18938-18958
ADH4 5'-CACACGGTTGTCACCCACAGC-3" 19096-19116
ADH-01 5’-ACTACAAYATTGGCTACCAGG-3" 21203-21223
ADH-02 5’-CAAAACATAAAGAAGKGTGGGC-3" 21642-21621
ADH-03 5’-AACTTCCAGCCCATGAGCMG-3" 21274-21293
ADH-04 5’-CTCAAAAGTCATGTCBAGCGC-3" 21603-21583

Folgende Komponenten wurden in 50 pl Ansatz flr die 1. PCR pipettiert:

Aqua dest 27,8 ul
12,5 mM je dNTP 1,0 pl
10 x Puffer 5,0 pl
25 mM MgCl, 4,0 pl
Primer ADH1(0,08 uM) 1,0 ul
Primer ADH2 (0,08 pM) 1,0 pl
Taqg-Polymerase (2,5 IE) 0,2 pl
DNA 10,0 pl
Pipettierschema flir die n-PCR
Aqua dest 30,8 pl
12,5 mM dNTP 1,0 pl
10x Puffer 5,0 pl
25 mM MgCl, 4,0 ul
Primer ADH3 (0,16 pM) 1,0 pl
Primer ADH4 (0,16 pM) 1,0 pl
Taqg-Polymerase (2,5 IE) 0,2 pl
DNA 2,0 pl

Das Cyclerprogramm flr die 1. und nested PCR umfasst:
5 min bei 94°C
45 sec bei 94°C
90 sec bei 55°C 30 Zyklen
90 sec bei 72°C

10 min bei 72°C
co bei 10°C
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Die Amplifikate wurden in einem mit Ethidiumbromid gefarbten 2,5%igen
Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Die Amplifikation der n-PCR ergibt

ein Fragment von 178 bp.
Ein zweites Protokoll wurde mit Primern im Bereich von Position 21203 bis
21642 des Adenovirus-Hexon-Gens durchgefihrt (modifiziert nach

Pauschinger et al., 1999) (Tab. 3).

Folgende Komponenten wurden in 50 pl Ansatz fiir die 1. PCR pipettiert:

Aqua dest 27,5 pl
12,5 mM je dNTP 1,0 pl
10 x Puffer 5,0 pul
25 mM MqgCl, 4,0 pul
Primer ADH-01 (0,5 pM) 1,0 pl
Primer ADH-02 (0,5 uM) 1,0 pl
Taqg-Polymerase (2,5 IE) 0,5 ul
DNA 10,0 pl

Pipettierschema flr die n-PCR

Aqua dest 35,5 pl
12,5 mM dNTP 1,0 pl
10x Puffer 5,0 pl
25 mM MgCl, 4,0 ul
Primer ADH-03 (0,5 uM) 1,0 pl
Primer ADH-04 (0,5 uM) 1,0 ul
Tag-Polymerase (2,5 IE) 0,5 pl
DNA 2,0 pl

Das Cyclerprogramm flr die 1. und nested PCR umfasst:
5 min bei 94°C
45 sec bei 94°C
90 sec bei 64°C 30 Zyklen
90 sec bei 72°C

10 min bei 72°C
oo bei 10°C

Die erwartete Amplifikat hat eine Lange von 330 bp.
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3. 3. 4. Adenovirus Real-Time-PCR

Die verwendeten Primer ADF und ADR sowie die markierte Probe ADP leiten

sich aus dem Hexon-Gen von Adenoviren ab (modifiziert nach Heim et al.,

2003). Primersequenzen und Probe zeigen Tabelle 4. Die Amplifikation wurde

unter Verwendung des TagMan®  Universal

Biosystems,USA) durchgeflhrt. In einem

PCR Master Mix (Applied

iCycler iQ Real-Time Detection

System, Version 3.0 (Bio-Rad, USA) wurden 50 pl des PCR-Ansatzes inkubiert.

Tab. 4: Primersequenzen und Probe in der Adenovirus Real-Time-PCR

Bezeichnung Sequenz Position

ADF 5'-CCGCAGTGGTCTTACATGCA-3’ 22-41

ADR 5'-AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT-3’ 109-135

ADP 5’-6-FAM-TGCACCAGCCCGGGGCTCAGGTACTCCGA- 61-89
3’-TAMRA

Pipettierschema
TagMan® Universal Master Mix 25 pl

Aqua dest 12 pl
ADF (15 pmol) 1 pl
ADR (15 pmol) 1 pl
ADP Probe (5 pmol) 1 pl
DNA 10 pl
3. 4. Sequenzierung
3.4. 1. Enteroviren

3.4.1.1. 5'-NTR

Cyclerprogramm

2 min bei 50°C
10 min bei 95°C

15 sec bei 95°C 50 Zyklen
1 min bei 60°C
oo bei 10°C

Flr die Sequenzierung wurde als Basisreaktion eine n-RT-PCR mit spezifischen

Primern aus der 5’-NTR durchgeflihrt. Es werden die Sequenzprimer Set P1, P4
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und P6, P9 verwendet (modifiziert nach Nairn und Clements, 1999). Die

Oligonukleotide und Positionen sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tab. 5: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotidprimer in der
Enterovirus-Sequenz-n-RT- PCR
PCR Bezeichnung Sequenz Position
5°-NTR | P1 5'-CGGTACCTTTGTGCGCCTGT-3’ 63-82
P4 5'-TTAGGATTAGCCGCATTCAG-3’ 475-457
P6 5'-GCACTTCTGTTACCCC-3' 168-183
P9 5’-TCAATAGACTCTTCGGCAC-3’ 433-416
VP1 VP1-1S 5'-GGTTYGAYITGGARITIACITTYGT-3’ 2764-2809
VP1-1A 5'-TGIGAYTGRTAYCTIKYKGGRTARTA-3’ 3612-3637
VP1-2S 5'-ARWTWATGTAYRTICCICCIGGIG-3’ 2874-2898
VP1-2A 5’-CCIGTKKWRCAIYKRCAYCTIGC-3' 3507-3529
Ansatz Schema und Cyclerprogramm flr die 1. PCR
RNAse freies Wasser 4,5 ul 30 min bei 50°C
5 x Puffer 10,0 pl 15 min bei 95°C
10 mM dNTP 2,0 pl 50 sec bei 94°C
5x-Q-Solution 10,0 i 50 sec bei 60°C 35 Zyklen
Primer P1 (40 pmol) 5,0 pl 70 sec bei 72°C
Primer P4 (40 pmol) 5,0 ul 10 min bei 72°C
RNAse-Inhibitor 1,5 pl oo bei 10°C
Enzym 2,0 pl
RNA 10,0 pl
Ansatz und Cyclerprogramm fiir die n-PCR
Aqua dest 39,5 pul 10 min bei 95°C
10 x Puffer 5,0 ul 50 sec bei 94°C
12,5 mM je dNTP 1,0 pl 50 sec bei 55°C 30 Zyklen
Primer P6 (40 pmol) 1,0 pl 70 sec bei 72°C
Primer P9 (40 pmol) 1,0 pl 10 min bei 72°C
Tag-Polymerase (2,5 IE) 0,5 pl oo bei 10°C
cDNA 2,0 pul
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Es entsteht ein Fragment von 265 bp. Die Amplifikate wurden in einem mit
Ethidiumbromid gefarbten 2,5%igen Agarosegel (Agarose MS, Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim) elektrophoretisch aufgetrennt.

Flr die Sequenzierung wurden jeweils zwei Reaktionen durchgefiihrt, eine mit
dem Forward-Primer und eine mit den Reverse-Primer. Es wurde der BigDye®
Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) nach Vorschrift
des Herstellers eingesetzt.

Das Protokoll umfasst folgende Komponenten:

Aqua dest X Ml
Primer P6 bzw. P9 (40 pmol) 1 pl
Pramix (Fluoreszenz markierte Didesoxynukleotide) 4 pl
Puffer 2 ul
DNA-Eluat (10 - 500 ng) X Ml

Das Reaktionsvolumen betrug 20 ul, sodass das eingesetzte Volumen an
Wasser entsprechend dem Volumen, das flr die erforderliche DNA-
Konzentration eingesetzt wird, variierte.
Cyclerprogramm

10 sec bei 96°C

5 sec bei 55°C 25 Zyklen

4 min bei 60°C

o bei 10°C

3.4.1. 2. VP1

Fir die n-RT-PCR wurden spezifische Primer aus dem VP1-Bereich eingesetzt
(modifiziert nach Casas et al., 2001).
Die Sequenzprimer-Sets VP1-1S, VP1-1A und VP1-2S, VP1-2A sind in Tabelle

5 zusammengefasst.
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Pipettierschema und Cyclerprogramm fir den Ansatz der 1. PCR

RNAse freies Wasser 12,5 ul 45 min bei 40°C

5 x Puffer 10,0 pl 15 min bei 95°C

10 mM dNTP 2,0 ul 30 sec bei 94°C
5x-Q-Solution 10,0 pl 3 min bei 50°C 40 Zyklen
Primer VP1-1S (40 pmol) 1,0 pl 30 sec bei 68°C

Primer VP1-1A (40 pmol) 1,0 pl 5 min bei 68°C
RNAse-Inhibitor 1,5 pul oo bei 10°C

Enzym 2,0 ul

RNA 10,0 pl

Ansatz und Cyclerprogramm flir die n-PCR

Aqgua dest 39,3 ul 2 min bei 94°C
10 x Puffer 5,0 pul 30 sec bei 94°C
25 mM MgCl, 0,2 pl 1 min bei 50°C} 30 Zyklen
12,5 mM je dNTP ,0 ul 30 sec bei 72°C

1,0p
Primer VP1-2S (60 pmol) 1,0 p
Primer VP1-2A (60 pmol) 1,0 u
Tag-Polymerase (2,51IE) 0,5 pu
cDNA 2,0

In der n-PCR entsteht ein Fragment von 655 bp. Die

unter 3.2.3.

5 min bei 72°C
oo bei 10°C

Detektion erfolgte wie

Flr die Sequenzierung wurden jeweils zwei Reaktionen durchgefliihrt, eine mit

dem Forward-Primer und eine mit den Reverse-Primer. Es wurde der BigDye®

Terminator Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems, USA) eingesetzt.

Das nach Casas et al. 2001 modifizierte Protokoll

Komponenten im 20 ul Ansatz:

Aqua dest X Ml
Primer VP1-2S bzw. VP1-2A(60 pmol) 1 ul
Pramix 4 ul
Puffer 2 ul
DNA-Eluat (10 - 500 ng) X Ml
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Cyclerprogramm

10 sec bei 96°C
5 sec bei 50°C
4 min bei 60°C

oo beil0°C

umfasst folgende

}25 Zyklen



3. 4. 2.

Adenoviren

Fir die Sequenzierung wurde auch hier als Basisreaktion eine n-PCR mit

Primern aus dem Hexon-Gen des Adenovirus, modifiziert nach Takeuchi et al.
1999, mit den Primerpaaren HX5-1, HX3-1 und HX5-3, HX3-4 durchgefihrt.

Fir eine eventuelle 3. PCR wurden die Sequenzprimer S28 und S52 eingesetzt
(Tabelle 6). Flr die 1. PCR wurde der AccuPrime™ Taq DNA Polymerase High

Fidelity Kit (Invitrogen) eingesetzt.

Tab. 6: Nukleotidsequenzen in der Adenovirus-Sequenz-n-PCR
Bezeichnung Sequenz Position
HX5-1 5’-AAGATGGCCACCCCCTCGATGATGCCGCAGT-3’ 1-31
HX3-1 5'-CACTTATGTGGTGGCGTTGCCGGCCGAGAACGG-3’ 2806-2835
HX5-3 5’-CACATCGCCGGACAGGATGCTTCGGAGTA-3’ 40-68
HX3-4 5'-GTGTTGTGAGCCATGGGGAAGAAGGTGGC-3’ 1825-1853
S28 5’-ACCCACGATGTGACCAC-3’ 157-173
S52 5’-CCCATGTTGCCAGTGCTGTTGTARTACA-3’ 986-1013
Ansatz Schema und Cyclerprogramm fur die 1.PCR

Aqua dest 31,5 pl 2 min bei 94°C

10x AccuPrime™ PCR Puffer II 5,0 pl 10 sec bei 98°C 40 Zvk

50mM MgS04 1,0 pl 6 min bei 65°C yKien

Primer HX5-1 (0,2 uM) 1,0 ul o bei 10°C

Primer HX3-1 (0,2 pM) 1,0 pl

AccuPrime™ Taq DNA 0,5 ul

Polymerase 2,5 IE

DNA

10,0 pl

Als positive Kontrolle wurde 1 pul DNA vom ADV2 Prototypstamm in die 1. PCR

eingesetzt sowie eine entsprechende Negativkontrolle fir jede PCR mitgeflhrt.

Der Ansatz fir die n-PCR wurde mit Reagenzien von Amersham Biosciences im

50 pl Ansatz durchgefihrt.
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Ansatz Schema und Cyclerprogramm fir 2. PCR

Aqua dest 36,5 pul 5 min bei 95°C

10x Puffer 5,0 ul 1 min bei 95°C

12,5 je dNTP 2,0 ul 30 sec bei 54°C

25mM MgCl2 2,0 ul 1 min bei 55°C 40 Zyklen
Primer Hx5-3 (0,2 uM) 1,0 pl 2 min bei 72°C

Primer Hx3-4 (0,2 uM) 1,0 pl 10 min bei 72°C
Tag-Polymerase (2,51IE) 0,5 pl o bei 10°C

DNA 2,0 pl

Das Amplifikat wurde in ein 1%iges Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Das zu erwartende Fragment hat eine GréBe von 1813 bp.

Um die GroBenordnung des Amplifikates zu bestimmen, wird der M III (Roche
Diagnostics), der den Bereich von 564 bis 21226 bp umfasst, eingesetzt. Bei
den Analyseproben wurden 15 upl des Amplifikates mit 5 pl Probenpuffer
vorsichtig gemischt und in die Geltasche pipettiert. Die Laufzeit der
Elektrophorese betrug ca. 25 min bei 100 V und 35 mA. Durch das

zugegebene Ethidiumbromid werden die Banden unter UV-Licht sichtbar.

Ansatz und Cyclerprogramm fir die 3. PCR

Aqua dest 40,5 pl 5 min bei 95°C
10x Puffer 5,0 ul 60 sec bei 95°C
12,5 mM je dNTP 1,0 ul 20 sec bei 46°C 40 Zyklen
Primer S28 (0,2 uM) 1,0 ul 90 sec bei 48°C
Primer S52 (0,2 pM) 1,0 ul 2 min bei 72°C
Tag-Polymerase (2,5 IE) 0,5 pl 10 min bei 72°C
DNA 1,0 pl o bei 10°C

Das zu erwartende Fragment hat eine GroBe von 856 bp.

In den Sequenzreaktionen erfolgte die Elongation mit Fluoreszenz markierten
Didesoxynukleotiden. Je Probe wurden 2 Reaktionen durchgefiihrt, eine mit
dem S28 Forward-Primer und eine mit dem S52 Reverse-Primer im 20 pl
Ansatz-Mix. Fir die Sequenzreaktion wurde der BigDye® Terminator Cycle

Sequencing Kit (Applied Biosystems) verwendet.
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Ansatztschema

Aqua dest X Ml
Primer S28 bzw. S52 (3,2 uM) 1 pl
Pramix 4 ul
Puffer 2 ul
DNA-Eluat (10-500 ng) X Ml

Cyclerprogramm mit den Primern S28 und S52

S28 10 sec bei 96°C S52 10 secbei 94°C
5 sec bei 48°C} 25 Zyklen 5 sec bei 55°C } 25 Zyklen
4 min bei 60°C 4 min bei 60°C
co bei 10°C co bei 10°C

3. 4. 3. Reinigung der PCR-Produkte

Nach Amplifikation der DNA erfolgte die Reinigung der Amplifikate flir die
Sequenzreaktion, um Uuberschlissige Reagentien wie dNTPs, Primer und
Polymerase zu entfernen mittels des Qiaquick PCR Purifications Kit (Qiagen,
Germany). Die Amplifikate wurden mit 50 pl Aqua dest versetzt und in ein
1,5 ml Eppendorfréhrchen pipettiert. AnschlieBend erfolgte die Zugabe von
500 pl 5-fach Bindungspuffer (PB). Dieser Ansatz wurde auf eine Saule
gegeben und bei 20000 x g 1 min zentrifugiert.

Das Filtrat wird verworfen, 750 ul Waschpuffer (PE) wurden auf die Saule
gegeben und fir 1 min bei 20000 x g zentrifugiert. Das Filtrat wurde
verworfen und die Saule erneut auf ein Réhrchen gesetzt und fir 2 min bei
20000 x g zentrifugiert. Zur Elution wurde die Saule auf ein 1,5 ml
Eppendorfrohrchen gestellt und mit 20 pl Elutionspuffer (EB) versetzt, flr
1 min inkubiert und 1 min bei 20000 x g zentrifugiert. Man erhalt etwa 18 pl
Eluat fir die Sequenzreaktion.

Um die Sequenzreaktion zu optimieren, wurde der DNA-Gehalt des Eluates
semiquantitativ bestimmt. Dazu wurden 2 pl des Eluates, 1,5 pl Probenpuffer,

4,0 ul Aqua dest auf ein Agarosegel aufgetragen und mit M VIII verglichen.
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3.4. 4. Ethanolfallung und Sequenzanalyse

Fir die Ethanolfallung wurden 80 pl steril filtriertes Aqua dest zum
Sequenzansatz hinzugefigt und in ein 1,5 ml Eppendorfréhrchen gegeben.
Nach Zugabe von 10 uyl 3 M Natriumacetatlésung pH 4,6 (steril filtriert) und
250 pl 99,8% Ethanol (steril filtriert) wurde der Ansatz mindestens 30 sec
grindlich gemixt und danach 15 min bei 20000 x g zentrifugiert. Das
Rdhrchen wurde markiert, um das nach Zentrifugation erhaltene Pellet durch
Manipulation nicht zu verlieren. Das Ethanol wurde vorsichtig abpipettiert.
Zum Waschen wurden 300 pl von 70%igem Ethanol, frisch angesetzt,
dazugegeben und 5 min bei 20000 x g zentrifugert. Dann wurde das Ethanol
abpipettiert. Das erhaltene Pellet wurde bei 37°C ca. 15 min im Thermoblock
oder 5 min in der Speed-Vac getrocknet.

Zur Sequenzanalyse wurde das Pellet in 25 pl Formamid geldst, grindlich bis
zur Abldsung des Pellets gemischt und 10 min stehen gelassen. Danach wurde
es kurz anzentrifugiert und die Probe in Sequenzréhrchen ohne Luftblasen
Uberpipettiert. Die Experimente wurden mit dem automatischen Analyser
durchgefiihrt. Der ABI PRISM 310 Automatic Sequencer (Perkin Elmer) erfasst
gleichzeitig vier verschiedene Wellenldngen, die den Emmissionswellen der
vier Fluoreszenzfarbstoffe entsprechen. Jeder Farbstoff markiert jeweils die
Strange, die an einem der vier mdglichen Didesoxynukleotide abbrechen. Die
DNA-Sequenz ergibt sich aus der Farbe des jeweiligen Bandes, das den
Detektor passiert.

Die Beurteilung der Analyse erfolgte mittels des Genetic Computer Group
(GCG) Software Paketes. Die Rohdaten werden zu einem Elektropherogramm
verarbeitet und stehen dann fur den Sequenzvergleich mit Genbankdaten zur

Verfligung.
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3. 5. Plasmid-Konstruktion von Adenoviren
3.5. 1. DNA-Ligation und Transformation

Zur Konstruktion des rekombinanten DNA-Moleklls wurde das in der Real-
Time-PCR amplifizierte ADV-DNA-Fragment in den Vektor pCR®2.1-TOPO®
unter Nutzung des TOPO TA Cloning® Kit (Invitrogen, Karlsruhe) kloniert und
in kompetente Escherichia coli-Zellen (XL-1 Blue Subcloning-Grade Competent
Cells, Stratagene, CA) transformiert.

Das Plasmid enthalt zur Detektion zwei Gene, das amp®-Gen und das lacZ'-
Gen. Das amp®-Gen kodiert Resistenz gegen Ampicillin und das lacZ’-Gen
steuert die Synthese eines Teils der B-Galactosidase, wenn die DNA des
Inserts nah beim Anfang des lacZ’-Gens eingebaut wird. Zellen, die
rekombinante Plasmide enthalten, sind somit ampicillinresistent und kénnen
keine B-Galactosidase synthetisieren.

Die Zellen wurden auf Agar plattiert und rekombinante Kolonien, die weiB sind,
selektiert. Die DNA wurde von Einzelkolonien in einer spezifischen PCR auf den
richtigen Einbau des Inserts analysiert.

Die als Insert eingesetzte ADV-DNA-Sequenz umfasst 114 bp des Hexon- Gens
und wurde mit dem Forward-Primer ADF und dem Reverse-Primer ADR
amplifiziert (Tab. 4).

Es wurden jeweils 15 pmol Primer eingesetzt und folgendes Cyclerprogramm
durchgefihrt:

2 min bei 50°C
10 min bei 95°C

15 sec bei  95°C } 50 Zyklen
1 min bei 61°C
10 min bei 72°C
o bei 10°C

Der Terminierungsschritt 72°C fur 10 min ist wichtig, um Poly-A-Enden zu

erzeugen. Nach Bestimmung der DNA-Menge wurde im Reaktionssansatz der
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Ligation ein definiertes Verhaltnis von ADV-DNA-Sequenz zur Vektor-DNA
eingesetzt.

Es wurde mit einem Uberschuss an Insert in abgestufter Weise 2-, 20- und
200-fach gearbeitet. Die Verdliinnung der DNA erfolgte mit sterilem Aqua dest,
sodass Konzentrationen von 5 ng/ul, 50 ng/pl und 500 ng/ul vorlagen, von

denen jeweils 1 pl in die Klonierungsreaktion eingesetzt wurden.

Der Reaktionsansatz umfasst:

PCR-Produkt 1l
Salzlésung 1l
Aqua dest 3 ul
Vektor 1 pl

Die Ligation erfolgte bei Raumtemperatur. Fir die Transformationsreaktion
wurden 50 pl kompetente E. coli Zellen zu dem Ligationsansatz gegeben und
30 min bei 0°C inkubiert.

Durch eine Hitzebehandlung bei 42°C flir 2 min im Wasserbad nehmen die
Zellen DNA auf. Das Gemisch wurde 2 min zum AbkUhlen auf Eis gestellt.

Zu jedem Transformationsansatz wurden 80 ul SOC-Medium gegeben und
1 Stunde bei 37°C bei 160 rpm inkubiert und anschlieBend bei
Raumtemperatur 5 min 700 x g zentrifugiert. Das Pellet wurde in dem
verbliebenen Medium resuspendiert. Es wurden LB-Agarplatten mit
Ampicillin-Zusatz zur Selektion verwendet und auf jeder Platte 50 pl X-Gal (40
mg/ul) (5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) und 50 pul IPTG
(100mM) (Isopropylthiogalactosid) fir das Blau-WeiB-Screening ausplattiert.
Auf jede Platte wurden 50 pl Bakteriensuspension ausgespatelt. Die Inkubation
erfolgt ca. 20 h bei 37°C.

Nach der Inkubation kénnen drei verschieden gefarbte Kolonietypen: weiB,
hellblau und blau, unterschieden werden. Es erfolgte die Isolierung von weiBen
Kolonien, bei denen mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Insert vorliegt.

Die gepickten Einzelkolonien wurden in 15 ml R6éhrchen mit 1 ml LB-Ampicillin

(100 pg/ml)-Bouillon gegeben und bei 37°C ca. 20 h im Rotationsschittler bei
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230 rpm inkubiert und eine Subkultivierung im neuen Réhrchen durchgefihrt.
Die Aufbewahrung der Klone erfolgte durch Uberfiihrung von 500 pl frischem
Ubernachtkulturmedium im Kryordhrchen mit Glaskiigelchen. Das GefaB wurde
geschittelt und der Uberstand verworfen. Die so beimpften Glastrédger wurden
bei —-70°C aufbewahrt.

3.5. 2. Plasmid-DNA-Minipraparation

Die Plasmid-Gewinnung erfolgte mit dem QIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN,
Hilden). Die Ubernachtkultur wurde fiir 5 min bei 1300 x g und 4°C
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit 250 pl Resuspensionspuffer (P1)
resuspendiert. Die Suspension wurde in 1,5 ml Eppendorfréhrchen gegeben.
Danach wurden 250 pl Lysis-Puffer (P2) dazugegeben und 4- bis 6-mal
bewegt. AnschlieBend wurden 350 pl Neutralisierungs-Puffer (N3) zugegeben
und wieder 4- bis 6-mal bewegt.

Die Suspension wurde 10 min bei 20000 x g zentrifugiert, der Uberstand auf
die QIAprep-Saule pipettiert und 30 bis 60 sec bei 20000 x g zentrifugiert.

Der Durchfluss wurde verworfen, 750 ul Waschpuffer (PE) auf die Saule
gegeben und die Zentrifugation bei 20000 x g fiir 30-60 sec wiederholt. Der
Durchfluss wurde wieder verworfen. Es wurden erneut 750 ul PE Puffer auf die
Saule gegeben und 30-60 sec bei 20000 x g zentrifugiert. Danach wurde die
Saule auf ein neues 1,5ml Eppendorf-Réhrchen gegeben und 50 ul
Elutionspuffer (EB) in die Mitte der Sdaule gegeben. Die Inkubation erfolgte fir
1 min bei Raumtemperatur. AnschlieBend wurde 1 min bei 20000 x g

zentrifugiert. Die Plasmid DNA befindet sich im Durchfluss.
3.5. 3. Charakterisierung des Klonierungsproduktes
Der Nachweis des Inserts erfolgte mittels konventioneller PCR und Real-Time-

PCR mit den spezifischen Primern, mit denen die primare Amplifikation

durchgefihrt wurde.
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Zur Gewinnung groBer Mengen des Klonierungsproduktes wurde eingefrorenes
Material von einem Glaskiigelchen in 1 ml 2x-konzentrierte YT-Bouillon mit
Ampicillin (100 ug/ml) gegeben und Uber Nacht bei 37°C, 230 rpm, ca. 10 h
inkubiert.

Diese Ubernachtkultur wurde auf 100 ml 2x-konzentrierte YT Bouillon bei 37°C
und 230 rpm im Rotationschittler ca. 15 h inkubiert. Die Suspension wurde in
zwei 50 ml Falkonréhrchen verteilt und bei 4°C 5 min bei 6000 x g in einer
Beckman™ Zentrifuge GS-15 R Rotor C0650 zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgegossen. Ein Rdhrchen wurde bei -70°C als Reserve aufbewahrt.
Das Pellet wurde in 4 ml Resuspensionspuffer (P1) resuspendiert und in ein
Polycarbonatréhrchen gegeben.

Die Reaktion muss auf Eis bearbeitet werden. Danach wurden 4 ml Lysispuffer
(P2) zugegeben. Nach 4-bis-6-maligem Mischen bei Raumtemperatur wurde
5 min inkubiert. Der Neutralisationspuffer (P3) soll vor Gebrauch abgekihlt
werden. Zu der Suspension wurden 4 ml P3 gegeben, geschwenkt und 15 min
auf Eis inkubiert. Auf einer Sorval® Ultrazentrifuge Rotor AH 650 wurde bei
20000 x g bei 4°C 30 min zentrifugiert.

Nun wurde eine Qiagen Tip-100-Saule auf ein 50 ml Réhrchen aufgesetzt und
mit 4 ml Equilibrationspuffer (QBT) equilibriert. Dann wurde der Uberstand auf
die Tip-100-Saule Ubertragen. Sie wurde 2-mal mit 10 ml Waschpufffer (QC)
gewaschen. Danach wurde die Saule auf ein neues 50 ml Réhrchen aufgesetzt
und die gebundene DNA mit 5 ml Elutionspuffer (QF) aufgelést. Danach
wurden 800 pl DNA gleichmaBig auf sechs neue 1,5 ml Eppendorfréhrchen
Uberflhrt, jeweils 600 pl Isopropanol dazugegeben, gut gemischt und bei 4°C
und 20000 x g fiir 10 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig
verworfen, 500 pl Ethanol 70% dazugegeben und gemischt. Die Ethanol
gefallte DNA wurde fir 5 min bei 4°C und 20000 x g zentrifugiert, das
Ethanol entfernt und die DNA 10-15 min auf einem Heizblock erhitzt. Nun
wurden 50 ul TE-Puffer (10 mM Tris pH 8,0, 1 mM EDTA) in das erste, davon
50 ul in das zweite u.s.w. bis zum sechsten Rdéhrchen (bertragen.

AnschlieBend wurde in das sechste Réhrchen 50 pl TE-Puffer eingegeben. Die
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Detektion erfolgte in 1%igem Agarosegel mit M III, der den Bereich von 564
bis 21226 bp umfasst. Die Laufzeit der Elektrophorese betragt 20 min bei
120 V und 45 mA (Consort E 861). Das Fragment besteht aus ca. 3900 bp.
Das Material wurde in Kryordhrchen bei -70°C eingefroren. Das

Klonierungsprodukt wurde mittels Real-Time-PCR analysiert.

3. 6. Antikdrperbestimmung von Enteroviren und Adenoviren

Die Bestimmung spezifischer Antikbrper gegen Enteroviren und Adenoviren
erfolgte mittels ELISA (Genzyme Virotech GmbH, Riisselsheim). Mit dem ELISA
kann der qualitative Nachweis von gegen Entero- und Adenoviren gerichtetem
IgM und semiquantitativ IgG im Serum durchgefihrt werden.

Auf Mikrotiterstreifen fixierte Antigene bilden mit den im Serum befindlichen
Antikérpern einen Immunkomplex. Uberschiissige Immunglobuline werden
durch Waschen entfernt. Danach erfolgte die Zugabe eines mit Peroxidase
gekoppelten Anti-human-IgM- bzw. IgG-Antikérpers (Enzym-Konjugat). Nicht
gebundenes Material wurde wiederum durch Waschen entfernt. Nach Zugabe
einer farblosen Tetramethylbenzidin-Lésung als Substrat wurde durch die
Enzymaktivitdt ein blauer Farbstoff gebildet, der nach Zugabe einer
Citratlésung im sauren Bereich in Gelb umschlagt. Diese Farbstofflosung bleibt
Uber einen bestimmten Zeitraum stabil.

Bei jeder Bestimmung wurden eine positive und eine negative Kontrolle
mitgefuhrt.

Die Testauswertung erfolgte Uber die Messung der optischen Dichte (OD)-
Werte der einzelnen Proben, der negativen Kontrollen, der positiven Kontrollen
sowie der Cut-off- Werte.

Beim IgG-ELISA wird im Unterschied zum IgM-ELISA die Probe mit einem
Antigengemisch virusinfizierter Zellkulturen in einem Well beschichtet und in
einem anderen Well mit einem Antigengemisch nicht infizierter Zellkulturen
analysiert. Die resultierende Extinktionsdifferenz wird als spezifisch angesehen

und zur Auswertung mit der Cut-off-Kontrolle ins Verhaltnis gesetzt.
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Die Bestimmung spezifischer Antikdrper wird in Virotech-Einheiten (VE)
angegeben. Die Cut-off-Kontrolle ist mit 10 VE definiert. Die VE der
Patientenseren berechnet sich wie folgt:

OD (positive Kontrolle) x 10

OD (Cut-off-Kontrolle)

VE (positive Kontrolle)

OD (Patientenserum) x 10
VE (Patientenserum) I
OD (Cut-off-Kontrolle)

3.7. Autoantikérper-Bestimmung

3.7. 1. Zytoplasmatische Inselzellautoantikérper (ICA)

Die ICA wurden mittels indirekter Immunfluoreszenz an Pankreaskryostat-
schnitten (EUROIMMUN; Laboratorium flr Experimentelle Immunologie GmbH,
GroB3 Gronau, BRD) nachgewiesen (Schlosser et al., 2002). Hierzu wurden die
Humanseren in PBS mit Zusatz von 0,2% Tween 20, pH 7,2, verdinnt und
dann 25 pl auf einem Kryostatschnitt 18 Stunden bei 4°C inkubiert. Die
Objekttrager wurden dreimal mit PBS 0,2 % Tween 20 gewaschen und mit
25 pyl von 1 : 5 verdinntem FITC markiertem Ziege anti-human IgG 30 min
bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wird zweimal gewaschen und in
phosphatgepufferten Glycerol pH 8.4 eingebettet.

Die Auswertung ist positiv, wenn die Fluoreszenzintensitat gleich oder héher
als der Cut-off ist. Als Cut-off wurden nach Kalibrierung mit einem WHO-
Standardserum 5 Juvenile Diabetes Foundation (JDF)-Units eingestellt. Die
positiven Proben wurden in JDF-Units durch Vergleich der Endpunkt-
verdinnung mit einer Standardkurve angegeben. Diese Methode erreicht eine
analytische Sensitivitdt und Spezifitdt von ca. 100% (13" International ICA
Standardization Workshop 1998).
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3.7. 2. Glutamatdekarboxylase-Autoantikérper (GADA)

Fir die Bestimmung von GADA wurde rekombinantes GAD65 (Diamyd
Diagnostics AB, Stockholm, Sweden) in einem Radioligandenbindungsassay
eingesetzt (Schlosser et al., 2002).

20 pl (12.000 cpm) von 2 J-GADG65, verdiinnt in PBS (0,1 % humanes Serum
Albumin HSA, 1% Tween 20, 0,05% NaNs), wurden mit 20 yl Humanserum in
Doppelbestimmungen 18 Stunden bei 4°C inkubiert. Als Standardkurve wurde
ein GADA positives Serum verwendet.

Die Immunkomplexe wurden mit 100 pl Protein A-Suspension (Pansorbin
Cells, standardisiert, Calbiochem Merck Bioscience) 30 min unter Schitteln
inkubiert und prazipitiert. Danach wurde mit 3 ml PBS (0,5 % HSA, 1% Tween
20, 1% Triton X-100, 0,05 % NaNs) gewaschen und 5 min bei 1300 x g und
4°C (Beckmann GS-6R) zentrifugiert. Die Pellets wurden in einem
Gammacounter (Multicrystal counter LB2111, EG&G Berthold, Wildbad,
Germany) fiir 1 min gemessen. Antikérper-gebundenes ?°-J-GAD65 wurde in
Karlsburg-Units (KU/I) angegeben. Die Interassay-und-Intraassay-
Korrelationskoeffizienten waren 4% und 1,9 % fir 6 KU/I, 7,2% und 2,3% flr
12,0 KU/l und 6,8% und 4,2 % flur 22 kU/l (n=20). Der Cut-off ist definiert als
2,14 KU/I (98. Perzentile von 6,877) von gesunden Schulkindern ohne
erstgradige Verwandte mit T1D oder autoimmuner Schilddrisenerkrankung,
welche nicht positiv fir zwei oder mehr Diabetes assoziierte AAk sind. Der
GADA-Assay wurde mit einer Sensitivitat und Spezifitat von 88% bzw. 96%
auf dem DASP-1 Workshop (Diabetes Autoantibody Standardisation
Programm), der vom CDC (Center of Disease Control and Prevention; Atlanta,
USA) und der IDS (Immunology of Diabetes Society) 2001 durchgefihrt

wurde, eingeschatzt.
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3.7.3. Proteintyrosinphosphatase-Autoantikérper (IA-2A)

Fir die Bestimmung von IA-2A wurde rekombinantes IA-2ic (BRAHMS
Diagnostica GmbH, Berlin, Germany) in einem Radioantigen-Bindungsassays
eingesetzt (Schlosser et al., 2002).

Zu 20 pyl Humanserum in Doppelbestimmung wurden 200 pl (20.000 cpm) von
125_3- IA-2Aic, verdinnt in 50 mM Tris (2% bovines Serum Albumin, 0,1%
Tween 20, 0,09% NaNs;, pH 8.0), dazugegeben und 18 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Die Immunkomplexe wurden mit 100 pl
Protein A-Suspension 30 min geschuttelt und prazipitiert. Es wurde mit 3 ml
20 mM Tris/150 mM NaCl (0,05 % Tween 20, 1% Triton X-100, 0,2% NaNs3;,
pH 8,0) gewaschen und 5 min bei 1300 x g und 4°C (Beckmann GS-6R)
zentrifugiert. Das Pellet wurde mit einem Gammacounter (Multicrystal counter
LB 2111, EG&G Berthold, Wildbad, Germany) fir 1 min gemessen.

Die IA-2A-Bestimmung erfolgte anhand einer 1:4 verdunnten Standardkurve
eines IA-2A positiven Poolserums (Anfangsverdinnung 140 KU/I). Interassay
und Intraassay-Korrelationskoeffizienten waren 7,7% und 5,4 % fur 3 KU/I,
6,7% und 2,6% fir 9,0 KU/l und 5,5% und 4,9% flir 145 KU/l (n=20). Der
Cut-off ist definiert als 1,4 KU/l (98. Perzentile der gleichen Kontrollgruppe
wie fir den GADA-Assay). Der IA-2A-Assay erreichte eine Sensitivitat und
Spezifitdat von 58% bzw. 100% (DASP-1 Workshop).

3.7. 4. Insulinautoantikérper (IAA)

IAA werden in Humanseren mit einem kompetitiven 1?°J-Insulin-Bindungsassay
nachgewiesen (Schlosser et al., 2002).

10 pl Humanserum werden mit 25 pl 12°-3-A14-Insulin (1:25) inkubiert und in
Doppelbestimmung jeweils mit und ohne humanes Insulin (Actrapid; HM 40
I.E./ml, Novo Nordisk) eingesetzt. Bei einem benétigten Gesamtvolumen von
2000 pl Tracer setzt sich dies wie folgt exemplarisch zusammen: 1000 pl mit
Actrapid (560 pl Verdinnungspuffer, 400 ul Actrapid und 40 pl 125-J-Insulin)
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und 1000 pl ohne Actrapid (960 ul Verdinnungspuffer und 40 pl 125-]-
Insulin). Die Réhrchen wurden bei 4°C 72 Stunden inkubiert, danach wurden
jeweils 100 pl eines Protein A/G- Gemisches zu allen R6hrchen gegeben und
unter Schitteln 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Prazipitat-Mischung
enthalt 10 pl verdinnte Pansorbin-Zellen (Protein A; Calbiochem, Merck
Bioscience), 20 pl Protein G Plus (Oncogene Reserarch Products, USA) und
70 pl Verdunnungspuffer (50mM/I TRIS, 2% BSA, 0,1% Tween 20, 0,09%
NaNs, pH 8.0). AnschlieBend wurde bei 4000 x g (Beckmann GS-6R) 10 min
bei 4°C zentrifugiert. Das Pellet wurde zweimal mit 1 ml Waschpuffer
gewaschen (20 mM/I TRIS, 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20, 1% Triton X-100,
0,02% NaNs3, pH 8.0). Jedes Rohrchen wurde fir mindestens 5 min in einem
Gammacounter (Multi Crystal gamma counter LB 2111; Berthold. Germany)
gemessen. Als interne Positivkontrolle wurde Patientenserum in verschiedenen
Verdlinnungen und mindestens zwei negative Kontrollseren mitgeflihrt. Die
IAA wurden als pU/l angegeben.

Ein IAA-Spiegel hoéher als 147,56 yU/I wird als positiv definiert. (98. Perzentile
der gleichen Kontrollegruppe wie fir GADA und IA-2A). Der Interassay und
Intraassay-Korrelationskoeffizient ist 12,6% und 2,5% flr 744 pU/l, 14,6%
und 3,0% fir 1116 pU/l und 6,8% und 5,9% fir 3986 puU/l (n=20).

Der IAA-Assay erreichte eine Sensitivitat und Spezifitdt von 35% bzw. 98 %
(DASP-2 Workshop 2003).

Alle Autoantikdrperbestimmungen (GADA, IA-2A, IAA und ICA) wurden im
Institut flr Pathophysiologie der Ernst-Moritz-Arndt-Universitat Greifswald,
Karlsburg durchgeflihrt.

3. 8. HLA-DQB1-Genotypisierung

Genomische DNA wurde von Vollblut mittels Standard-Aussalzungstechnik

extrahiert. HLA-DQB1-Genotypisierung wurde durch nicht radioaktive
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digoxigenin-ddUTP-Oligonukleotid-Hybridisierung von amplifizierter DNA
durchgefihrt (Schlosser et al., 2002).

DQB1*0201 und DQB1*0202 unterscheiden sich durch Dimorphismus in
Kodon 135, |lokalisiert im dritten Hexon. Durch eine reguldre
DQB1-Genotypisierung sind sie nicht differenzierbar. DQ2-positive Individuen
werden DQB1*02 benannt.

Die genotypisierten Schulkinder wurden in drei Gruppen nach dem Auftreten
ihres immungenetischen HLA-DQB1 eingeteilt: Die Gruppe mit erhdhtem
immungenetisch determiniertem Risiko hat mindestens ein T1D assoziiertes
Allel (*0302 und/oder *02, negativ flir *0602), die Kinder der Gruppe mit
geringem Risiko sind homozygot oder heterozygot flir das dominant protektive
Allel HLA-DQB1*0602, und die dritte Gruppe mit moderatem Risiko hat weder
assoziierte HLA-DQB1-Allele noch protektive HLA-DQB1-Allele.

Alle HLA-Genotypisierungen wurden im Institut fir Klinische Immunologie der

Friedrich-Alexander-Universitat Erlangen-NUrnberg durchgeflihrt.

3.9. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen zwischen den Gruppen wurden mit dem two-sided
Chi-Quadrat-Test mit Yates Korrektur oder Fishers Exakt-Test durchgeflihrt.
Alle statistischen Analysen und Perzentile wurden mit den Statistical Package
for Social Sciences, Version 11.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA) durchgeflhrt.
Ein two-tailed P-Wert von 0,05 oder weniger hat eine statistische Signifikanz.

Diese Signifikanzschwelle entspricht einem x* - Wert von > 3,84.
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4, Ergebnisse

4. 1. Untersuchungen zur Assoziation von Enteroviren und T1D

4. 1. 1. Optimierung des Nukleinsaurenachweises von Enteroviren

Mit dem Ziel, die Erfassung vieler Serotypen zu sichern, wurden Primer aus
einem hochkonservierten Bereich der 5'-NTR abgeleitet. Die zu amplifizierende
Region lag zwischen Position 354 und 599.

Um eine hohe Sensitivitat zu erreichen, wurde eine nested Version etabliert,
bei der das duBere Primerpaar ein Amplifikat von 245 bp ergab. Das Amplifikat
der n-PCR hat eine Lange von 113 bp. Als Targetmaterial wurde Nukleinsdure
von Coxsackievirus B3 infizierten HeLa-Zellen eingesetzt. Die praparierte RNA
wurde quantifiziert und ergab 100 ng/upl. Das Grenzverdinnungsexperiment

auf der Basis log 10 zeigte ein positives Signal bis zu 10 fg (Abb. 5).

«— 113 bp

Abb. 5: Nachweisgrenze der Enterovirus One-Step-n-RT-PCR
Primer CX3/10 und CX8/9, Amplifikatlange 113 bp
1: M VIII; 2-8 100 pg bis 100 ag; 9: n. Ko
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Weiterhin wurde untersucht, ob eine Optimierung der Reaktion Uber das
Transkriptionsprotokoll zu erreichen ist. Dazu wurde in simultanen Reaktionen
neben der Nutzung der spezifischen Primer flir die Umschreibung eine
Umschreibung mit Random-Primern durchgefihrt. Eine Erhdhung der
Sensitivitat wurde nicht erreicht. Ein positives Signal war bis zu einer

Verdinnung von 100 fg nachweisbar (Abb. 6).

113bp

Abb. 6: Nachweisgrenze der Enterovirus Two-Step n-RT-PCR
Nach Umschreibung mit Randomprimern und amplifiziert mit den
Primern CX3/10 und CX8/9, Amplifikatlange 113 bp
1: M VIII; 2-7: 100 pg bis 1 fg; 8: n. Ko

Eine wichtige Frage fur die PCR ist die Spezifitat. Die experimentelle
Uberpriifung erfolgte mit Target-DNA von Herpes-simplex-Virus, Varicella-
Zoster-Virus, Adenovirus, Epstein-Barr-Virus, Parvovirus B19, Zytomegalie-
virus, Hepatitis-B-Virus bzw. mit cDNA von Influenzavirus A und B sowie
Respiratory-Syncytial-Virus. In keinem Fall wurden Amplifikate erhalten. Nur

mit Enterovirus cDNA wurde ein positives Signal nachgewiesen (Abb. 7).
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1 2 3 45 6 7 89 10111213

<«—— 113bp

Abb. 7: Ethidiumbromid gefarbtes Agarosegel mit PCR-Produkten,
amplifiziert mit der Enterovirus Two-Step n-RT-PCR unter Einsatz
homologer und heterologer Nukleinsdure als Target, erwartete
Amplifikatldnge 113 bp
1: M VIII, 2: Coxsackievirus B3, 3: Adenovirus-2, 4: Herpes-
simplex-Virus, 5: Varicella-Zoster-Virus, 6: Epstein-Barr-Virus,
7: Zytomegalievirus, 8: Parvovirus B 19, 9: Hepatitis-B-Virus,
10: Influenzavirus A, 11: Influenzavirus B, 12: Respiratory-

Syncytial-Virus, 13: n. Ko

Neben dem qualitativen Nachweis von EV-Sequenzen mit der konventionellen
PCR sollte auch eine relative Quantifizierung der Virusmenge erreicht werden.
Dazu wurde ein Real-Time-PCR-Protokoll auf der Basis der TagMan
Technologie (Applied Biosystems) erarbeitet. Hierbei ist aufgrund des
simultanen Einsatzes von Primer und Hybridisierungssonde eine Erhéhung der
Spezifitdat sowie eine Verklrzung des Zeitfaktors zu erwarten. Das Primerset
EV2/EV-CSF-R und Probe EV3 liegen im Bereich der konventionellen
Screening-PCR in der 5'-NTR, zwischen Position 451 und 596, sodass eine
breite Erfassung verschiedener Serotypen gewahrleistet ist.

Die Standardkurve einer Verdinnungsreihe auf der log Basis 10 basierend auf

drei Analysen in jeder Verdinnung ist in Abbildung 8 dargestelit.
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Abb. 8: Real-Time-PCR-Standardkurve der Enterovirus Plasmid-cDNA

Verdinnung auf der log Basis 10 von 3 ng bis 0,3 fg.

SD berechnet aus 3 Versuchsansatzen

Es besteht Linearitat Uber einen Bereich von 3 ng bis zu 0,3 fg mit einem
Korrelationskoeffizienten von 0,998. Die Nachweisgrenze wurde mit
69 Kopien / Reaktionsansatz kalkuliert.

Als Target stand in der Arbeitsgruppe bereits klonierte Coxsackievirus B3-DNA
zur Verfigung. Um zu prifen, ob der Umschreibemodus in cDNA Einfluss auf
die Sensitivitat der Real-Time-PCR hatte, wurde RNA von Coxsackievirus B3
sowohl nach dem One-Step-Verfahren und damit Umschreibung mit den
spezifischen Primern als auch mit dem Two-Step-Verfahren nach separater
Umschreibung mit Random-Primer amplifiziert. Es konnte gezeigt werden,
dass die PCR nach Umschreibung mit Random-Primern eine Nachweisgrenze
bei 100 fg hatte. Im One-Step-Verfahren lag die Nachweisgrenze bei
10 pg (Tab. 7).
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Tab. 7: Vergleich der Sensitivitat von One-Step RT-PCR und Two-Step
RT-PCR von Coxsackievirus B3

EV RNA Ct-Wert

pg One-Step Two-Step

10 000 21,1 22,5

1 000 25,5 25,7

100 31,5 29,2

10 41,6 32,7

1 >50 35,2

0,1 >50 40,2

0,01 >50 >50

Ct - Zyklus, bei dem der positive Bereich erreicht ist

Da der Coxsackievirus-B-Gruppe eine besondere Bedeutung zukommt, wurde
versucht, ein flr die Differentialdiagnostik der Coxsackievirus-B-Gruppe
speziell geeignetes Protokoll zu etablieren. Dabei war ein Amplifikat von
112 bp zu erwarten.

Ein Grenzverdinnungsexperiment auf der Basis log 10 von RNA von
Coxsackievirus B3 infizierten HelLa-Zellen zeigte, dass bei einer Konzentration

von 10 fg noch eine sehr schwache Bande erkennbar war (Abb. 9).

Um eine Verwandtschaft nachgewiesener Sequenzen bestimmen zu kdnnen,
ist eine partielle Charakterisierung uUber das Nukleotidalignment nétig. Dazu
wurde ein Protokoll zur direkten Sequenzierung der Amplifikate angewendet.
Es wurden zwei Primersets, P1/P4 und P6/P9, aus der 5'-NTR verwendet. Die
beiden Primersets liegen zwischen Position 63-475 mit einer zu erwartenden
Amplifikatlange von 265 bp in der n-PCR. Die Nachweisgrenze wurde mit
20 fg bestimmt (Abb. 10).
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<«—— 112 bp

Abb. 9: Nachweisgrenze der Coxsackievirus B spezifischen PCR
Primer CX4/7 und CX2/3
1: M VIII; 2-8: 10 pg bis 10 ag; 9: n. Ko

<«—— 265 bp

Abb. 10: Amplifikation von Enteroviren mit Sequenzprimer Set P1/P4 und
P6/P9 der 5'-NTR
1: M VIII; 2-6: 20 pg bis 2 fg; 7: n. Ko
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Eine Charakterisierung hinsichtlich der Beteiligung von Serotypen ist nach
neuestem Kenntnisstand durch Analyse der VP1-Region zu erreichen, da hier
entsprechende Epitope flir Serotypen liegen. Es wurde eine nested RT-PCR im
VP1-Bereich etabliert. Die beiden Primersets VP1-1S / VP1-1A und VP1-2S /
VP1-2A liegen zwischen den Positionen 2764-3637.

Eine Verdinnungsreihe auf der Basis log 10 von RNA von CVB3 infizierten
HelLa-Zellen zeigte, dass die Nachweisgrenze bei 20 fg lag (Abb. 11).

Um die Leistungsfahigkeit der VP1-PCR flir die Charakterisierung von
Sequenzen im Vergleich zur 5'-NTR PCR zu evaluieren, wurden zwei im Labor
isolierte Stdmme des Jahres 2005 in beiden Regionen sequenziert.

Das Uber Replikation in der Zellkultur gewonnene Material zeigte ein
Sequenzalignment mit 97% Identitat zu Echovirus 30.

In der 5'-NTR war die héchste Homologie ebenfalls zu Echovirus 30 mit 96%.

Die Differenz zu Viren der Coxsackievirus B-Gruppe lag zwischen 8 und 11%.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

«— 655 bp

Abb. 11: Amplifikation von Enterovirus mit Sequenzprimer Set der VP1-
Region VP1-2A / VP1-2S
1: M VIII; 2-9: 200 pg bis 20 ag; 10: n. Ko
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4. 1. 2. Pravalenz von Enterovirus spezifischen Sequenzen im

Patientenmaterial

Insgesamt wurden 147 Seren untersucht. 100 Seren leiteten sich aus der
Karlsburger Typ-1-Diabetes-Risikostudie von gesunden Schulkindern ohne
genetische T1D Pradisposition ab. Davon waren 50 Seren nach dem
Autoantikorperprofil selektierte Risikopatienten fur T1D. 50 Proben waren von
Autoantikérper negativen Probanden, bei denen kein Verdacht auf eine
Infektion oder metabolische Erkrankung bestand, als Kontrollgruppe
eingesetzt.

47 Proben waren von Kindern, bei denen im Herz- und Diabetes-Zentrum
Mecklenburg-Vorpommern in Karlsburg, ein Diabetes frisch diagnostiziert
worden war. Die kumulativen Daten der Nukleinsdaureanalyse sind in Tabelle 8

zusammengefasst.

Tab. 8: Bestimmung von Enterovirus-RNA in Serumproben von Kindern
mit pradiabetischem Autoantikdrperprofil und Kindern zum
Zeitpunkt der Manifestation eines Typ-1-Diabetes im Vergleich

zur Kontrollgruppe

Gruppe Gesamtzahl Screening n-RT-PCR

n n %
Pradiabetische 50 10 20%*
Phase
Frische T1D- 47 17 36**

Manifestation

Kontrolle 50 2 4

* P< 0,05 vs. Kontrolle
** p < 0,001 vs. Kontrolle (y* Test)
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In 10 der 50 Proben (20%) von Kindern der pradiabetische Gruppe wurden
EV-RNA-Sequenzen nachgewiesen (P < 0.05 vs. Kontrollgruppe).

In der Gruppe mit frisch manifestiertem T1D wurden in 17 der 47 Proben
(36%) EV-RNA-Sequenzen nachgewiesen (P < 0.001 vs. Kontrollgruppe). In
der Kontrollgruppe waren in nur zwei Proben (4%) EV-RNA-Sequenzen
nachweisbar.

Abbildung 12 zeigt drei Patientenproben im Agarosegel aus der Gruppe mit
frischer T1D-Manifestation, bei denen EV-RNA nachgewiesen wurde. Die
Amplifikate wurden mit den Primersets CX3/CX10 und CX8/CX9 erhalten.

1 2 3 45 6 7 8 9101112

113 bp

Abb. 12: Enterovirusspezifische n-RT-PCR von Proben aus der Gruppe mit
frisch diagnostiziertem T1D, Amplifikatlange 113 bp
1: pos. Kontrolle; 2: M VIII ; 3, 8, 10: positive Proben; 12: n. Ko

Die Untersuchung der Materialien mit der Real-Time-PCR ergab in der Gruppe
der Pradiabetiker bei 5 Patienten ein positives Signal in Ubereinstimmung mit
der Screening-PCR mit CT-Werten zwischen 38,6 und 41,3. Bei 5 weiteren in
der Screening-PCR positiven Proben war keine Reaktion zu beobachten. Vier
weitere Patienten-Proben lagen im Grenzbereich (Anhang Tab. 1).

Die Virusmenge lag im sehr niedrigen Bereich mit ca. 6,9 Kopien (Abb. 13).
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Abb. 13: Amplifikationskurven von Enteroviren aus der pradiabetischen
Gruppe (hellblau Kontrolle, Probanden 13, 6, 7 und 11)

In der Gruppe der frisch T1D Manifestierten wurden aus der Gesamtzahl von
47 Proben bei vier positive Signale erhalten z. T. im Grenzbereich (Abb. 14,
Anhang Tab. 2). In der Kontrollgruppe wurde bei einer der zwei im Screening

Assay reaktiven Proben ein positives Signal erhalten.
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Abb. 14: Enterovirus-Amplifikationskurve von Patient 10 mit frisch
manifestiertem T1D (gelb Kontrolle, blau Patientenprobe)
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4. 1. 3. Bestimmung des Anteils an Coxsackievirus B spezifischen
Sequenzen

Zur Ermittlung des Anteils von Coxsackievirus B wurden in der Screening-PCR
positiv selektierte Proben in einer PCR mit einem Primerset aus der 5’-NTR, die
spezifisch flir die Coxsackievirus-B-Gruppe und CVA9 sind, analysiert. Aus der
pradiabetischen Gruppe standen 8 von 10 Proben zur Verfigung. In den
beiden anderen Gruppen waren alle Materialien verfligbar.

In der pradiabetischen Gruppe zeigten zwei (25%) positive Signale in der
Coxsackievirus B PCR.

In der Gruppe mit frisch manifestiertem T1D wurden bei 6 der 17 Kinder
(35,3%) Coxsackievirus-B-Sequenzen nachgewiesen. In der Kontrollgruppe
wurde bei den getesteten Proben kein Coxsackievirus B nachgewiesen
(Tab. 9).

Tab. 9: Bestimmung von Coxsackievirus-B-RNA-Sequenzen in Proben mit

Amplifikaten in der Screening-PCR

Gruppe Gesamtzahl Coxsackievirus B

n n %
Pradiabetische 8 2 25
Phase
Frische T1D- 17 6 35,3

Manifestation

Kontrolle 2 0 0
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4. 1. 4. Charakterisierung der Amplifikate mittels Sequenzierung

Um eine partielle Charakterisierung der gefundenen EV-Stamme zu erreichen,
wurde eine direkte Sequenzierung durchgefihrt und das erhaltene
Sequenzalignment mit Genbankdaten von Enteroviren verglichen.

Insgesamt stand Material von 20 Patientenproben zur Verfligung, 9 Proben der
pradiabetischen Gruppe und 10 aus der Gruppe mit einer frischen T1D-
Manifestation. Ein Material war aus der Kontrollgruppe.

Zunachst wurde die RNA mit dem Sequenzprimer-Set 1 in cDNA
umgeschrieben und amplifiziert. Mit dem Primerset 2, interne Primern, wurde
eine zweite Amplifikation durchgefihrt. Abbildung 15 zeigt in der
Gelelektrophorese aufgetrennte Patientenmaterialien. Das erwartete Amplifikat

hat eine GroBe von 265 Basenpaaren.

1 2 3 45 6 7 8 9101112131415

Abb. 15: Amplifikation von Enteroviren mit Sequenzprimer Set P1/P4 und
P6/P9 von frisch T1D manifestierten Probanden
1: M VIII; 10, 12,14: positive Proben; 15: n. Ko

Fir die Sequenzierungsreaktion ist der optimale Einsatz von cDNA eine

wichtige Voraussetzung. Es wurde nach Semiquantifizierung mit 10 und 50 ng

amplifiziert. Ein Elektropherogramm ist in Abbildung 1 (Anhang) gezeigt.

58



Aus der Gruppe der Pradiabetiker konnten Sequenzen von 9 Proben
ausgewertet werden. Bei 2 Proben von Probanden, deren Coxsackievirus-B-
PCR positiv bzw. grenzwertig war, wurde die héchste Homologie (94% bzw.
95%) zu Coxsackievirus B2 (Proband 3 und 9) gefunden. Ein weiterer, auch
als der Coxsackievirus-B-Gruppe vorselektierter Proband, hatte 96%
Homologie zu Coxsackievirus B4. Eine Probe, die in der Coxsackievirus-B-PCR
negativ war, hatte eine hohe Homologie zu Coxsackievirus B6 (99%). Funf
Sequenzalignments, die in der Coxsackievirus-B-PCR negativ waren, hatten
hohe Homologie zu Echovirus 6 (94%) (Abb. 16, Anhang Abb. 2).

Aus der Gruppe der frisch T1D-Manifestierten konnten 10 Amplifikate
differenziert werden. Funf durch Coxsackievirus-B-PCR vorselektierte Proben
zeigten die hochste Homologie zu Coxsackievirus B4 (96%). Die anderen flunf
der Coxsackievirus-B-Gruppe negativen Proben waren zu Echovirus 6 mit 94%
homolog (Abb. 17, Anhang Abb. 3). Der Stamm der Kontrollgruppe, negativ in

der Coxsackievirus-B-PCR, war zu Echovirus 6 mit 96% homolog.
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4.1.5. Antikorperprofil der Untersuchungsgruppen flir Enteroviren

Die Bestimmung von Enterovirus spezifischen Antikérpern der Klassen IgM und
IgG wurde mit dem ELISA durchgeflhrt.

Bei pradiabetischen Kindern wurden in 26 von 50 Seren (52%) Antikdrper der
IgG-Klasse bestimmt. Bei Seren von Probanden mit frischer T1D-Manifestation
waren 21 von 47 Seren (44,7%) 1gG positiv. In der Kontrollgruppe hatten 27
von 50 Proben (54%) EV-Antikoérper (Tab. 10).

Grenzwertige IgG-Titer ergaben sich flir 6 Proben der pradiabetischen Gruppe,
11 Proben der T1D-Gruppe und 8 Proben in der Kontrollgruppe.

Der Serostatus fir eine akute Infektion mit positivem Nachweis von IgM wurde
in einem Fall in der Gruppe mit frisch manifestiertemm T1D gefunden. Fir 2

Proben dieser Gruppe wurde ein grenzwertiger IgM-Titer bestimmt.

Tab. 10: Bestimmung des Enterovirus spezifischen Antikdrperstatus von
Kindern mit pradiabetischem Autoantikérperprofil und von Kindern
zum Zeitpunkt der Manifestation eines Typ-1-Diabetes im Vergleich

zur Kontrollgruppe

IgG IgM

Gruppe Gesamtzahl ] -

n positv % positiv %
Pradiabetische 50 26 52 0 0
Phase
Frische T1D- 47 21 44,7 1 2,1
Manifestation
Kontrolle 50 27 54 0 0
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4. 2. Untersuchungen zur Assoziation von Adenoviren und T1D

4. 2. 1. Optimierung des Nukleinsdurenachweises von Adenoviren

Fur den Nachweis von Adenoviren wurde eine nested-PCR mit Primern aus
dem Hexon-Gen des ADV etabliert. Die Primersets ADH1/ADH2 und
ADH3/ADH4 umfassen die Region von 18858-19158.

Die DNA von ADV2 infizierten Hela-Zellen wurde gewonnen und zur
Bestimmung der Nachweisgrenze eine Verdinnungsreihe auf der log Basis 10
untersucht. Es wurde ein positives Signal bis zu einer Konzentration von 2 pg
gefunden.

Da von geringer Virusmenge in den Analyseproben auszugehen war, wurde
untersucht, ob durch Einsatz eines anderen Primersets im Hexon-Gen eine
Optimierung der Effizienz zu erreichen war. In diesem zweiten Protokoll mit
Primern im Bereich von Position 21203 bis 21642 und einem verandertem

Zyklerprofil lag die Nachweisgrenze ebenfalls bei 2 pg (Abb. 18 a, b).

Zur Prifung der Spezifizitdt der Methode wurden Nukleinsauren von Herpes-
simplex-Virus, Varicella-Zoster-Virus, Epstein-Barr-Virus, Zytomegalievirus,
Parvovirus B19, Hepatitis-B-Virus, Respiratory-Syncytial-Virus, Coxsackievirus
B3 und Adenovirus 2 als Target eingesetzt. Nur flir Adenovirus 2 wurde ein
Amplifikat erhalten (Abb. 19).
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1 2 3 4 56 7 8 910 11

a)

<«— 178 bp
b) 1 23 4 5 6 7 8 910 11

<«— 300 bp
Abb. 18: Nachweisgrenze der Adenovirus- n-PCR mit Primern aus dem

Hexon-Gen
1: M VIII; 2-10: 200 ng bis 2 fg; 11: n. Ko

a) Mit den Primern ADH1/ADH2 und ADH3/ADH4

b) Mit den Primern ADH-01/ADH-02 und ADH-03/ADH-04
Um relative Aussagen zur Virusmenge zu erhalten, wurde eine Real-Time-PCR

nach dem TagMan-Verfahren etabliert. Die Bedingungen flir Primer und Probe

wurden im Hexon-Gen zwischen Position 22 bis 135 erflllt.
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1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

«—— 178 bp

Abb. 19: Bestimmung der Spezifizitdt der Adenovirus n-PCR,
Amplifikatlange 178 bp
1: M VIII; 2: Adenovirus 2; 3: Herpes-simplex-Virus;
4: Varicella- Zoster-Virus; 5: Epstein-Barr-Virus;
6: Zytomegalievirus; 7: Parvovirus B 19; 8: Hepatitis-B-Virus;

9: Respiratory-Syncytial-Virus; 10: Coxsackievirus B3; 11: n. Ko

Die Analyse einer Verdinnungsreihe auf der log Basis 10 zeigt, dass die
Sensitivitat bei ca. 100 fg liegt. Die Standardkurve hat einen
Korrelationskoeffizienten von 0,997 (Abb. 20 a, b). Die CT-Werte lagen
zwischen 13,1 fur 1 pg DNA und 37,3 fir 100 fg.

Flr eine partielle Charakterisierung beteiligter Adenoviren wurde die Methode
der direkten Sequenzierung etabliert.

Uber eine Amplifikation der DNA im Hexon-Gen im Bereich der Positionen 1 bis
2835 wurde ein n-PCR-Amplifikat mit einer Lange von 1813 bp erhalten.

Das 1813 bp-Fragment wurde als Target in einer n-PCR mit den Primern S28
und S52 eingesetzt. Das PCR-Produkt hatte eine Lange von 856 bp.

Dieses wurde als Target in der Sequenzreaktion mit den Primern S28 und S52

eingesetzt.
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Abb. 20: Serienverdinnung von Adenovirus 2 im Bereich von 1 ug bis
100 ag in der Real-Time-PCR
a) Amplifikationskurven

b) Standardkurve (Korrelationskoeffizient 0,997)

Die Sensitivitat, geprift auf der Basis log 10 von DNA von Adenovirus 2

infizierten HelLa-Zellen, lag bei einer Konzentration von 1 pg (Abb. 21).
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Die Analyse des Prototypstammes ADV3 hatte im sequenzierten Bereich eine

99%ige Homologie zu dem Alignment der Genbank, Referenzstamm X 76549.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

<«—— 856 bp

Abb. 21.:  Adenovirusspezifische n-PCR mit Sequenzprimer Set S28 und S52
1: M VIII; 2-9: 10 pg bis 1 ag; 10: n. Ko

4. 2. 2. Entwicklung eines DNA-Standards

Um eine Kontrolle gleichbleibender Qualitat und flr die Quantifizierung der
Virusmenge einen gut charakterisierten Bezugswert zu haben, wurde
Adenovirus-DNA kloniert und charakterisiert.

Zur Praparation wurde die in der Real-Time-PCR amplifizierte DNA-Sequenz
von ADV2 in den Vektor pCR 2.1-TOPO durch Ligation eingesetzt und in E. coli
-Zellen, XL-1 Blue subcloning grade, transformiert.

Das zu klonierende Fragment liegt im Hexon-Gen von Position 22 bis 135 des
Adenovirus-2-Genoms. Die PCR-Produkte wurden im Nukleinsdure-Uberschuss

2-fach, 20-fach und 200-fach in der Ligationsreaktion eingesetzt.

4. 2. 2.1. Charakterisierung der Kolonien

Die Bakteriensuspension wurde auf LB-Amp-Selektionsagar mit IPTG/X-Gal-

zusatz plattiert. Der LB-Amp-Selektionsagar flihrte zur Ausbildung von drei
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verschiedenen Kolonietypen: dunkelblau ohne Insert, hellblau mit fraglichem
Insert und weiBe Kolonien, mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Insert tragend.

Es bestand eine Abhangigkeit zwischen der eingesetzten DNA und der Anzahl
der gebildeten Kolonien.

Das Verhaltnis von weiBen Kolonien zur Gesamtzahl bei einer Konzentration
von 5 ng/ul war 46: 50, bei 50 ng/ul 21: 25 und bei 500 ng/ul 6: 48.

Es wurden von jeder Platte 4 weiBe Kolonien auf LB-Amp-Bouillon tGberimpft.
Nach der Inkubation erfolgte die Extraktion der Plasmid-DNA.

Das Vorhandensein eines Inserts wurde mittels konventioneller PCR gepriift.
Die Insertionsrichtung wurde mittels Real-Time-PCR mit Primerset/Probe
ADF/ADR und ADP bestimmt. Bei allen Kolonien wurde ein Amplifikat der
erwarteten Lange erhalten. Abbildung 22 zeigt die Amplifikation von flnf
Klonen. Die Subkultivierung von Klon 1 nach Aufbewahrung in Roti®-Store-
Kryoréhrchen bei -70°C flr ca. 1 Monat ergab einheitliche weiBe Kolonien auf
der LB-Amp-Selektionsagarplatte (Abb. 23).

S00 1
Foo
&0
S00
<00

00T

CT-Wert

200 1

1001

-100

0 £ 4 &6 § 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 35 40 42 44 46 45 S0

Zyklus

Abb. 22: Amplifikatioskurven von ADV2-Plasmid-DNA mittels Real-Time-
PCR
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Abb. 23: Subkultur des Klon 1 nach Aufbewahrung in Roti®-Store-

Kryoréhrchen

Fir den Klon 1 wurde eine Verdlinnungsreihe der DNA auf der Basis log 10
amplifiziert. Abbildung 24 zeigt die Amplifikationskurven im Bereich von 4,2 ng
bis 4,2 fg, bezogen auf den ADV-DNA-Anteil.
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Abb. 24: Serienverdinnung der ADV-Plasmid-DNA von 4,2 ng bis 4,2 fg

Amplifikationskurven von Klon 1 (Korrelationskoeffizient 0,99)
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4. 2. 3. Pravalenz von Adenovirus-DNA-Sequenzen in Patientenmaterial

Die Ergebnisse der Analyse auf Adenovirussequenzen sind in Tabelle 11
zusammengefasst.

In der pradiabetischen Gruppe wurde mittels n-PCR bei 7 von 50 Materialien
(14%) Adenovirus-DNA nachgewiesen. In der Gruppe mit frischer T1D-
Manifestation war die Reaktion in nur einem Fall von 47 Proben (2,1%) positiv.
Bei der Kontrollgruppe wurden bei 2 von 50 Probanden (4%) ADV-Sequenzen
nachgewiesen (Tab. 11). Es bestand keine signifikante Differenz zu Kontrolle.

Abbildung 25 zeigt ein Agarosegel mit positiven Patientenproben.

Tab. 11: Bestimmung von Adenovirus-DNA in Serumproben von Kindern
mit pradiabetischem Autoantikdrperprofil und Kindern zum

Zeitpunkt der T1D-Manifestation im Vergleich zur Kontrollgruppe

Gruppe Gesamtzahl ADV nested-PCR Real-Time-PCR
n positiv % positive/gw %

Pradiabetische 50 7 14 9 18

Kindern

Frische T1D- 47 1 2,1 1 2,1

Manifestation

Kontrolle 50 2 4 4 8

gw: Grenzwertig

Positive Proben wurden mit der Real-Time-PCR untersucht. In der pradiabe-
tischen Gruppe hatten 6 Seren ein positives Signal, 3 Proben zeigten im
Grenzbereich des Assay ein Signal (Abb. 26). In der Gruppe mit frisch T1D-
Manifestierten war 1 Patient positiv (2,1%). Bei der Kontrollgruppe war eine

Probe positiv (Tab. 11). Drei weitere lagen am Grenzbereich der Amplifikation.
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Es wurde bei keinem Probanden ein simultaner Nukleinsdurenachweis fir

Adenovirus und Enterovirus gefunden.

12345 678 9101112131415

«—— 178 bp

Abb. 25: ADV-DNA-Nachweis mittels n-PCR in der Gruppe mit frisch
diagnostiziertem T1D, erwartete Amplifikatlange 178 bp
1: positive Kontrolle; 2: M VIII; 6, 10: positive Proben; 15: n. Ko
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Abb. 26: ADV-Amplifikationskurven aus der pradiabetischen Gruppe

(orange Kontrolle, Probanden 4 und 6)
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4. 2. 4. Charakterisierung eines ADV-Amplifikates aus der Kontrollgruppe

Fir die Sequenzierungsreaktion war nur ein Material aus der Kontrollgruppe
verfigbar. Das Sequenzalignment zeigte eine Homologie von 99% zu ADV41
(Anhang Abb. 4).

4. 2. 5. Antikdérperprofil der Untersuchungsgruppen flir Adenoviren

Die Ergebnisse der Untersuchung von ADV spezifischen Antikérpern der Klasse
IgM und IgG mittels ELISA sind in Tabelle 12 zusammengefasst.

Bei den pradiabetischen Kindern waren bei 49 von 50 Proben (98%) IgG-
Antikérper nachweisbar.

Bei den frisch T1D-Manifestierten hatten 43 von 47 Proben (91,5%) IgG. Auch
bei der Kontrollgruppe war nur 1 Probe ohne ADV-IgG.

Der Serostatus einer akuten Infektion, charakterisiert durch IgM, wurde in

keinem Fall gefunden.

Tab. 12: Bestimmung des Adenovirus spezifischen Antikdrperstatus von
Kindern mit pradiabetischem Autoantikérperprofil und von
Kindern zum Zeitpunkt der Manifestation eines Typ-1-Diabetes im

Vergleich zur Kontrollgruppe

IgG IgM
Gruppe Gesamtzahl  positiv % positiv %
n

Pradiabetische 50 49 98 0 0
Phase

Frische T1D- 47 43 91,5 0 0
Manifestation

Kontrolle 50 49 98 0 0
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4. 3. Autoantikdrperprofil der Probanden

Die Pradiabetiker sind charakterisiert nach Vorkommen von Typ-1-Diabetes
assozierten Autoantikdrpern GADA, IA-2A, IAA und ICA. Entsprechend des
Autoantikorperprofils ist eine Einteilung in Risikogruppen maéglich.

Ein erhoéhtes Risiko (HR) ist definiert, wenn mehr als 2 Autoantikdrper
nachweisbar sind. Bei einem moderaten Risiko (MR) sind singuldare AAK mit
hohem Titer (>99. Perzentile des Kontrollkollektivs) nachweisbar. Bei
geringem Risiko (LR) sind fluktuierende AAk in geringem Titer (>98. Perzentile
und <99. Perzentile des Kontrollkollektivs) zu finden.

Von 50 Probanden hatten 29 ein erhdhtes Risiko, 10 ein moderates Risiko und
11 Kinder ein geringes Risiko. Tabelle 13 zeigt das Autoantikdérpermuster
bezogen auf GADA, IA-2A, IAA und ICA.

Tab. 13: Pravalenz Typ-1-Diabetes assoziierter Autoantikdrper in

Probanden mit differenziertem Risiko

HR MR LR
positiv % positiv % positiv %
(n=29) (n=10) (n=11)
GADA 26 89,6 5 50 * 7 63,6
IA-2A 20 70,0 2 20 * 1 9,1 **x*
IAA 15 51,7 1 10 1 9,1%
ICA 26 89,6 2 20%* 2 18,2 **

* P< 0,025 vs. HR
** p< 0,001 vs. HR
**x p< 0,01 vs. HR
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Bei allen Kindern mit differenziertemm T1D-Risiko (erhdht, moderat bzw.
gering) wurden GADA am haufigsten im Vergleich zu allen anderen AAk-
Spezifitdten nachgewiesen.

Die hochste AAk-Pravalenz wurde bei 26/29 der Probanden (89,6%) mit
erhéhtem Risiko fir GADA und ICA nachgewiesen. 20 der Probanden (70%)
dieser Gruppe waren positiv fur IA-2A und 15 (51,7%) hatten IAA.

Bei Probanden mit hochtitrigen singularen AAk und moderatem Risiko waren
5/10 (50%) positiv fir GADA, 2/10 (20%) hatten IA-2A bzw. ICA und nur ein
Proband war positiv flr IAA.

Bei Probanden mit niedrigtitrigen, singuldren AAk und geringstem T1D-Risiko
waren die GADA (7/11) signifikant erhéht gegenuber den IA-2A (1/11) und
den IAA (1/11; x*= 5,94; P < 0,025).

Im Vergleich der drei AAk determinierten Risikogruppen haben Probanden mit
multiplen AAk und erhéhtem Risiko eine signifikant erhdéhte Frequenz der
GADA (x*> = 6,2; P < 0,025), IA-2A (x*= 5,4; P = 0,021) und ICA (x* = 14,5;
P < 0,001) gegenliber den Probanden mit singularen, hochtitrigen AAk und
moderatem T1D-Risiko. Desweiteren haben Probanden mit multiplen AAk und
erhdhtem Risiko eine signifikant erhéhte Frequenz der IA-2A (x*> = 10,2;

P < 0,01), IAA (x*= 5,1; P< 0,025) und ICA (x*>= 16,8; P < 0,001)
gegenuber den Probanden mit singuldren, niedrigtitrigen AAk und geringstem
T1D-Risiko.

4. 4, HLA-DQB1-Typisierung

Die Assoziation der drei Autoantikérper determinierten Risikogruppen mit dem
Vorliegen von bestimmten Diabetes assoziierten, protektiven und neutralen
HLA-DQB1-Allelen ist in Tabelle 14 zusammengefasst. Hierzu wurden die AAk
positiven Probanden wie folgt klassifiziert: Probanden mit erhdhtem
immungenetischem Risiko haben mindestens ein T1D assoziiertes Allel, positiv
fir *02 und/oder *0302 und sind negativ flir das protektive Allel *0602. Bei

Probanden mit einem moderaten immungenetischen Risiko sind neutrale Allele
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(weder assoziiert noch protektiv) bei Abwesenheit des dominant protektiven
Allels *0602 vorhanden (z.B. *0501, *0502, *0503, *0504, *0301 und
andere). Probanden mit geringem immungenetischen Risiko sind entweder
homozygot oder heterozygot flir das dominant protektive HLA-DQB1*0602-
Allel. Ein Proband der Gruppe mit erhéhtem AAk determiniertem T1D-Risiko
wurde nicht HLA typisiert.

Tab. 14: Haufigkeit der Diabetes assoziierten und protektiven HLA-DQB1-
Spezifitaten hinsichtlich des AAk-Status der differenzierten

Risikokindern

HLA-DQB1 HR MR LR
Allele positiv % positiv % positiv %
n =28 n=10 n=11
*02 und/oder 25 89,3 7 70 4 36,4%
*0302
Neutral-AAk 3 10,7 2 20 3 27,3
*0602 0 0 1 10 4 36,4%

*P< 0,01 vs. HR

Probanden mit erhohtem AAk determiniertem Risiko wiesen auch ein
signifikant erhdhtes immungenetisches Risiko auf. Von 28
Hochrisikoprobanden waren 25 (89,3%) positiv flir die assoziierten Allele
HLA-DQB1 *02 und /oder *0302, 3 (10,7%) hatten neutrale Allele

(x*= 31,5; P< 0,001) und kein Proband hatte das dominant protektive

Allel *0602 (x> = 41,6; P < 0,001). Auch bei Probanden mit moderatem, AAk
determiniertem Risiko (n=10) war die Frequenz der T1D assoziierten Allele
(n=7) signifikant erhdht gegentiber dem dominant protektiven Allel

(n=1; x> = 5,2; P = 0,023). Demgegeniiber konnten bei Probanden mit
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geringem, AAk determiniertem Risiko keine signifikanten Unterschiede
hinsichtlich Vorliegen bestimmter assoziierter, protektiver und neutraler
HLA-DQB1-Spezifitaten festgestellt werden.

Im Vergleich der AAk determinierten Risikogruppen sind die T1D assoziierten
HLA-DQB1 Allele *02 und/oder *0302 in der Gruppe mit erhdhtem Risiko
signifikant erhéht im Vergleich zur LR-Gruppe (x*> = 8,99; P = 0,003), das
dominant protektive Allel jedoch signifikant erniedrigt (x> = 7,7; P = 0,006).

4. 5. Assoziation von AAk, HLA-DQB1-Spezifitaten und

Enterovirusinfektionen

Die nach Risikokategorien HR, MR und LR differenzierten Probanden aus der
pradiabetischen Gruppe wurden sowohl mit der Enterovirus n-RT-PCR als
auch mit der Enterovirus Real-Time-PCR im Vergleich zu den gesunden

Kontrollen evaluiert (Tab. 15).

Tab. 15: Nachweis von Enterovirus-RNA bei Kindern mit pradiabetischem

Autoantikorperprofil differenziert in drei Risikogruppen

Risikogruppen Gesamtzahl n-RT-PCR Real-Time-PCR
n positiv % positiv %
HR 29 7 24,1% 8 27,6%*
MR 10 1 10 0 0
LR 11 2 18,2 1 9,1
Kontrolle 50 2 4 1 2

* P< 0,02 vs Kontrolle
** p < 0,01 vs Kontrolle (yx*-test)
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Bei Patienten mit erhéhtem Risiko wurde eine signifikant erhéhte EV-RNA mit
24,1% (7/29) im Vergleich zur Kontrollgruppe (x° = 5,66; P < 0,025)
gefunden. Bei Probanden mit moderatem Risiko wurden 10% (1/10) EV-RNA
positiv detektiert. Bei 11 Probanden mit geringem T1D Risiko waren 18,2%
(2/11) EV-RNA positiv detektiert.

Die Analyse mittels Real-Time-PCR ergab in 9 Fallen ein positives Signal, in 8
Fallen (27,6%) waren es Probanden mit einem High-Risk-Antikdrperprofil im
Vergleich zur Kontrollgruppe (x*> = 9,5; p<0,01). (Tab. 15). Davon waren 5
Falle in Ubereinstimmung mit dem Ergebnis der n-RT-PCR.

Neun Materialien waren fir die partielle Charakterisierung Uber das
Nukleotidalignment verfiigbar, von denen 8 der High-Risk-Gruppe angehdérten.
Vier hatten die héchste Homologie zu Echovirus 6, zwei zu Coxsackievirus B2
und je eines fur Coxsackievirus B4 und B6. Ein Material leitete sich aus der

Gruppe mit moderatem Risiko ab und hatte h6chste Homologie zu Echovirus 6.

Wahrend des Follow-up der Studie manifestierten 12 Kinder der Gruppe mit
multiplen AAk und erhéhtem Risiko und 1 Kind der Gruppe mit singularen,
hochtitrigen AAk und moderatem Risiko einen klinischen T1D. Bei 4 dieser
Probanden waren EV-RNA-Sequenzen nachweisbar. Weiterhin waren 12 dieser
Probanden positiv fir die Diabetes assoziierten HLA-DQB1-Allele *0302
und/oder *02 bei Abwesenheit des dominant protektiven Allels *0602. Ein
Proband mit T1D-Manifestation hatte multiple AAk und neutrale
HLA-DQB1-Allele.
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5. Diskussion

Seit vier Jahrzehnten werden Enteroviren hinsichtlich einer mdéglichen Rolle bei
der Entwicklung eines Typ-1-Diabetes untersucht, aber die Beweise sind nach
wie vor nicht schllssig.

Die Mdglichkeit einer akuten zytolytischen Infektion von Betazellen, oft
postuliert in frihen Studien, scheint eher unwahrscheinlich aufgrund der
langen praklinischen Periode von Autoimmunitat, die der T1D-Manifestation
vorausgeht.

Das Problem bei der Interpretation friiherer Studien lag darin, dass sie
methodisch auf indirektem Nachweis des Erregers Uuber signifikanten
Antikorpertiteranstieg beruhten. Die EinfiUhrung molekularbiologischer
Methoden ermdglicht nun, dass auch Nukleinsdure von Erregern nachgewiesen
werden kann. Damit stehen direkte hoch sensitive Nachweisverfahren fur
Untersuchungen zur molekularen Epidemiologie zur Verfigung.

In neueren Studien ist zunehmend die Polymerasekettenreaktion die
experimentelle Basis. Sie wurde entweder allein oder in Kombination mit
serologischen Methoden fir die Beantwortung der Frage, ob Virusinfektionen
eine Triggerfunktion bei der Entwicklung des T1D zukommt, eingesetzt.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass die fir die Lésung der Aufgabe etablierten
Methoden Uber die erforderliche Spezifitdt und Sensitivitat verfigen. Die
Screening-PCR mit Primern, lokalisiert in einem konservierten Bereich der

5’- NTR, lasst die Bestimmung der verschiedensten Serotypen zu. Darlber
hinaus werden Uber die Real-Time-PCR auch Informationen zur Virusmenge
erhalten. Eine in frihen Untersuchungen in der Arbeitsgruppe gemachte
Beobachtung bei RS-Virus, dass durch Umschreibung von RNA in cDNA im
Two-Step-Verfahren eine héhere Sensitivitat erreicht werden kann (Mentel et
al., 2003), wurde auch fir Enteroviren gefunden.

Die Anwendung und Weiterentwicklung molekularer Techniken bei der
Bearbeitung der Frage nach Assoziation von Virusinfektionen und T1D hat den

Kenntnisstand verbessern kénnen.
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Neben Patienten mit frisch manifestiertem T1D sind inzwischen auch solche
mit pradiabetischer Autoimmunitat untersucht worden, um zu prifen, ob EV-
Infektionen zur Entwicklung bzw. zur Progression von Autoantikdrpern
beitragen und moglicherweise einen T1D triggern kénnen.

Vor diesem Hintergrund umfasste das Design der vorliegenden Studie sowohl
Patienten mit frisch manifestiertem T1D als auch Probanden mit
pradiabetischem Autoantikdrperprofil.

Das Untersuchungsmaterial leitete sich von der Karlsburger Typ-1-Diabetes-
Risikostudie und von Materialen von Patienten mit frisch manifestiertem T1D
aus dem Herz- und Diabeteszentrum Mecklenburg-Vorpommern, Klinikum
Karlsburg ab.

Der entscheidende Unterschied unserer Untersuchungen im Vergleich zu
anderen Studien besteht darin, dass die Probanden der Pradiabetiker-Gruppe
ausschlieBlich Kinder einer normalen Schulpopulation waren, die nach
HLA-DQB1-Allelen und T1D assoziierten Autoantikdrpern gescreent worden
waren. Es bestand in keinem Fall Verwandtschaft ersten Grades zu einer
Person mit Typ-1 Diabetes.

Die T1D-Gruppe setzte sich aus Kindern mit neu diagnostiziertem T1D
zusammen, bei denen zwischen der Diagnostik und Probenentnahme maximal
5 Tage lagen.

Mit unseren erhaltenen Daten konnten wir zeigen, dass im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe, bestehend aus Kindern, bei denen weder Diabetes assoziierte
Autoantikérper noch metabolische Erkrankungen vorlagen, sowohl zum
Zeitpunkt der Manifestation eines T1D als auch in der pradiabetischen Phase
signifikant hdéhere Pravalenz von Enterovirus-RNA-Sequenzen nachweisbar
waren.

Da der zeitliche Faktor im Prozess, der zu einem T1D fiuhrt, Monate bis zu
mehreren Jahren betragen kann, wurden, um die Bedeutung von
Milieufaktoren in der Initialphase des Prozesses zu erkennen, Follow-up-

Studien als notwendig angesehen (Tauriainen et al., 2003).
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In einer finnischen Studie wurde bei der Geburt ein Screening fir Typ-1
Diabetes assoziiertes HLA-DQB1 durchgefihrt und Trager dieses Allels im
Abstand von 3-6 Monaten auf Diabetes assoziierte Autoantikdérper im
prospektiven Monitoring untersucht (Lénnrot et al., 2000a). Aus einer Gruppe
von 4651 Probanden mit genetischem Risiko wurden 21 Kinder mit Zeichen fir
eine Beta-Zellzerstérung gefunden. Finf Kinder entwickelten einen T1D.

Das Analyse-Set fir den Nachweis einer viralen Infektion bestand aus
Antikorperstatus fir Entero- und Adenoviren und alleiniger Bestimmung
enteroviraler RNA. Es wurde flr EV-Infektionen eine signifikant hdéhere Rate
bei den als Risikopatienten gescreenten Kindern im Vergleich zur
Kontrollgruppe gefunden. Fur Adenoviren, die nur Uber Antikdrper untersucht

worden waren, wurde keine signifikante Differenz nachgewiesen.

Diese Beobachtung steht in Ubereinstimmung mit den von uns erhaltenen
Daten. Im Gegensatz zu dieser Studie hatten wir auch fir Adenoviren die
Nukleinsaureanalyse in das Analysedesigh aufgenommen.

In einer weiteren Studie, auch basierend auf Material aus der finnischen
Bevolkerung, wurden nicht diabetische Zwillinge von Typ-1-Diabetes-
Indexfallen untersucht. Aus einer Gruppe von 765 urspringlich nicht
diabetischen Kindern entwickelten 11 im Follow-up T1D.

Die Untersuchung von Material aus der pradiabetischen Phase zeigte, dass
eine signifikant héhere Pravalenz fir EV-RNA im Vergleich zur Kontrollgruppe
(12% vs 2%) nachgewiesen werden konnte.

Weiterhin wurde in dieser Studie bei einer Gruppe bestehend aus 47 Patienten
mit frisch diagnostiziertem T1D keine EV-RNA gefunden. Im Gegensatz dazu
lag in unserer Studie, die eine vergleichbare PatientengréBe hatte, die RNA-
Nachweisrate bei 36% bei den frisch manifestierten T1D-Fallen.

In der pradiabetischen Gruppe war bei uns die EV-Pravalenz um den Faktor
1,6 erhoéht.

Die Autoren konnten in ihren Untersuchungen darliber hinaus zeigen, dass das

methodische Vorgehen einen Einfluss auf die Ergebnisse hat (Lénnrot et al.,
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2000b). Ein vorheriger Auftauprozess verschlechtert die Sensitivitat des Tests.
Bei einer weiteren untersuchten Gruppe, bei der die Proben keinem Tau/Frier-
Prozess ausgesetzt waren, hatten die Autoren eine Pravalenz von 8% bei T1D
finden kénnen, bei der Gruppe der Pradiabetiker wurde eine Rate von 22%

bestimmt, die damit unseren Ergebnissen entspricht.

Einige Studien basieren nur auf der Analyse von T1D-Patienten und haben oft
geringe ProbandengréBe. So wurde von Clements et al. 1995 Uber eine sehr
hohe Rate von 64% von EV-RNA von T1D Kindern berichtet, die vermutlich
durch die StudiengréBe von nur 14 Probanden bedingt war. Das Ergebnis der
Kontrollgruppe mit 4% Pravalenz stimmt mit unseren Daten Uberein.
Studienergebnisse von Nairn et al. 1999 liegen ebenfalls in unserer
GroéBenordnung, obwohl hier die GruppengréBe der Probanden zweifach gréBer
war.

Inzwischen liegen auch Pravalenzdaten einer japanischen Gruppe vor, die fur
eine Assoziation zwischen Enterovirus-Infektion und T1D sprechen
(Kawashima et al., 2004).

Interessant ist eine Studie von Andréoletti et al. 1997, basierend auf Proben
von adultem T1D, in der gezeigt werden konnte, dass auch hier EV-
Infektionen Bedeutung zukommt. Es war aber auch hier eine sehr
eingeschrankte ProbengréBe von 12 Patienten, in der 5 (42%) EV-RNA-

Sequenzen hatten.

Interferon a spielt eine bedeutende Rolle bei der primaren Abwehrreaktion
gegen Virusinfektionen. Die Produktion von IFN-a ist ein spezifischer und
zuverlassiger Marker fir das Bestehen einer Virusinfektion, sodass erhdhte
Spiegel von IFN-a bei Personen mit viralen Infektionen im Serum bestimmt
werden koénnen. Von Chehadeh et al. 2000b wurde nachgewiesen, dass die
simultane Untersuchung von INF-a, EV-RNA und Antikérperstatus einen
héheren Aussagewert fir den Nachweis einer Assoziation von EV und T1D hat,

als die EV-RNA-Bestimmung allein.
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Die Frage einer zeitlichen Beziehung zwischen einer EV-Infektion und dem
Auftreten von Autoantikdérpern haben Salminen et al. 2003 untersucht. Es
wurde eine Haufung von EV-Infektionen vor dem Auftreten von
Autoantikérpern gefunden. Dieser Prozess scheint spezifisch fir EV zu sein, da

dies fur Adenoviren nicht beobachtet werden konnte.

Nicht alle Studien haben eine mégliche Assoziation zwischen EV-Infektion und
T1D belegen kénnen. Graves et al. 2003 fanden unter Einbeziehung von 26
Fallen und 39 Kontrollkindern keinen Hinweis daftr, dass EV-Infektionen ein
Risikofaktor fir die Entwicklung einer Betazell-Autoimmunitat sind. Die Gruppe

war heterogen und umfasste moderates bis hohes Risiko flir T1D.

Ein weiterer Aspekt ist die Wirt-/Virusbeziehung, die flr die Manifestation
einer Virusinfektion neben der Infektionsdosis der Interaktion mit der
Wirtszelle groBe Bedeutung zukommt.

Enteroviren haben Tropismus fir verschiedene Organe, einschlieBlich ZNS,
Herz und Pankreas. Als Rezeptoren flr die Initiierung einer Infektion werden
unterschiedliche Molekile der Immunglobulin-Superfamily und Integrine

genutzt.

Es wird postuliert, dass die Empfindlichkeit gegenliber EV-Infektionen
korrelieren kdnnte mit individuellen Differenzen in den Rezeptormolekilen
(Karttunen et al., 2003). Mittels Sequenzanalysen von Regionen, die flir den
Enterovirusrezeptor kodieren, konnte an Material einer StudiengréBe von 21
diabetischen und 20 gesunden Kindern Single-Nucleotid-Polymorphismus
(SNP) beobachtet werden. 4 Kinder der diabetischen Gruppe hatten
heterozygote SNP, Ala 67 (GCG) > Thr (ACG) im Poliovirusrezeptor-Gen, aber
nicht die Kontrollgruppe. Ein silent heterozygotes SNP im Coxsackievirus-
Adenovirus-Rezeptorgen wurde bei einem Kind der diabetischen Gruppe

gefunden.
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Ein Muster, das direkt spezifisch flir T1D ist, konnte aus den Ergebnissen
nicht abgeleitet werden. Es muss aber bedacht werden, dass auch andere Teile
der Rezeptormolekiile, die Variationen tragen kénnten, an Internalisation und
Signalprozessen beteiligt sein kénnen, die den Viruseintritt beeinflussen. In
FortfiUhrung der Studie ware die Analyse von Rezeptormolekilen hinsichtlich
dieser Variation eine Madglichkeit, die Basis der Interaktionen zwischen

empfindlichem Wirt und Virusinfektion abzuklaren.

Ein Inselzelltropismus von EV wurde jetzt auch in humanem Pankreas-Gewebe
belegt (Ylipaasto et al., 2004). Bei Untersuchungen an Autopsiematerial von
Diabetes-Patienten wurden bei 4 von 65 EV-Genome gefunden. Damit liegen
fir die Hypothese einer moéglichen Persistenz von EV mit der Entwicklung von

T1D weitere Hinweise vor.

Enteroviren unterliegen konformationellen Anderungen, wenn sie mit
zellassoziierten oder léslichen Rezeptoren interagieren. Es konnte gezeigt
werden, dass nur ein Attachment mit dem CAR die Bildung von A- Partikeln,
einer irreversiblen veranderten Form, induziert. Die A-Partikelbildung wird als
essentieller Schritt im Uncoatingprozess angesehen (Milstone, 2005).

Im Mausmodell konnte inzwischen gezeigt werden, dass eine Behandlung mit
CAR-Fc zur Hemmung von durch Coxsackieviren ausgelésten myokardialen
Lasionen sowie von Entziindung und Produktion viraler RNA flhrt. Eine frihe
Behandlung flhrte auch zur Verhinderung des Zelltodes im Pankreas
(Yanagawa et al., 2004).

Davon abgeleitet, koénnten sich therapeutische Optionen eréffnen und
moglicherweise auch eine Reduktion von T1D-Fallen erwarten lassen.

Die Frage, ob differente HLA-DR-Phdnotypen mit einem erhéhten oder
geringerem Risiko fiir T1D assoziiert sind, ist bisher nicht eindeutig
beantwortet.

Sadeharju et al. 2003a untersuchten die humorale Immunantwort gegen EV in
Zwillingen mit T1D-Geschwistern. HLA-DR-Allele, die ein hohes Risiko
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vermitteln (DR3 und DR4), waren assoziiert mit einer starken Immunantwort
gegen EV-Antigen und protektive HLA-Allele (DR2) mit einer schwachen
Immunantwort. Das deutet darauf hin, dass bei Vorhandensein von Hoch-
Risikoallelen schwerere Gewebezerstdérung in infizierten Organen wie den
Inselzellen auftritt und im anderen Fall bei protektiven Allelen eine schwachere
Reaktion. Die starke Immunantwort kdnnte zur Zellzerstérung Uber ein
molekulares Mimikry fahren.

Die Frage der Assoziation von EV-Infektionen und HLA-Risikoallelen fir T1D
DQB1*02/*0302 und mit Nichtrisikoallelen wurde an 206 neu diagnostizierten
Kindern untersucht. Es zeigte sich, dass sowohl bei Vorhandensein von
Risikoallelen als auch dann, wenn kein genetisches Risiko vorlag, EV-RNA
nachweisbar war (Craig et al., 2003).

In unserer Studie lagen HLA-Charakteristiken flr die Gruppe der Kinder mit
Autoantikérpern vor. Es zeigte sich deutlich, dass 90% der Kinder aus der
High-Risk-Gruppe, bei denen EV-RNA nachgewiesen wurde, das HLA-
DQB1*02/*0302 tragen.

Die Pravalenz von Enterovirus-RNA-Sequenzen war signifikant erhéht in der
Gruppe mit hohem Risiko entsprechend dem Autoantikérpermuster.
Inzwischen wurden Follow-up bei 12 Kindern der Gruppe mit hohem Risiko ein
T1D diagnostiziert. Diese Daten festigen die Auffassung, dass Virusinfektionen,

speziell Enteroviren, Bedeutung als Trigger flir einen T1D zukommt.

In einer Studie zur Frage, ob Coxsackievirus-Infektionen kausal assoziiert sind
mit der Entwicklung von Autoantikérpern, wurde prospektiv von der Geburt bis
zu 8 Jahren evaluiert bei Abstammung von Eltern mit T1D (Fuchtenbusch et
al., 2001). Es konnten keine Beweise flr eine Assoziation von
Coxsackievirus-Infektionen wahrend der Schwangerschaft und friher Kindheit

mit der Entwicklung von Autoantikdrpern gefunden werden.
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Die Hypothese wird unterstitzt durch eine Kasuistik von Hindersson et al.
2005. Die Autoren beschreiben eine simultane T1D-Manifestation bei einer
Mutter und ihrem 10-jahrigen Sohn koinzident mit einer Enterovirusinfektion.

Fir Mutter und Kind wurde HLA-DQB1*0302 und DRB1*03 und *04 Allele-
typisiert und damit belegt, dass ein erhdhtes Krankheitsrisiko bestand,
wahrend flr Vater und Bruder, die nicht erkrankten, nur ein Risiko-Allel
nachgewiesen werden konnte. Der auslésende  Virusstamm  war

Coxsackievirus B5.

Die EinfiUhrung molekularer Techniken macht nicht nur die Detektion viraler
Sequenzen, sondern darliber hinaus die genotypische Charakterisierung
beteiligter Virusstamme madglich. In Abhangigkeit von der selektierten Region
fur die Amplifikation mit nachfolgendem direktem Sequenzieren sind somit
partiell auch Informationen zum beteiligten Serotyp zu erreichen.

Durch Vorschalten einer PCR mit Primern, die eine Selektion von
Coxsackievirus B ermdglicht, wurde von uns eine Gruppeneinteilung erreicht.
Die so amplifizierten Genom-Abschnitte wurden dann einer direkten
Sequenzierung unterzogen.

Die von uns eingesetzten Primer aus der NTR ergaben Sequenzalignments, die
nicht einheitlich der Coxsackievirus-B-Gruppe entsprachen, sondern auch fir
Echoviren Homologie haben. Sowohl in der Gruppe der Pradiabetiker als auch
in der Gruppe der Patienten mit T1D wurde eine hohe Homologie zu Echovirus
6 gefunden.

In der Gruppe der T1D-Patienten ergab das Sequenzalignment, dass mit hoher
Wahrscheinlichkeit Coxsackievirus B4 vorliegt. In der Gruppe der Pradiabetiker
wurde hohe Homologie fur Coxsackievirus B4, B2 und B6 gefunden.

In der Analyse von Nairn et al. 1999, ebenfalls durch Auswertung in der NTR-
Region bei T1D-Patienten, clusterten die Stamme in die Coxsackie-/Echovirus-
gyruppe. Analog zu unserer Studie stand auch diesen Autoren fir die
Amplifikation aus anderen Genom-Regionen nicht ausreichend Material zur

Verfligung.
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Es gibt Berichte, die zeigen, dass nicht nur ein Serotyp wie urspriinglich
angenommen Coxsackievirus B4 mit der Entwicklung eines T1D assoziiert ist
(Craig et al., 2003). Ergebnisse, die auf der Bestimmung neutralisierender
Antikérper basieren, zeigen, dass neben Coxsackievirus B4 auch andere
Coxsackievirus-B-Serotypen, sowie Coxsackievirus A9 involviert sein kénnen
(Roivainen et al., 1998).

Durch Einsatz einer semi-nested-Version einer RT-PCR mit Primern, lokalisiert
in der 5'-NTR, wurden EV-Sequenzen mit hoher Homologie zu CVB3 und CVB4
in Adulten mit neu diagnostiziertem T1D gefunden (Andréoletti et al., 1997).
Studien von Oberste et al. 1999, 2004 und von Thoelen et al. 2003 haben
gezeigt, dass fiur molekulares Typisieren hinsichtlich Serotyp die Analyse der
VP1-Region geeignet ist. Daflir besteht jedoch ein gréBerer Materialbedarf, der
in der Regel nur durch Anzucht in der Zellkultur erreichbar ist. In der Mehrzahl
der Studien wurde deshalb das Sequenzalignment der 5-NTR genutzt, da nur
begrenztes Material fur ein direktes Sequenzieren zur Verfligung stand.

Um zu erkennen, welche Einschrankung bei einer Auswertung Uber die NTR
besteht, haben wir vom Material, das sich von zirkulierenden Stammen
ableitete und die ein Krankheitsbild mit ZNS-Affektionen verursacht hatten,
sowohl die NTR als auch die VP1 sequenziert. Durch die Anzucht in der
Zellkultur stand eine ausreichende Menge RNA zur Verfligung. Dabei ergab
sich durch beide Analysen die klare Aussage fir das Vorliegen von Echovirus
30, fur VP1 mit 97% Homologie und 5’-NTR 96% Homologie. Auch wenn die
direkte Sequenzierung der 5’-NTR zu einer eingeschrankten Aussage
hinsichtlich der Typisierung flhrt, konnten aufgrund der Lange der
sequenzierten Region und weil Epitope flir Serotypen in der VP1 lokalisiert
sind, Informationen Uber die Verwandtschaft beteiligter Stamme erhalten
werden. Diese Analyse zeigte uns dariber hinaus, dass bei ZNS-Infektionen

der Typ 30 in der Greifswalder Region zirkuliert.

Chehadeh et al. 2000b hat Uber Sequenzierung eines Abschnittes in der 5'-

NTR zeigen kdénnen, dass alle als EV positiv analysierten Proben Uber die
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Coxsackievirus-B-Gruppe verteilt waren. Die Analyse von RNA-Sequenzen,
abgeleitet von adulten T1D-Patienten, hatten hohe Homologie zu
Coxsackievirus B3 bzw. B4.

Ein weiterer Aspekt unserer Studie im Hinblick auf Beteiligung anderer Viren
mit modglicher Triggerfunktion bei der Entwicklung oder Auslésung eines T1D
war die Analyse der Rolle von Adenoviren. Fir die Einbeziehung dieser Viren
war fur uns entscheidend, dass Enteroviren und Adenoviren denselben
Rezeptor CAR nutzen (Bergelson et al., 1997) und dass flir Adenoviren ein
groBes Erfahrungspotential sowohl zu Fragen der Virus-Rezeptor-Interaktion
(Mentel et al., 1997; Liebermann et al., 1998; Liebermann et al., 2001) als
auch zu antiviralen Optionen (Mentel et al., 1997; Mentel und Wegner, 2000)
in der Arbeitsgruppe vorlag.

Fur das Einbeziehen von ADV spricht auch die inzwischen nachgewiesene
Fahigkeit zur Persistenz von Adenoviren in peripheren Lymphozyten und in
humanen mukosalen Lymphozyten (Mentel et al., 1997; Garnett et al., 2002).
Beweise der Persistenz von ADV im Tranenfilm nach Konjunktivitis, die z. T.
Jahre zuricklag, wurden von Kaye et al. 2005 vorgelegt.

Die molekularen Details der Persistenz von ADV sind immer noch unbekannt.
Wir konnten flur Adenoviren im Gegensatz zu unseren Daten, die wir fir EV
erhalten hatten, mit den eingesetzten Methoden keinen Hinweis auf eine
madgliche Assoziation von Adenoviren als Trigger bei der Entwicklung eines
T1D finden. Weder im Antikdrperprofil noch bei der Bestimmung der ADV-DNA

war eine zur Kontrollgruppe bestehende signifikante Differenz nachzuweisen.

Zur Assoziation von Adenoviren und T1D liegen vier Berichte vor. In allen ist
ihre mogliche Bedeutung durch die Erstellung von Antikdrperprofilen
untersucht worden (Lénnrot et al., 2000a, Juhela et al., 2000, Salminen et al.,
2003, Sadeharju et al., 2003b).

In keiner dieser Studien konnte ein signifikanter Unterschied zur
Kontrollgruppe gefunden werden. Das steht in Ubereinstimmung mit unseren

Ergebnissen. Wir konnten in den Antikdérperprofilen der Probanden keinen
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Hinweis daflir finden, dass Adenoviren eine mdgliche Triggerfunktion haben
kdnnten. Sowohl in der T1D-Gruppe als auch in der pradiabetischen Gruppe
wurden sehr hohe Pravalenzen flir IgG gefunden, die der Kontrollgruppe
entsprachen (98%). IgM wurde in keinem Serum nachgewiesen.

Die These, dass Uber die Bestimmung von ADV-Sequenzen eine andere
Aussage zu erreichen sei, wurde mit unseren Ergebnissen nicht bestatigt. Es
wurden keine signifikanten Differenzen in der Pravalenz in den beiden
Analysegruppen bezogen auf die Kontrollgruppen gefunden.

Die fir Adenoviren ermittelten Daten festigen so indirekt die Annahme, dass
Enteroviren mdoglicherweise eine spezifische Rolle beim Pathomechanismus
von T1D zukommen kdnnte.

Unsere Ergebnisse, basierend auf einer normalen Schulkindpopulation ohne
Verwandtschaft 1. Grades zu T1D-Patienten, zeigen nicht nur, dass
Enterovirusinfektionen eine Bedeutung als Milieufaktor bei der Entwicklung von
T1D haben (Moya-Suri et al., 2004, 2005 a, b, Schlosser et al., 2005),
sondern zeigen daruber hinaus, dass es ndtig ist, Konzepte flr die Pravention

z. B. Impfung und/oder Behandlung von Enterovirusinfektionen zu etablieren.
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6. Zusammenfassung

Typ-1-Diabetes resultiert aus einer progressiven Zerstérung von Insulin
produzierenden pankreatischen Betazellen.

Obwohl die Ursache bisher nicht abgeklart ist, gibt es Hinweise dafir, dass
genetische und Umweltfaktoren zur Entwicklung eines Autoimmunprozesses
beitragen, der dann die Manifestation eines T1D zur Folge haben kann.
Zielstellung der Arbeit war es, Informationen (ber die Bedeutung von
Virusinfektionen als Cofaktoren mit mdglicher Triggerfunktion fir T1D unter
Einbeziehung von Enteroviren und Adenoviren zu bekommen.

Erhaltene Ergebnisse zur Pravalenz der Viraemie wurden hinsichtlich einer
Assoziation mit bestimmten Autoantikdrperprofilen analysiert. Erganzend sollte
die molekulare Charakterisierung zirkulierender Virusstamme Auskunft (ber

die epidemiologische Situation geben.

In dieser Arbeit wurden Protokolle zum Nachweis von Enteroviren und
Adenoviren etabliert. Die PCR-Protokolle zur Identifizierung von
Virussequenzen von Enteroviren, abgeleitet aus einem konservierten Bereich
der 5'-NTR Region, verfligten Uber eine hohe Sensitivitat und Spezifitat. Das
etablierte Real-Time-Protokoll hat eine Nachweisgrenze von 69 Kopien.

Der Umschreibungsmodus mit Randomprimern war empfindlicher im Vergleich
zum Einsatz von spezifischen Primern.

In den Patientenproben konnten mittels der eingesetzten Methodik
Virussequenzen nachgewiesen werden. Die Pravalenz von
Enterovirussequenzen wurde in der Gruppe mit frisch manifestiertem T1D mit
36% bestimmt. Bei den pradiabetischen Probanden, selektioniert nach T1D
assoziierten Autoantikérpern GADA, IA-2A, IAA und ICA, wurde eine Pravalenz
von 20% nachgewiesen. Fur beide Gruppen bestand eine signifikante Differenz
(P < 0.001 bzw. P < 0.05) zu einer Kontrollgruppe bestehend aus Kindern, bei
denen weder Diabetes assoziierte Autoantikbérper noch metabolische

Erkrankungen vorlagen.
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Die Mehrzahl der positiv analysierten Proben konnte mittels Real-Time-PCR
bestatigt werden.

Mittels Coxsackievirus B spezifischer PCR wurden bei den frisch T1D
manifestierten Kindern mit  EV-RNA-Sequenznachweis  35,3% als
Coxsackievirus B identifiziert. In der pradiabetischen Gruppe waren es 25%.
Die molekulare Charakterisierung erfolgte in 20 Patientenproben durch
Sequenzierung der 5’-NTR-Region. Nach dem Sequenzalignment waren
Coxsackievirus B2, B4, B6 und Echovirus 6 involviert.

Bei der T1D-Gruppe hatten funf Amplikons die hdchste Homologie zu
Coxsackievirus B4 (96%) und finf zu Echovirus 6 (94%). Bei der
pradiabetischen Gruppe wurde Coxsackievirus B2, B4 und B6 sowie Echovirus
6 bestimmt. Im Antikérperprofil konnte bei einem T1D-Patienten IgM
nachgewiesen werden.

Fir Adenoviren konnte weder Uber das Antikoérperprofil noch Uber die Analyse
der DNA-Sequenz ein Hinweis auf eine Assoziation mit T1D gefunden werden.
In der Gruppe der Pradiabetiker hatten nach dem Autoantikdrperprofil 58% ein
hohes, 20% ein moderates und 22% ein geringes Risiko. Bei der Gruppe mit
einem Autoantikdrperprofil fir ein hohes Risiko lieBen sich bei 90% die T1D
assoziierten Allele HLA-DQB1*02 und/oder *0302 nachweisen. In dieser
Gruppe mit hohem Risiko wurde im EV-RNA-Nachweis ein signifikanter
Unterschied (24,1%) im Vergleich zur Kontrollgruppe gefunden.

Inzwischen wurde im Follow-up bei 12 Kindern dieser Gruppe mit hohem
Risiko ein T1D diagnostiziert. Die Daten festigen die Annahme, dass neben
genetischen Faktoren Virusinfektionen, speziell Enteroviren, Bedeutung als
Trigger flr die Entwicklung eines T1D haben.

Unsere Ergebnisse, basierend auf einer normalen Schulkindpopulation ohne
Verwandtschaft 1. Grades zu T1D-Patienten, zeigen, dass es noétig ist,
Konzepte fir die Pravention und/oder Behandlung von Enterovirusinfektionen

zu entwickeln.
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