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1 EINLEITUNG

1.1 Das Calicivirus

1.1.1 Stamme, Historie

Caliciviren sind 27 - 38 nm grof3e, nicht umhillte Viren. Die genetische
Information ist im Inneren des Capsids in Form eines 7.2 - 8.3 kb langen,
polyadenylierten plus-Strang-RNA-Genoms gespeichert [1]. ,Calici® ist an das
lateinische Wort ,calix, Kelch, angelehnt und bezieht sich auf die 32
elektronenmikroskopisch darstellbaren ikosaedrisch angeordneten Strukturen
auf der Oberflache der Viruskapsel [2].

Humane Caliciviren traten zum ersten Mal 1968 bei einem Ausbruch in
Norwalk, Ohio, in Erscheinung. Die isolierten Partikel konnten 1972 mittels
Immunelektonenmikroskopie (IEM) zwar dargestellt, jedoch noch nicht von
Picorna- oder Parvoviren unterschieden werden und wurden daher zunachst
den Picornaviren zugeordnet [3]. Im Zuge ihrer weiteren Charakterisierung
zeigten sich  Unterschiede in  Struktur, Replikationsstrategie = und
physikochemischen Eigenschaften, die 1978 schlieRlich dazu flihrten, dass man
sie von den Picornaviren trennte [4, 5]. Ab 1979 wurden unter dem Namen
,Caliciviridae“ das humanpathogene Norwalk-Virus, der Prototyp der small
round structured viruses (SRSV), und das Hepatitis-E-Virus (HEV), sowie die
tierpathogenen Vertreter Vesicular-exanthema-of-swine-Virus (VESV), San-
Miguel-sea-lion-Virus (SMSV) und das Feline-Calicivirus (FCV) zusammen-
gefasst [6]. Dem VESV war erstmalig 1932 ein Ausbruch in den USA
zugeschrieben worden [7] und es konnte 1968 isoliert werden, das FCV wurde
1957 in Neuseeland isoliert [8]. Den humanpathogenen Erregern wurde 1982

das Sapporo-Virus als Prototyp der ,klassischen HUuCV* zugeordnet.



1.1.2 Taxonomie: Definition der Familie ,,Caliciviridae”

Picornaviridae Calicfvindae
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Abbildung 1: Maximum likelihood Phylogram zur Darstellung der Verwandschafts-
verhdaltnisse innerhalb der Caliciviridae und zu den Picornaviridae (JID 2000 Taxonomy of
the Calicivirus). Aktuelle Nomenklatur: Sapporo-like-Virus = Sapovirus; Norwalk-like-Virus =
Norovirus [11], p < 0.05 gilt fur jede Distanz des Stammbaums, Grundlage der Analyse ist
jeweils die Nukleotidsequenz des gesamten Capsidgens. Die Familie Caliciviridae (umrandet
dargestellt) trennt sich phylogenetisch von der Familie Picornaviridae. Die vier Hauptaste
(Clades) innerhalb der Caliciviridae bilden die Genera Norovirus, Lagovirus, Sapovirus und
Vesivirus. Die drei groBen Untergruppen der Picornaviridae (Enteroviren, Hepatoviren,
Rhinoviren) werden durch das Hepatitis-A-Virus (HAV), Enzephalomyokarditis-Virus (EMCV),
Human-Rhinovirus 14 (HRV 14) und das Foot-and-Mouth-Disease-Virus (FMDV) reprasentiert.
MX = Mexicovirus, DSV = Desert-Shield-Virus, RHDV = Rabbit-haemorrhagic-disease-Virus,
GH = Germany Hof, EBHSV = European-brown-hare-syndrome-Virus, FCV= Feline-Calicivirus,

SMSV = San-Miguel-sea-lion-Virus, VESV = Vesicular-exanthema-of-swine-Virus



Der Beschreibung der molekular-phylogenetischen  Verwandtschafts-
beziehungen kommt in Bezug auf die Caliciviren besondere Bedeutung zu, da
sie sich durch das Fehlen eines Modells zur Virusanzucht den ublichen
Methoden der Klassifizierung entziehen [9]. Eine Einteilung nach Serotyp oder
das Herstellen einer Beziehung zwischen Genotyp und Serotyp sind somit
unmaglich [10].

1979 trennte das International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) die
Caliciviren von den Picornaviren und grundete damit eine neue Virusfamilie, die
Caliciviridae [6]. Folgende gemeinsame Charakterziige innerhalb der Familie
fuhrten zu dieser Entscheidung: Vorhandensein eines einzigen grof3en
Strukturproteins, aus dem das Capsid gebildet wird, Formation von 32
kelchformigen Vertiefungen auf der Oberflache der Virione, arrangiert in
ikosaedrischer Symmetrie und das Fehlen einer methylierten 5°-Ende-Cap-
Struktur, an dessen Stelle sich das VPg (10-12 x 10® kDa) befindet. Dieses ist
kovalent mit der RNA verbunden und wird als essentiell fur die Infektivitat des
Virus angesehen [4, 12]. Weitere Unterschiede zu den Picornaviridae bestehen
darin, dass diese nur einen gro3en ORF besitzen und eine andere Reihenfolge
in der Abfolge der nicht-strukturellen Proteine zeigen.

Mit der ersten Klonierung und Charakterisierung des RNA-Genoms durch Jiang
et al. in den fruhen 90er Jahren konnen RNA- beziehungsweise cDNA-
Sequenzen fur phylogenetische Analysen herangezogen werden. Dies fuhrte
1998 unter anderem dazu, dass das HEV aus der Gruppe entfernt wurde [13,
14].

Vorlaufig ungeachtet des breiten Wirtspektrums, der Sequenzunterschiede
zwischen den Viren der neuen Familie und der unterschiedlichen Antigenitat
dieser Viren, legte das ICTV 1995 nur ein Genus, das ,Calicivirus® fest. Das
ICTV konkretisierte, dass es sich dabei um ein halbwegs vollstandiges Genom
(,reasonably complete genome*“) oder eine signifikante partielle Sequenz
(,significant partial sequence®) handeln musse, welche mit zusatzlichen Daten
Uber beispielweise Morphe, antigene Wirkungsweise, Wirtspektrum und
klinische Daten zu verifizieren sei [15]. Sequenzanalysen haben sich

inzwischen als Hauptwerkzeug zur Differenzierung zwischen den einzelnen CV



etabliert. Der Signifikanz einer solchen Sequenz kommt bei der Zuordnung
eines Stamms zu einer Untergruppe in Besonderen in Hinblick auf die

Antigenitat eine Bedeutung zu, die im Spateren naher diskutiert wird.

1.1.3 Wirtspektrum, Klinik der Infektion bei verschiedenen Spezies

Wie aus Abbildung 1 ersichtlich, werden heute jeweils zwei tierpathogene und
zwei humanpathogene Gruppen unterschieden. CV befallen dieses breite
Wirtspektrum mit unterschiedlicher Klinik. Durch Vesiviren kénnen Saugetiere
(auch Meeressauger) aber auch Amphibien, Vogel und Fische erkranken. Das
FCV beispielsweise ruft bei jungen Katzen akute respiratorische Beschwerden
hervor, das VESV verursacht vesikulare Exantheme beim Schwein und
Lagoviren befallen Kaninchen und Hasen. Ein besonders schweres
Krankheitsbild verursacht hier das Rabbit-Haemorrhagic-Disease-Virus
(RHDV), welches bei Kaninchen eine Viramie mit massiver Leberzellnekrose
hevorruft, die durch Auslosen einer DIC meist totlich verlauft. Die
humanpathogenen Vertreter, die zu den Gruppen NV und SV gehdren, rufen

beim Menschen akute Gastroenteritiden hervor [10].

1.2 Die Calicivirus-Gastroenteritis beim Menschen

1.2.1. Stabilitat, Infektiositat, Transmissionswege

Humane Caliciviren (HuCV) sind unter Umweltbedingungen Uber einen grof3en
Zeitraum stabil. In verschiedenen Versuchen wurde das Virus unter anderem
Uber drei Stunden bei Raumtemperatur (RT) und pH 2,7 inkubiert, bei 4 °C 18
Stunden lang 20%igem Ather ausgesetzt und 30 Minuten lang auf 60 °C erhitzt.
Es konnte nachgewiesen werden, dass unter diesen Bedingungen die
Infektiositat des Virus erhalten bleibt [10, 16]. Ein hygienisches Problem ergibt

sich daraus, dass die zur Routinedesinfektion von Trinkwasser eingesetzten



Chlorkonzentrationen von durchschnittlich 3,75 - 6,25 mg/l die Virulenz des
Virus ebenfalls nicht ausreichend mindern und es auf Grund seines geringen
Durchmessers einfache Wasserfilter passieren kann [17]. HuCV sind demnach
gegenuber Chlor stabiler als Enteroviren oder andere virale Durchfallerreger,
beispielsweise Polio- (PV) und Rotaviren (RV) [10]. Erst ab Chlor-
Konzentrationen von 10 mg/l, welche erst bei bekannter Kontamination zur
Desinfektion betroffener Trinkwasseranlagen eingesetzt werden, werden HuCV
inaktiviert [17].

Es konnte gezeigt werden, dass weniger als 100 Viruspartikel ausreichen, um
eine akute Gastroenteritis beim Menschen hervorzurufen, welches auf einen
hohen Grad an Infektiositat bedeutet [18] und so eine Problematik in Bezug auf
Epidemien hervorruft. Hauptibetragungswege sind fakalienverseuchte
Trinkwasser und Nahrungsmittel (Austern, Salat), kontaminierte Oberflachen
und im direkten personlichen Kontakt unter anderem das Aerosol von
Erbrochenem, wenn es oral aufgenommen und geschluckt wird [10]. Austern
kommt eine besondere Bedeutung zu, da sie meist roh verzehrt und haufig mit
verschmutztem Wasser gedungt werden und auf3erdem die Fahigkeit besitzen,
das Agens zu konzentrieren [19].

Der Virusnachweis durch EM, IEM, RT-PCR, Radioimmunoassay (RIA) oder
Enzymimmunoassay (EIA) gelang bisher aus Stuhl und Erbrochenem, nicht
jedoch aus nasopharyngealem Sekret symptomatischer Patienten. Dies macht
eine respiratorische Ubertragung unwahrscheinlich, wohingegen die fakal-orale
Ubertragung als haufigster Weg angesehen werden kann [10]. Die Amplifikation
durch die Polymerase-Region ist die sensitivste und daher heute am haufigsten
angewendete Nachweismethode. Die Nachweisgrenze liegt hier zwischen 10

und 100 Virusgenomen [18].

1.2.2 Pathogenese, klinisches Bild

HuCV werden oral aufgenommen und passieren aufgrund ihrer Saurefestigkeit

ohne Virulenzverlust den Magen. Es gibt Hinweise dafur, dass der primare



Replikationsort im oberen Intestinaltrakt liegt. In bioptisch gewonnenem Material
aus dem proximalen Dinndarm, vor allem Jejunum, wird bei histologisch
intakter Mukosa, elektronenmikroskopisch eine Verkurzung, Verbreiterung und
Abstumpfung der Mikrovilli nachgewiesen. Es kommt zu einer Infiltration mit
Mononuklearen Zellen und zytoplasmatischen Vakuolisierungen. Diese
Veranderungen werden auch dann beobachtet, wenn die infizierten Probanden
asymptomatisch sind. Erbrechen und Ubelkeit erkrankter Patienten, welche
trotz histologisch unverandertem Magen auftreten kann, werden am ehesten
durch Magenentleerungsstorungen verursacht [10].

Die akute HUCV-Gastroenteritis verlauft beim ansonsten gesunden Patienten so
mild, dass es nicht zu einer stationaren Einweisung kommt. Ein bis zwei Tage
nach der oralen Aufnahme werden die Patienten zunachst durch
Bauchkrampfe, Ubelkeit und allgemeines Krankheitsgefihl auffallig, nach
einigen Stunden kommen Diarrhéen oder Erbrechen (selten beides),
Kopfschmerzen und Myalgien hinzu. Der Patient verweigert die
Nahrungsaufnahme. Der Kranheitsverlauf bei Kindern wird haufiger durch
Erbrechen bestimmt und von hoherem Fieber begleitet als beim Erwachsenen.
Insgesammt halt die Symptomatik etwa zwei Tage an. Die Ausscheidung der
Krankheitserreger ist eine Woche nach Krankheitsbeginn beendet. Eine
Langzeitausscheidung beim immunkompetenten Patienten kann bis zu acht
Monate andauern [10]. Im Marz 2003 wurde der Fall eines mit Azathioprin und
Cyclosporin immunsupprimierten Patienten publiziert, der dauerhaft Uber
mehrere Jahre CV-RNA ausgeschieden hat und Uber diesen Zeitraum auch
persistierend an Diarrhoen litt. Bis zum Ende des Beobachtungszeitraums
konnte eine Virusausscheidung mittels PCR und Elektronenmikroskopie

nachgewiesen werden [20].

1.2.3 Immunitat

Die Immunitat gegentuber den HuCV ist noch weitgehend ungeklart.

Verschiedene Resistenzmuster konnten bis heute beobachtet werden. Eine



Kurzzeitimmunitat schutzt den Patienten sechs bis vierzehn Wochen vor einer
Neuinfektion mit dem selben Serotyp [21]. Die Langzeitimmunitat betreffend hat
eine Studie gezeigt, dass die Halfte der getesteten Probanden sowohl bei der
Erst- als auch bei einer Zweitinfektion im Abstand von 27 bis 42 Monaten
gastrointestinale Symptome entwickeln, die andere Halfte wird weder bei der
Erst- noch bei der Zweitinfektion klinisch auffallig. Gerade nicht erkrankte
Patienten weisen vor der Zweitinfektion einen sehr geringen oder gar keinen
Antikorpertiter im Serum auf [22]. Eine Erklarungsmoglichkeit ist, dass bei
unterschiedlichen ~ Probanden  verschiedene  genetisch  determinierte
Virusrezeptoren im Intestinaltrakt existieren, durch die das Virus nur schlecht

oder gar nicht in die Zelle Ubertreten kann [23].

1.2.4 Epidemiologie, Bedeutung im Verhaltnis zu anderen Erregern

Seit 1995 damit begonnen wurde, die RT-PCR mit einer Mischung
unterschiedlicher Primer zur Routinediagnostik von HuCV zu nutzen, wurde
deutlich, dass sie in ihrer Rolle als weltweiter Erreger akuter Gastroenteritiden
(AGE) in ihrer Haufigkeit stark unterschatzt worden waren. Frankhauser et al.
identifizierte sie 1998 sogar in 94 % einer Serie von 90 Ausbrichen nicht-
bakterieller AGE in den USA [24]. Ahnlich hohe Pravalenzen fand man in
Studien in den Niederlanden [25], in GroRbritannien [26], Japan [27] und
Australien [18, 28]. Pravalenzstudien mit Hilfe von Antikérperbestimmungen in
der Bevolkerung zeigten, dass Ak gegen NV in den USA von der frihen
Kindheit bis ins Erwachsenenalter langsam erworben werden, so dass im Alter
von 50 Jahren circa 50 % der Individuen seropositiv sind [10]. In Staaten wie
Bangladesh sind dagegen schon im Alter von vier Jahren und in Ga-Rankuwa,
Sudafrika, schon mit zwei Jahren nahezu 100 % der Kinder Ak-positiv [10].

Zusammenfassend handelt es sich beim HuCV um ein Virus, das auf jedem
Kontinent vorkommt und eine ausgesprochen hohe Anzahl an Subtypen
aufweist. Die genaue weltweite Verteilung ist noch nicht vollstandig geklart. Die

hohe Frequenz, mit der neue Subtypen entdeckt werden und das Fehlen eines



Anzuchtmodells, erschweren die Arbeit verschiedener Forschungsgruppen, die

sich mit der Entwicklung eines geeigneten Impfstoffs beschaftigen.

1.3 Grundlagen

1.3.1 Struktur des Genoms der CV

Hinsichtlich von Genomorganisation und Sequenz sind jeweils Lagovirus (LV)
und SV sowie Vesivirus (VV) und NV eng miteinander verwandt. Die Abfolge
der genetischen Informationen fir strukturelle und nichtstrukturelle Proteine ist
bei allen vier Genera weitgehend identisch [9]. An das 5°-Ende der
tierpathogenen CV st ein Protein, das VPg, angehangt, fur dessen
Vorhandensein es bei den humanpathogenen CV jedoch noch keine
eindeutigen Beweise gibt. Darauf folgen in 5°-3'-Richtung jeweils die
Informationen von Nucleosidtriphosphatase (NTPase), VPg, Proteinase (Pro),
RNA-abhangige-RNA-Polymerase (Pol), Capsid und einem basischen Protein,
dessen Funktion noch unklar ist. Folglich geht bei allen CV der
Capsidinformation die Information fir ein langes nichtstruktuelles Protein
voraus. Dieses wird als Ganzes abgelesen. Die nichtstrukturellen Virusproteine
entstehen durch Spaltung dieses Vorlauferproteins mit Hilfe einer einzige
Cystein-Protease (Pro) [29].

Am unteren Bildrand der Abbildung 2 (s. u.) befindet sich die subgenomische
RNA. Hierbei handelt es sich um ein etwa 2,3 kb langes RNA-Molekul, das die
genetische Information fir das Capsid und ORF3 enthalt. Es wird davon
ausgegangen, dass es auch bei den humanpathogenen Genera (SV und NV)
vorkommt, wenngleich sein Vorhandensein erst flr tierpathogene Vertreter
bewiesen werden konnte [29]. Bei diesen befindet es sich neben dem Genom
im Virusinneren und dient vermutlich als weitere Matritze fur die
Capsidsynthese. Auch die subgenomische RNA weist am 5°-Ende ein VPg auf

und ist am 3’-Ende polyadenyliert [29].



Genomische RNA (7,4-8,3 kb)

ORF1 ORF2
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VPQH Capsid + 3’-terminaler ORF }—{(A) 3

Abbildung 2: Schematische Darstellung von Genomorganisation und Benutzung der
Open-Reading-Frames (ORF) und subgenomischer RNA anhand exemplarischer
Caliciviren der einzelnen Genera [9]. Lagovirus: RaCV/LV/IRHDV/GH/1988/GE (GenBank
accession no. M67473), Norovirus: HUCV/NV/I/Norwalk/1968/US (GenBank accession no.
M87661), Sapovirus: HuCV/SV/Manchester/1993/UK (GenBank accssecion no. X86560),
Vesivirus: FeCV/VV/FCV/F9/1958/US (GenBank accession no. M86379). Pfeilspitzen markieren
die Stelle, an der sich das erste AUG des ersten ORF befindet. NTPase =
Nucleosidtriphosphatase, VPg = Virusprotein, PRO = Protease, POL = Polymerase. Die
schraffierte Flache im Vesivirus-Genom markiert die Leadersequenz des Capsid-

Vorlauferproteins.

Im Gegensatz zu SV und LV, die nur zwei ORF besitzen, zeigen NV und VV
drei ORF [29]. Innerhalb dieser zwei mdglichen Organisationsformen
verschmilzt das Capsidgen entweder mit ORF1 zu einem einzigen grolden
Polyprotein-Gen (LV und SV) oder das Capsidgen ist in einem eigenen ORF
kodiert, der in einigen Basenpaaren mit ORF1 Uberlappt (VV und NV) (siehe
Abbildung 2).



1.3.2 Genomorganisation der NV

Humane NV werden in zwei Genogruppen unterteilt (GGl und GGll) [29]. Eine
dritte Gruppe (GGIIl) wird durch das tierpathogene Jena-Bovine-Virus (JBV)
prasentiert [30]. Unterschiede zwischen den zuerst genannten bestehen darin,
dass die Gesamtlange des Genoms der GGlI-Viren durchschnittlich 200 nt
kUrzer ist und dass diese Viren in der 5’-Region bemerkenswerte
Sequenzunterschiede zu GGIlI aufweisen. Sie reflektieren moglicherweise
Differenzen in Bezug auf Sekundarstruktur und Regulatorsignale [29].

Zwischen ORF1 und ORF2 befindet sich bei beiden Genogruppen ein
Frameshift, so dass das 5°-Ende des Capsids das 3'-Ende der Polymerase-
Region uberlagert. Bei Viren der GGI Uberschneiden sich diese Regionen mit
17 nt, bei denen der GGII mit 20 nt [29].

In ORF1 beider Genogruppen beginnen 4 nt upstream vor der Grenze zu ORF2
repetitive Sequenzen von 24-26 nt Lange. Es wird vermutet, dass diese
Sequenzen Regulatorfunktion besitzen und die subgenomische RNA
begrenzen. Eventuell spielen sie auch eine Rolle bei der Replikation und
Transkription des Virus oder bilden Signale zur Verpackung der RNA ins Capsid
[29]. Der zweite Frameshift, zwischen ORF2 und ORF3, hat zur Folge, dass der
dritte ORF wieder im gleichen Leserahmen wie ORF1 liegt. Bei beiden
Genogruppen betragt dieser letzte Frameshift nur eine Base [29].

Zu GGl gehoren beispielsweise, mit einem Genom von ca. 7,7 kb, das Norwalk-
Virus (NorV), Southhampton-Virus (SouV), Desert-Shield-Virus (DSV), Queens-
ArmsVirus  (QAV), Winchester-Virus (WinV), Musgrove-Virus (MusV),
Sindlesham-Virus (SinV), Hesse-Virus (HesV) und Chiba-Virus (ChiV). Zu GGlI
werden unter anderem das Lordsdale-Virus (LorV), Hawaii-Virus (HV), Mexico-
Virus (MX), Melksham-Virus (MelV), Hillingdon-Virus (HilV), Leeds-Virus
(LeeV), Snow-Mountain-Virus (SMV), Toronto-Virus (TorV) und Bristol-Virus
(BriV), Seacroft-Virus (SeaV), Amsterdam-Virus (AmsV), Carlton-Virus (CarV),
Mt-Keira-Virus (MtKV) und das Camberwell-Virus (CamV) gezahlt [10, 30].
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1.4 Das Capsid

Alle Viren mit kubischer Symmetrie sind lkosaeder, das heildt, durch zwanzig
gleichseitige Dreiecksflachen begrenzte Korper. Dreht man einen lkosaeder, so
fallt der Blick abwechselnd auf die Achsen der zwei-, drei- und funffachen

Symmetrie [31].

Abbildung 3: Ikosaeder aus unterschiedlichen Perspektiven

Auch das NV-Capsid hat ein ikosaedrisches Grundgerust mit einer molekularen
Masse von circa 58 kDa. Es ist dabei aus 180 Einzelkopien, also 90 Dimeren
eines einzigen \Virusproteins zusammengesetzt, welches somit alle
funktionellen Aufgaben wie strukturelle Integritat, Immunogenitat und Infektivitat
erfullt [32]. Die strukturelle Zusammensetzung des Capsids aus vielen
identischen Kopien eines einzigen Proteins kommt bei pflanzenpathogenen
Viren relativ haufig vor. Unter den tier- und humanpathogenen Erregern gibt es
dagegen aufter dem CV nur noch ein einziges Virus, das Nodavirus, das eine
ahnliche Strukturidee aufweist [32].

Neunzig Dimere bilden gemeinsam einen Mantel, aus dem neunzig
bogenformige Kapsomere herausragen. Auch wenn keine RNA verpackt wird,
ergibt sich durch Kultivieren im Baculovirus diese typische Struktur, die
rekombinanten ,virus-like particles” (rVLPs), die unter anderem in der
Forschung am Capsid Verwendung finden. Auch kleinere rVLPs aus
beispielsweise nur sechzig Proteinen kénnen durch selbstandige

Zusammenlagerung entstehen.
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Abbildung 4: Elektronenmikroskopische Darstellung des Capsids [9]. Die Kelchartigen
Strukturen auf der Oberflache sind charakteristisch fir Caliciviren. A: Bildliche Rekonstruktion
von Pan-1 (primate Calicivirus) durch Kryo-Elektronenmikroskopie (KEM) B: Bildliche

Rekonstruktion von rekombinanten Norwalk ,virus-like particles” durch KEM.

Die neunzig bogenférmigen Kapsomere befinden sich an allen zweifachen
Symmetrieachsen des T = 3 ikosaedrischen Gittergerists und sind so
angeordnet, dass sich die Kavitaten an allen drei- und flnffach gefalteten
ikosaedrischen Achsen befinden. So entstehen insgesamt 32 Kavitaten, die in

der Aufsicht wie Kelche aussehen [10].

Abbildung 5: Geometrie des Virus. Die funfeckigen Kelche sind zur Verdeutlichung der
Geometrie verdunkelt, und die sechseckigen Kelche aufgehellt dargestellt.
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Zwolf der Kelche befinden sich in den funffachen Symmetrieachsen, mit einer
kleinen Erhebung mittig auf dem Grund des Kelchs (Abbildung 7a: 5). Die
anderen zwanzig Kelche liegen in den dreifachen Symmetrieachsen und sind
zentral flach (Abbildung 7a: 3). Ihre Anordnung laRt sich mit einem Fuf3ball
vergleichen: Um ein Funfeck (schwarz, funffache Symmetrieachse) herum
liegen jeweils finf Sechsecke (weil3, dreifache Symmetrieachse). Die
Kapsomere spiegeln die Ecken der Funf- und Sechsecke wieder.

Wird der Radius von innen nach aul3en verfolgt, so befindet sich zwischen 105
und 145 A eine kontinuierliche Massendichte, der Mantel um die RNA. Von dort
aus ragen die Bdgen bis 190 A heraus und sind an der héchsten Stelle zu einer
rechteckigen Plattform (50 x 70 A) abgeflacht (Abb. 7a und 7b). Die dazwischen
liegenden Kavitdten sind 40 A tief und betragen 90 A im Durchmesser.
Bemerkenswert ist, dass diese Abfolge von aulden nach innen auch genau der
Abfolge der einzelnen Domanen von N- nach C-terminal innerhalb des
Capsidproteins entspricht.

Elektronenmikroskopisch konnen zwei Teile differenziert werden: Die S-
Domane, die als klassische achtfach gefaltete B-Faltblatt-Struktur dem Mantel
(Shell) um die RNA entspricht, und die P-Domane, die die bogenférmigen
Auslaufer (Protruding Region) bildet. Vor der S-Domane befindet sich N-
terminal die sogenannte N-Domane, die das Kapsid von innen ausfullt. Bei S
und N handelt es sich um konservierte Regionen, N gilt sogar als
hochkonserviert innerhalb aller verschiedenen Caliciviren [10].

Aus Kryo-EM-Rekonstruktionen ist bekannt, dass die C-terminale P-Domane
zwei unterschiedliche Subdomanen enthalt, wobei sich die erste, P1, wiederholt
(P1 - P2 - P1) (Abbildung 6a) [32]. Die P2-Domane ist die Region des
Capsidproteins, die die hochste Sequenzvariabilitat unter den NV aufweist. Aus
ihr entsteht der Teil des Bogens, der am weitesten herausragt und eine
Plattform bildet. P1 dagegen formt die Seitenpfeiler des Bogens. Die Exposition
der P2-Region auf der Plattform des Bogens steht in Einklang mit der
Annahme, dass es sich bei ihr um die Antikdrper-Bindungsstelle handelt. Der

Region E innerhalb von P2 scheint diesbezlglich auch eine groRe Bedeutung
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zu zu kommen, da sich gezeigt hat, dass sich beim Feline CV die

Neutralisationsspezifitat andert, wenn diese Region alteriert [10].

A | N | P1 | P2 | P1
(10-49) (50-225) (226-278) (279-405) (406-520)
<t Shell -« Protruding >
Region 1 k2T Region 2 Region 3
(1-280) (281-404) (405-530)
konserviert variabel konserviert
D E
(412-425)  (426-521)

A B F
(1-120) (121-396) (397-411) (426-460) (490-520) (522-668)
konserviert konserviert variabel T variabel konserviert

konserviert

Abbildung 6a, 6b und 6c: Das Capsidprotein als Strang mit Darstellung der variablen und
konservierten Regionen. 6a: Primarstruktur des Capsidproteins. (N = N-Terminus, S = Shell-
Doméne, P1 und P2 = Protruding-Regions). 6b: Das Capsidprotein grob eingeteilt nach
variablen und konservierten Regionen. Hierbei korrespondieren die Abbildungen 6a und 6b im
jeweiligen GrofRenverhaltnis und den Langen der Abschnitte. K-227/T markiert die Trypsin-
Spaltstelle zwischen Lysin und Threonin. 6c: Detaillierte Darstellung der variablen und
konservierten Regionen anhand eines Beispiels aus der Gruppe der Vesiviren. In der Region E
sind mit zwei Pfeilen die Stellen gekennzeichnet, anhand denen bei FCV der Wechsel der

Neutralisationsspezifitat gezeigt werden konnte.

Auf Basis der Lokalisation und unter Bertcksichtigung der ikosaedrischen
Symmetrieachsen werden die 90 Kapsomere in zwei Subtypen unterteilt. Typ 1
besteht aus einer A- und einer B-Untereinheit und Typ 2 aus zwei C-
Untereinheiten. Die A/B-Dimere umgeben die Achsen der flunffachen
Symmetrie, wahrend die C/C-Dimere zwischen den pentametrischen Ringen
der A/B-Dimere lokalisiert sind. So gibt es bei 60 A/B Dimeren nur 30 C/C-
Dimere [32].
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Abbildung 7a und 7b. 7a: Elektronenmikroskopische Darstellung des Norovirus Capsids. Mit
LAY ,BY und ,C* werden unterschiedliche Formen der Quartarstruktur der Protruding-Region
bezeichnet. ,3“ und ,5" markieren die Lokalisationen drei- und fiinffacher Symmetrie. 7b:

Zentraler Querschnitt eines rVLPs. ,S" steht fur shell, und ,P* fur protruding Region [32].

Trotz identischer Primarstruktur kdnnen unterschiedlich konfigurierte Proteine
entstehen, da S- und P-Domane bei Aminosaure 225 durch eine anpassungs-
fahige Verbindung verknipft sind. Diese erméglicht Anderungen in der relativen
Orientierung der beiden Domanen zueinander, so dass sich A, B und C in ihrer
Konformation unterscheiden und so in das ikosaedrische Gitter passen. Dazu
kommt, dass in Bezug auf das N-terminale Ende bei B die ersten neun und bei
A und C die ersten 28 Aminosauren funktionell verandert sind. In der
Quartarstruktur des Capsids interagiert dieser langere funktionelle Arm von B
mit der benachbarten S-Domane der C Untereinheit. Zwischen A und B gibt es
dagegen diverse Wasserstoffbrickenbindungen, die zwischen C und C nicht
existieren [32].

Trotz dieser weitreichenden Erkenntnisse ist noch nicht bekannt, wie es zu
genau dieser Faltung der Polypeptidkette kommt, worin das Signal zu

Konformationsanderung zwischen A, B und C besteht, wo genau die Stamm-
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Spezifitat, Antigenitat und Rezeptor-Bindungsstelle lokalisiert sind und wie die
selbstandige Zusammenlagerung (,self-assembly’) des Virus ermdglicht wird
[32]. Dennoch wird an dieser Stelle bereits klar, warum bereits kleinste
Veranderung in der Basenabfolge des Capsidgens weitreichende Folgen in

Bezug auf Konformation und Antigenitat haben konnen.

1.5 Mutationen und genetischer Informationsaustausch zwischen Viren

Wie alle Lebewesen unterliegen auch Viren den Gesetzen der Evolution.
Mutationen verandern das Genom und nattrliche Selektion entscheidet, welche
der entstandenen Neumutationen am besten lebensfahig ist und sich somit im
Laufe der Zeit am starksten vermehren wird [33].

Mutationen kdnnen verschiedene Ursachen haben. Nicht nur durch chemisch-
physikalische Einwirkung (UV-Licht, Nitrit, Rontgenstrahlen) kommt es zu
Defekten mit fehlerhafter Reparatur, auch bei jeder regelrechten Replikation
treten mit gewisser Wahrscheinlichkeit verandernde Substitutionsereignisse auf.
Da die RNA-abhangige RNA-Polymerase keine Korrekturlesefahigkeit besitzt
(fehlende 3°-5°-Exonuclease-Aktivitat) [34] ist diese Wahrscheinlichkeit fur
RNA-Viren verhaltnismalig hoch. Im Vergleich: RNA-Viren: 1/10.000, DNA-
Viren: 1/100.000 bis 1/100.000.000, zellulare DNA: 1/10.000.000.000 [33].
Zusatzlich haben verschiedene Viren durch Rekombination, Reassortierung und
Komplementation die Maoglichkeit, genetisches Material untereinander
auszutauschen [33]. Komplementation ist die Wiederherstellung eines zuvor
durch Mutation inaktiv gewordenen Genprodunkts durch Austausch von
genetischen Informationen. Das fehlende oder defekte Gen kann durch ein
Helfervirus oder das Wirtsgenom bereitgestellt werden [33]. Diese Methode wird
von DNA-Viren angewendet. Reassortierung ist eine Methode, die nur von
segmentierten Viren, beispielsweise von Influenza-A-Viren angewendet wird.
Bei der Doppelinfektion einer Zelle werden die einzelnen Segmente des
Genoms getrennt vervielfaltigt und anschlielend Teile beider Genome in das

neue Virus eingebaut [33]. Rekombination wird sowohl durch segmentierte als
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auch unsegmentierte Viren durchgefuhrt. Hierbei wird eine Donorsequenz in ein
kontinuierliches Akzeptor-Molekil eingefugt [35]. Es gibt verschiedene
Unterformen: Bei der homologen Rekombination wird eine bestimmte Sequenz
im Akzeptormolekul durch eine homologe Donorsequenz ersetzt. Da diese
Form nur bei homologen Parentalstrangen vorkommt, bleibt die Struktur der
Sequenz unverandert [35]. Zu Strukturveranderungen kommt es dagegen bei
aberranter homologer Rekombination, da hier Sequenzen zwischen verwandten
Viren ohne striktes Alignment ausgetauscht werden und bei nichthomologer
Rekombination, dem genetischen Austausch zwischen unverwandten
Sequenzen [35]. Die meisten Viren rekombinieren nach dem copy-choice
Modell. Nach diesem Modell enstehen Hybrid-RNA-Strange, wenn die RNA
abhangige RNA-Polymerase wahrend der Replikation von einem RNA-Strang
auf einen anderen Ubergeht. Homologe Rekombination entsteht, wenn die
Replikase genau dort weiterliest, wo sie den anderen Strang verlassen hat. Ist
dies nicht der Fall, kommt es zu nichthomologer oder aberranter homologer
Rekombination [35]. Das copy-choice Modell wurde urspringlich fur Polioviren
aufgestellt [36].

Viren sind in ihrer Entwicklung stark vom Wirt abhangig. Da das Immunsystem
des Wirts einen hohen Selektionsdruck auslbt, haben Virusspezies mit hoher
Diversitat einen Selektionsvorteil. Diversitat kann bedingt sein durch eine hohe
Vermehrungsrate mit einem schnellen turnover (bis zu 90 % pro Tag),
Rekombination, Koplementation und vor allem bei RNA-Viren durch die
Neigung zu fehlerhafter Replikation. Im Zuge dieser Anpassung kann sich auch
das Wirtspektrum verbreitern. Virusspezies mit besonders hoher Diversitat
innerhalb der Mitglieder, zum Beispiel HI-Viren, werden auch Quasispezies
genannt [37].

Durch den von Jiang et al. publizierten Verdacht der Entdeckung einer naturlich
vorkommenden Rekombinanten innerhalb der humanpathogenen Caliciviren
erschienen verschiedene Aspekte in neuem Licht. Sowohl die
Verwandschaftsverhaltnisse und die enorme Diversitat, als auch maogliche
Escape-Mechanismen bei mangelnder Entwicklung von dauerhafter Immunitat

gegen diese Viren mussen neu betrachtet werden [38]. Die Moglichkeit dieser
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Viren, aufgrund ihrer besonderen Capsidstruktur durch Konformationsanderung
auf kleine Alterationen sensibel reagieren zu kénnen, werden besonders im
Hinblick auf ihre Antigenitat und die Identifikation und Zuordnung detektierter
Stamme anhand der Polymerase-Region neu diskutiert.

Diese Arbeit zeigt das Vorkommen neuer Norovirusstamme innerhalb von
Deutschland und ihre verwandschaftliche Beziehung untereinander,
untermauert das natirliche Auftreten von Rekombination innerhalb von
Noroviren durch Nachweis zweier rekombinanter Stamme und diskutiert

verschiedener Methoden zur taxonomischen Zuordnung von Einzelstammen.
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1.6 AUFGABENSTELLUNG

Die hohe genetische Diversitat humaner Caliciviren und deren Klassifikation im
Hinblick auf Mutantions- und Rekombinationsraten innerhalb verschiedener
Genomabschnitte ist noch nicht vollstandig geklart. Die gewdhnlich verwendete
Methode zur Zuordnung zu einem CV-Stamm ist zur Zeit die Sequenzanalyse
der RNA-Polymerase-Region. Vor dem Hintergrund der Beschreibung eines
naturlich vorkommenden rekombinanten Virusstamms durch Jiang et al. ist zu
klaren, ob Rekombination humaner Caliciviren frequent naturlich vorkommt oder
ein isoliertes Ereignis darstellt. Bei gehauftem natirlichen Vorkommen in
immunologisch bedeutsamen Regionen des Virusgenoms ist fraglich, ob die
Untersuchung der Polymerase-Region fur eine eindeutige Virusbestimmung
ausreicht, oder ob zur Klassifikation nah verwandter Stamme die Verwendung

der Capsidregion erwagt werden muss [25].

Die Ziele dieser Arbeit werden wie folgt zusammengefalit:

1) Phylogenetische  Analyse @ humaner Caliciviren anhand  der
Sequenzanalyse der Capsidregion. Das Untersuchungsgut ist Virus-RNA
aus Stuhlproben an Norovirus-Gastroenteritis erkrankter Kinder im Alter
von bis zu vier Jahren aus funf deutschen Stadten (Freiburg, Hamburg,
Bochum, Erlangen und Dresden). Die RNA der Capsidregion wurde
isoliert, amplifiziert, kloniert, sequenziert und phylogenetisch analysiert.

2) ldentifikation von rekombinanten Virusstammen, den zugehdrigen
Parentalviren und der exakten Rekombinationsschnittstelle.

3) Untersuchung der Rekombinanten in Hinblick auf typische Eigenschaften
von Viren, bei denen Rekombinationsereignisse gehauft nachgewiesen
werden konnen.

4) Diskussion der Tragweite von Rekombinationsereignissen innerhalb
verschiedener Genomabschnitten im Hinblick auf die Klassifikation und

immunologische Bedeutung.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material

2.1.1 Stuhimaterial

Die verwendete Stuhlproben wurden durch zwanzig Arztpraxen in den Stadten
Hamburg, Bochum, Freiburg, Erlangen und Dresden gesammelt und stammten
von bis zu vier Jahre alten Kindern, die sich mit akuter Gastroenteritis
vorgestellt hatten. Der Zeitraum der Probengewinnung erstreckte sich Uber 14
Monate. Bis zur Verarbeitung wurden die Proben bei —20 °C aufbewahrt [39]. Im
Vorfeld dieser Studie waren alle Proben anhand der Polymerase-Region auf
das Vorhandensein von CV-RNA untersucht worden [40]. Die insgesamt 119
Proben, die ein positives Testergebnis bezlglich NV lieferten, wurden als

Material zur Charakterisierung der kompletten Capsidsequenz gewahlt.

2.1.2 Geriate

Analysenwaage Sartorius

Agarose-Gelelektrophoresesystem Pharmacia Biotech, Hoefer

Blockthermostat Eppendorf
BAS cassette 2040 Fujifilm
Brutschrank Heraeus

DNA-Sequenzierer

Applied Biosystems

Geldokumentationssystem Biorad
Heizblock Eppendorf
Imaging Plate 2040 Fuijifilm
Kunststoffklvetten Hartenstein
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Liquid Scintillation counter

PCR-Cycler

Photometer
Polyacrylamid-Gelelekrophoresesystem
Schuttelinkubator

Spannungsquelle

SpeedVac

Tischzentrifuge

UV-Kulvetten

Vortexer

Wasserbad

Zentrifuge

21.3 Enzyme

Taq DNA Polymerase in Storage Buffer B

SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq

SuperScript™ One-Step RT-PCR for Long Templates

RNasin® (40 U/ul)

Promega Rnasin® Ribonuclease Inhibitor

Herculase® Hotstart DNA Polymerase
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Wallac

Perkin Elmer, Eppendorf
Eppendorf

Hoefer

New Brunswick Scientific
Pharmacia Biotech
Heraeus, Eppendorf
Biofuge fresco
Eppendorf

Scientific Industries
Memmert

Heraeus, Eppendorf

Promega
Invitrogen
Invitrogen
Promega
Promega

Stratagene



2.1.4 Kommerzielle Testsysteme

ABI PRISM® BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit ~ Applied Biosystems

Microcon® Concentration Millipore
QIAEX Il Gel Extraction Kit Qiagen
QIAmMp® DNA Stool Mini Kit Qiagen
QIAprep® Miniprep Kit Qiagen
Zero Blunt® TOPO® PCR Cloning Kit for Sequencing Invitrogen

2.1.5 Oligonukleotidprimer

RT-PCR

Calman 1 (CalORF1-1)
Calman 6 (CalORF3-2)
Calman 8 (CalORF3-6)
Calman 10 (CalORF3-4)
Calman 12 (CalORF3-8)
Primerwalking
capseqg-1

capseq-2

capseqg-3

capseq-4

capseq-5

capseq-6

capseq-7

capseq-8

capseq-9

capseq-10

capseq-11

capseq-12

capseq-13

capseq-14

Sequenz 5’-3’

5-GCA CAC TGT GTT ACA CTT CC-3’
5-GCTGAA GAA CCT AGT CTC G-3°
5-TCT TTATCA TGT TGG AAA GAA C-3°
5-AAG AAG TGG CAG TAG GAG C-3°
5-TTG ATG GCT CCA GCT CCA GCATTG-3’
Sequenz 5’-3’

5-GAG AGC CGT TAT CGT CTG-3°
5-ATT GCG TTG CGCTCA CTG-3’
5-GA TCG GCC TTC CAA CAA GT-3°
5-CTT CCT CGC TCA CTG ACT CG-3°
5’-CCA GAC CAA GAG CCA ATG-3’
5-CCA GAC AAG AGC CAATGT TC-3°
5-CTG AGT AGT TTG GGG AGC ACC-3’
5’-GCA ACC GGC AGG AAC TTA GG-3°
5-ATG GAT TT TAC GTG CCC AG-3’
5-AGT CA CGT CTG GTG TCA-3’
5-CGG CCC AGC ATT CTA CAG-3’
5-CTG GAG TG CTT CTT GGT AG-3’
5-GGT ATC CAC AGA ATC AGG-3’
5°-ATG ACC AGT CTA CCT GAG-3’
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capseq-15
capseq-16
capseq-17
capseq-18
capseqg-19
capseq-20
capseq-21
capseq-22
capseq-23
capseq-24
capseq-25
capseq-26
capseq-27
capseq-28
capseq-29
capseq-30
capseqg-31
capseq-32
capseq-33
capseq-34
capseq-35
capseq-36
capseq-37
capseq-38
capseq-39
capseq-40
capseq-41
capseq-42
capseq-43
capseq-44
capseq-45
capseq-46
capseq-47

5°-CCA GAC AAG AGC CAATGT TC-3°
5-CTG GCT TTA ATG GAA ATC -3’
5-GAC TGG GGT GAATTT CGT G-3°
5-GTG TGA GCC ACT GTA CAT AG-3°
5-GAG AGC CGG TAT CGT CTG TT-3°
5-CTG GAG CTG CTT CTT GGT AG-3’
5-CTG ATC TCA GCC ACC GCG AA-3’
5-GGC ATA GTG GAC CTG AAG AA-3’
5-CCA CCA CGC TAG GAG ATA GA-3°
5-AGT TGG ACC CAG AGA AAT TG-3°
5-GGC AAG TGT GTA GAA CTG GT-3°
5’-CCG CCC TGA CAA AAC TGA AG-3°
5-GGC ATA GTG GAC CTG AAG AA-3°
5-TCC TGC GGA GAA CTG TGA CC-3°
5°-TAG AAT GCT GGG CCG TGG AGT-3’
5-GTT GTT GGT GCC GCT ATT-3’
5°-CGA CAA GAG ACT GTG AAG AC-3°
5-CCA CCA GGT TAC TAT GTT CC-3’
5-TTG GTATCT GCG CTC TGC TG-3°
5-CCA CCA GGT TAC TAT GTT CC-3’
5-GGT GAG CAT GCC TTG GAT CT-3°
5-ACA TGG CGA TAG CTA GAC TG-3’
5-TCATGA CTG CCT GCAATG TG-3’
5°-AAG AGA CAG GAT GAG GAT-3’
5-ATG TTG ACA GCS GAC ACT GG-3°
5-GTT GTT GGT GCC GCT ATT GC-3°
5°-CGT GAG GAC TCG ACA AGA GA-3’
5-TGA AGT GCA GGT AAT CCT CG-3°
5-GGT TAT TAC CGT CCT GGA TG-3’
5-TCC TCG CTC ACT GAC TCG CT-3’
5-TGT AAC TTC AGA GAG CGC AC-3°
5-AAT TGC GTT GCG TC ACT GC-3’
5-GAG AGA GCC GTT ATC GTC TG-3’
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capseq-48 5-CCA GAC AA AGC CAATGT TC-3°

capseq-49 5°-TGT GCC GGT CTC CGT TAT CG-3°
capseg-50 5’-TCG AAT GAC GCC AAC CCATC-3°
capseq-52 5-TCT GAT GTC CTT GGC TCT GG-3°
TOPO-Cloning-Reaktion Sequenz 5’-3’

M13 Forward 5’-GTA AAA CGA CGG CCA G-3°

M13 Reverse 5’-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3°

T3 5°-ATT AAC CCT CAC TAA AGG GA-3’
T4 5°-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’
TopoBlunt-Seq 1 5’-CGC CAA GCT CAG AAT TAA CC-3’
TopoBlunt-Seq 2 5-CGA CGG CCA GTG AAT TGT AA-3’

2.1.6 Kompetente Bakterien und Plasmide

E. coli TOP 10 Zellen Invitrogen
E. coli DH5a-T1 Gibco BRL
E. coli JM 109 Invitrogen
PCR® 4Blunt-TOPO® Invitrogen

2.1.7 Medien, Puffer, Losungen

21.71 Bakterienkultur

LB Medium (flussig) 2% LB Broth base
0,1% NaCl

LB Agar 1% Trypton
0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl
2% Agar
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Ampicillin-Stocklésung

1-fach LB-Medium mit Ampicillin

LB-Ampicillin Agarplatten

LB-Platten fir JM 109 E.coli

LB-X-Gal-Platten

SOC-Medium

Glycerol-Stocks

2.1.7.2 Plasmid-Aufreinigung

TE — Puffer

Natrium-Acetat
Isopropanol
70 % Ethanol

100 mg Ampicillin/ml Lésung

20 ml 5-fach LB-Medium

Ad 11 A. bidest

bei 55 °C Ampicillin dazu

1ml Ampicillin- Stock/I Medium

55°C: 1ml Ampicillin-Stocklésung dazu

10 ml IPTG (2g+10 ml H20) + Filtern
oder jede fertige Platte mit 100pl IPTG

ausplattieren

+ 4 ml X-Gal

2% Trypton

0,5% Hefeextrakt
10 mM NaCl

2,5 mM KCI

10 mM MgCl,

10 mM MgSO,
20 mM Glucose

70% ige Glycerol-Lésung

10mM Tris/HCI pH 8.0; 0.5 mM EDTA
+ 1/10 RNase A ( 2mg/ml )
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21.7.3 Agarose-Gelelektrophorese

6 x DNA-Ladepuffer

TAE-Puffer

Agarose-Gel

2.1.7.4 Chemikalien

Reagenz

Agar

Agarose
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
CaCl,
Dimethylformamid
dNTP’s (je 10 mM)
EDTA

Essigsaure
Ethidiumbromid
GeneRuler® 1, 3 und 10 kb DNA Ladder
Glucose

Glycerol

Glycin

HCI

Hefeextrakt

Isopropanol
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30 % Glycerol
0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol

40 mM Tris-Base

1 mM EDTA

20 mM Essigsaure
pH 8,0

1 %, mit Ethidiumbromid

Firma

ICN
Cambrex
Roth

Sigma
Calbiochem
Merck
Promega
AppliChem
Merck

Roth

MBI Fermentas
Merck

Roth

Roth

Merck

Roth

Merck



Isopropyl-3-D-Thiogalaktosid (IPTG) Roth

Kaliumacetat Merck
KCI Fluka Chemika
LB Broth base Invitrogen
Magermilchpulver Lasana
Methanol Merck
MgCl, Merck
MgSO, Merck
MnCl, Merck
NaCl Merck
NaOH Merck
SDS Roth

2.2 Molekularbiologische Methoden, Vorgehensweise

2.2.1 RNA-Extraktion aus Stuhlproben mit QIAmp® DNA Stool Mini Kit

Zu Beginn der Extraktion von RNA aus Stuhlproben wurden 180-200 mg
gefrorener Stuhl in 1,4 ml ASL-Puffer aufgetaut. Bei ausreichender Stuhlmenge
wurde jeder Extraktionsschritt gleichzeitig mit einem Duplikat durchgefuhrt, um
fur spatere Konzentrierungsschritte eine ausreichende LOsungsmenge zur
Verfligung zu haben. ASL-Puffer lysiert Lipopolysaccharide und zerstort so
Zellwandbestandteile im Stuhlmaterial. Um mechanische Schaden an der RNA
weitgehend zu vermeiden, wurde die Probe vorsichtig geschwenkt und mit
einem Glasspatel umgeruhrt bis sich der Stuhl vollstandig geldst hatte. Die
entstandene Suspension inkubierte zur Zelllyse fur 5 min. im auf 70 °C
vorgewarmten Heizblock und wurde nach erneutem Schwenken 1 Minute
zentrifugiert. Alle Zentrifugationsschritte der Extraktion erfolgten bei 20.000 xg
(~14.000 rpm). 1,2 ml des Uberstands wurden in ein neues Eppendorf-
Roéhrchen (EpR) mit einer halben Tablette InhibitEX™ geflllt, das Pellet wurde

verworfen. InhibitEX™ bindet Nukleinsaure schadigende Substanzen und PCR-
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Inhibitoren. Die Tablette wurde durch Schwenken geldst und die Suspension
inkubierte bei Raumtemperatur (RT) 1 min. lang. Um die FlUssigkeit besonders
grandlich von Verunreinigungen zu befreien, wurde diese zweimal je 3 min.
zentrifugiert und das Pellet nach jedem Schritt verworfen. Je 200 pl des
Uberstands wurden in neue EpR mit 15 pl Proteinase K Uberfiihrt und mit 200 pl
AL-Puffer so lange geschwenkt, bis sich eine homogene Flissigkeit bildete. Die
Proben wurden kurz zentrifugiert und inkubierten im Anschluf3 10 min. bei 70
°C. Nach Zusatz von 200 ul 96 %igem Ethanol wurde das gesamte Lysat eines
EpR auf eine QIAmp Elutionssaule pipettiert und eine Minute lang zentrifugiert.
Die Elutionssaule bindet Nukleinsauren (NS) mit Hilfe einer Silikatgel-Membran.
Nacheinander erfolgten zwei Waschschritte mit je 500 ul Puffer AW1 und AW2.
Nach Verwendung von Puffer AW1 wurde eine Minute und nach Puffer AW2
drei Minuten lang zentrifugiert und das Filtrat nach jedem Zentrifugationsschritt
verworfen. Im letzten Schritt empfiehlt der Hersteller, die NS mit Hilfe von 200 pl
salzarmem AE-Puffer aus dem Silikatgel der Saule zu l6sen. Um an dieser
Stelle bereits eine Konzentrierung vorzunehmen, wurden statt 200 pl nur 50 pl
AE-Puffer verwendet. Nach Inkubation von einer Minute wurde die Saule in ein
frisches EpR gestellt und eine Minute lang zentrifugiert. Alle Elutionen von
gereinigten Nukleinsauren aus urspringlich der selben Stuhlprobe wurden zu
circa 150-200 pl vereinigt, zum Schutz der RNA vor RNAsen mit RNAsin
(Promega, 40 U/ul) versetzt und unmittelbar fur die Amplifikation verwendet.
Extraktion, Preparation des Reaktionsansatzes und Amplifikation wurden in

separaten Raumen durchgeflhrt.

2.2.2 Konzentrierung der RNA mit Microcon-Tubes

Mindestens 400 pl Eluat wurden auf eine Microcon-Saule pipettiert und 12 min.
bei 500 x g zentrifugiert. Die Saule wurde invertiert und 3 min. bei 1000 x g

zentrifugiert. Dadurch wurde die Gesamtmenge des Eluats auf wenige ul

reduziert. Erst im Anschluf® wurde RNAsin hinzugefugt.
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2.2.3 Photometrische Bestimmung von RNA-Konzentration, Gesamt-RNA

und Reinheit der Probe

Spektrophotometrische  Messungen ermdglichen unter anderem die
Bestimmung der Nukleinsdurekonzentration in einer Losung, da Nukleinsduen
bei einer bestimmten Wellenlange monochromatisches Licht proportional zu
ihrer Konzentration absorbieren. DNA und RNA besitzen gleichermal3en bei
260 nm ein Absorptionsmaximum. Die Proben wurden abhangig vom
Gesamtvolumen 1:10 bis 1:40 mit A. bidest auf 200 ul verdunnt. Die verdinnte
Probe wurde in eine Quarzglaskuvette Uberfuhrt und bei OD2so photometrisch
gegen den Leerwert (A. bidest) gemessen. Unter Berlcksichtigung der
Verdunnung wurde die Konzentration der NS anhand des Lambert-Beerschen
Gesetzes ermittelt:

c (ug/ml)= OD2s0 x F x V

¢ = Konzentration, V = Verdlnnungsfaktor, F = Multiplikations-Koeffizient
(ssRNA: 40 pg/ml). F sagt aus, dass eine Absorption von 1 bei 260 nm
Wellenlange einer ssRNA-Konzentration von 40 upg/ml entspricht. Die
Gesamtmenge an Nukleinsauren errechnet sich nach:

NS-gesamt (ug) = ¢ x Volumen (ml)

Eine zusatzliche Messung bei 280 nm laldt eine Aussage Uber Verunreinigung
mit Proteinen oder Phenol (Maximum bei 320 nm) zu. Bei sauberer
Aufreinigung sollte der Quotient OD260/OD2so fur DNA bei 1,8 und fir RNA bei
2,0 liegen [41].

2.2.4 Amplifikation mittels RT-PCR (SuPERSCRIPT™ One-Step RT-PCR with
PLATINUM® Taq)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) wurde 1984 von Mullis entwickelt und
dient der schnellen Amplifikation von DNA-Fragmenten mittels hitzestabiler
Tag-Polymerase. Zwei Oligonukleotidprimer (sense- und antisense, 20-30 nt

lang) legen den zu vervielfaltigenden Sequenzbereich fest. Aufgrund der
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Spezifitat der Primer kann die PCR auch als Nachweismethode genutzt werden.
Der Standard-PCR-Zyklus im Thermocycler setzt sich aus den Phasen
Denaturierung (ca. 94°C), Annealing (45-64°C) und Elongation (ca. 72°C)
zusammen. Die Anzahl der Zyklen ist variabel. Die Reverse-Transkriptase-PCR
(RT-PCR) ist eine Sonderform der PCR zur Amplifikation von RNA. Im ersten
Elongationsschritt (hier 30 min. bei 50°C) schreibt die Reverse-Transkiptase-
Polymerase RNA in komplementare DNA (cDNA) um. In den folgenden
Schritten wird die cDNA durch die Tag-Polymerase weiter vervielfaltigt.

Der hier verwendete RT/Platinum Tag Mix enthalt SuperScript || H-Reverse
Transcriptase (SSIIRT) und PLATINUM® Tag DNA Polymerase (TDNAP), welche
bei Raumtemperatur durch Antikérper (Ak) blockiert ist. Dadurch bedingt
beginnt die Elongationsphase mit einem ,hot start und es erhdhen sich
Sensitivitat, Spezifitat und Effektivitat der PCR. Im Anschlul3 an die RT-
Elongation wird der Ansatz auf 94°C erhitzt. Bei dieser Temperatur 16sen sich
die Ak von der Tag DNA Polymerase, die RNA/cDNA-Hybride schmelzen und
die SSIIRT wird inaktiviert. Der Versuchsablauf erfolgte laut
Herstelleranweisung (s.u.). Bei der Festlegung der Elongationszeit wurde nach
Angaben des Herstellers 1kb pro Minute als Schreibgeschwindigkeit der Taq
DNA Polymerase angenommen.

Komponenten

RT/Platinum Taq Mix SuperScript Il H-Reverse Transcriptase
Taq DNA Polymerase

2X Reaction Mix Puffersystem, Mg2+, Stabilisatoren, dNTPs (200 pM)

MgS0O4 5 mM und 50 mM

Ansatz fur eine Reaktion Volumen Konzentration

2X Reaction Mix 25 ul

RNA Template 7 ul 10 pg-100 pg

Primer sense (10 pmol/ul) 5ul 0,2-0,4 uM

Primer antisense(10 pmol/pul) 5ul 0,2-0,4 uM

RT/Tag-Mix 2l

A.bidest (RNase frei) 6 pl

-> RT-PCR-Ansatz 50 pl
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Zyklus Temp. Zeit Temp. Zeit Temp. Zeit

1x 50 °C 30 Min. - 94°C 2 Min.
40 x 94 °C 30Sek. > 55°C 30Sek. » 68°C 3 Min. 10 Sek.
1x 72 °C 7Min. > 4°C o0

2.2.5 Amplifikation mittels nPCR (Herculase® Hotstart DNA Polymerase)

Um Sensitivitat und Spezifitat des Nachweises durch Amplifikation zu erhéhen,
wurde eine nested PCR (nPCR) angeschlossen. Dazu wurden jeweils zwei
neue Primerpaare gewahlt, deren Sequenz innerhalb der in der RT-PCR
amplifizierten Sequenzen lagen. Um die Wahrscheinlichkeit des Falschablesen
bei nPCR zu reduzieren, wurde Herculase® Hotstart DNA polymerase
(Stratagene) verwendet. Das Polymerasegemisch (s.u.) ist unterhalb der
Denaturierungstemperatur mit Ak blockiert (,hot start“) und enthalt eine 3’-5'-
Exonuclease-Aktivitat mit Korrekturlesefahigkeit. Die Pfu DNA Polymerase
generiert ein PCR-Produkt mit stumpfen Enden. Gemal der Hersteller-
empfehlung wurde eine Elongationstemperatur von 72°C bei einer
Elongationszeit von 1min. pro kb Template und eine Denaturierungstemperatur
von 92°C gewahlt. Die Schmelztemperatur (Tm) der gewahlten Primer lag unter
60°C.

Komponenten

Enzyme Herculase® Hotstart DNA polymerase (5 U/pl)
Pfu DNA polymerase
PCR-Verstarkungs-Faktor
Taq 2000™ DNA polymerase

10 x Herculase® reaction buffer
DMSO
dNTP mix 25 mM je dNTP
Konzentration fur < 10kb: 200uM pro dNTP
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Ansatz fur eine Reaktion Volumen

Herculase Puffer 5ul

dNTP mix 0,4 ul

DNA-Template 100 - 250 ng

Primer (sense) 100 ng

Primer (antisense) 100 ng

Herculase Hotstart-Polymerase 0,5 ul

A.bidest (RNAse frei) ad 50 pl

- nPCR-Ansatz 50l

Zyklus Temp. Zeit Temp. Zeit Temp. Zeit

1x 95°C 2 Min.
10 x 95°C 30Sek. > P-Tm-5°C 30 2> 72°C 3 Min. 10 Sek.

Sek.
20 x 95°C 30Sek. » P-Tm-5°C 30 2> 72°C 3 Min. 10 Sek. +
Sek. 10 Sek/Zyklus

1x 4°C o0

2.2.6 Agarosegel-Elektrophorese zum Nachweis positiver Proben

Die Agarosegel-Elektrophorese ist eine effektive Methode, um DNA-Fragmente
von 0,5-25 kb Lange voneinander zu trennen und anhand ihrer Lange zu
identifizieren. Mittels Verdlinnungsreihe einer definierten Menge NV-RNA war
im Vorfeld unserer Untersuchungen die untere Nachweisgrenze von RT-PCR
und anschlieBender Analyse durch Gelelektrophorese fur die von uns
erwarteten 2,4 kb bis 2,8 kb gro3en Fragmente ermittelt worden. Bei RT-PCR
mit angeschlossener nPCR lag diese Grenze bei 84 ng CV-RNA in einem
jeweils 7 yl RT-PCR-Ansatz. Fir ein 1% Agarosegel wurden 1 g Agarose in 100
ml TAE-Puffer durch Erhitzen in der Mikrowelle gelost und 3 pl Ethidiumbromid
(1mg/ml) hinzugefugt. Nach Abkuhlen auf 50 °C wurde das Gel in eine Form mit
eingesetztem  Kamm  gegossen und nach Erstarren in  eine

Elektrophoresekammer mit TAE-Puffer Uberflhrt. In die durch die Kammzinken
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entstandenen Taschen wurden Grofenmarker und Proben pipettiert und eine
Spannung von 120 Volt angelegt. Durch die Phosphatgruppen der DNA
migrieren die Strange im elektrischen Feld zur Anode hin und trennen sich auf,
da die Gelmatrix DNA-Fragmente proportional zu ihrer GroRe bremst. Die DNA
war nach ca. 1,5 h ausreichend weit migriert und wurde unter UV-Licht
betrachtet und fotografiert. Der Fluoreszenzfarbstoff Ethidiumbromid lagert sich
zwischen den Basen der DNA ein und leuchtet bei Anregung durch UV-Licht

auf. Die Lange der DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des GroRRenmarkers

abgeschatzt.

Marker Probe

1ul Gene Ruler™ 1kb DNA Ladder 10 pl Probe

+ 1ul 6x Loading Dye Lésung + 2pl 6x Loading Dye

+ 4 pl destilliertes Wasser

2.2.7 UV-Licht-Foto

Die Fotographie ethidiumbromidhaltiger Agarosegele erfolgte unter UV-Licht der
Wellenlange 256 nm bis 312 nm. Bei dieser Wellenlange fluoresziert
Ethidiumbromid, das sich durch Interkalation in der DNA angereichert hat. Die
Gele wurden mit einer CCD-Schwarz-Weil3-Videokamera aufgenommen,
ausgedruckt und abgespeichert. Proben, die optisch keine unerwinschten
Banden im UV-Licht-Foto der Gel-Elektrophorese zeigten, wurden direkt in die
Klonierung eingesetzt. Waren neben diesen PCR-Produkten Fragmente
unerwunschter Lange zu erkennen, wurde die Proben erneut durch
Gelelektrophorese aufgetrennt, unter kurzzeitiger UV-Licht-Kontrolle mit einem
sterilen Skalpell ausgeschnitten und mittels QIAEX Il Gel Extraction Kit von Gel-
Resten befreit. Im Anschlu® wurden auch diese Proben kloniert und

transformiert.
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2.2.8 DNA-Extraktion aus Agarosegel mit QIAEX Il Gel Extraction Kit

Die Proben wurden auf einem 1%-Agarosegel elektrophoretisch aufgetrennt.
Der Reinigungsvorgang beruht auf Elution des Agarosegels in Puffer QX1 und
selektiver Adsorption von NS an QIAEX |l Silica-Gel Partikeln in Gegenwart von
chaotropischen Salzen. Auf diese Weise wird die DNA schonend, da ohne
Einsatz von Phenol-Extraktion oder Ethanol-Prazipitation von Salzen, Agarose,
Polyacrylamiden, Farbstoffen, Proteinen und Nukleotiden gereinigt. Die DNA
kann laut Hersteller direkt in Restriktionsverdau, Ligation oder PCR
weiterverarbeitet werden. Durch die geringe Entstehung von Scherkraften bei
nur 30 Sekunden langer Zentrifugation mit 10.000 xg wurden lange DNA-
Fragmente geschont. Die DNA-Bande wurde mit einem sterilen Skalpell aus
dem Agarosegel geschnitten und in ein 1,5ml EpR Uberfuhrt. Fur 100 pyg Gel
wurden 300 pl Puffer QX1 und 10 pl QIAEX Il hinzugefugt. Wahrend der
zehnminutigen Inkubation bei 50°C wurde der Inhalt in zweiminltigen
Abstanden gemischt. Bei diesem Vorgang muss die Farbe des pH-Indikators im
Puffer QX1 gelb bleiben. Im Anschlufd wurde die Probe 30 sec. lang (10.000 xg)
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet mit 500 pl Puffer
QX1 gewaschen und resuspendiert. Der Ansatz wurde erneut 30 sec. lang
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Es folgen zwei Waschschritte mit je
500 ul ethanolhaltigem Puffer PE. Nach Resuspendierung wurde der Ansatz
jeweils 30 sec zentrifugiert und der Uberstand verworfen. AnschlieRend
trocknete das Pellet 10-15 min. an der Luft, bis es weil® wurde. Das Losen des
Pellets erfolgte durch Zusatz von 20 ul H20, Resuspendierung und Inkubation
der Elution fir 5 min. bei RT. Nach erneuter Zentrifugation von 30 sec. wurde
der Uberstand mit der DNA in ein sauberes EpR (berfiihrt und bei —20 °C
gelagert.
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2.2.9 Klonierung und Transformation

Die Klonierung ist einerseits eine Alternative zur PCR um grol3e DNA-
Abschnitte zu vervielfaltigen. Andererseits stellt sie sicher, dass im Folgenden
wahrend einer Versuchsreihe nur mit einem einzigen Klon einer Sequenz
weitergearbeitet wird. Es kann davon ausgegangen werden, dass eine
Bakterienzelle nur ein einziges Hybrid-Molekll aufnimmt [42]. Der Einbau von
fremder DNA (Insert) in einen Vektor heisst ,Ligation’. Das Produkt aus Vektor
und Plasmid-DNA wird ,rekombinante DNA’ genannt. Wird dieses Hybrid-
Molekdl in eine Empfangerzelle eingeschleust, wird von ,Transformation’ oder
,Transfektion’ gesprochen. Die amplifizierte DNA wurde in den aktivierten
Plasmidvektor pCR® 4Blunt-TOPO® eingeschleust und kompetente E. coli mit
der rekombinanten DNA transformiert. Das im Vektor enthaltene Ampicillin-
Resistenzgen ermoglichte das Wachstum auf ampicillinhaltigen LB-Agar-
Platten, wahren durch das Vorhandensein des Ampicillins im Agar verhindert
wurde, dass sich andere Bakterien ungehindert ausbreiten konnten. Die
Expression der LacZa-ccdB-Genfusion verhinderte wiederum das Wachstum
von Kolonien, die ein Plasmid ohne Insert enthielten (s.u.). Der hier verwendete
Plasmidvektor pCR® 4Blunt-TOPO® besitzt ein Kanamycin- und ein Ampicillin-
Resistenzgen. pUC ori ist die Startstelle fur die Replikation des Vektors im
Bakterium. Die direkte Selektion der rekombinanten Zellen wird durch
Expression des Gens ccdB ermdglicht, dessen Produkt fur E.coli toxisch ist.
Dieses ist innerhalb des Vektors mit dem C-Terminus des LacZa-Fragments
fusioniert. Ligation mit dem blunt-end-PCR-Produkt verhindert die Expression
der LacZa-ccdB-Genfusion und erlaubt so nur das Wachstum von positiven
Rekombinanten. Ein blue-white-Screening ist also bei Verwendung dieses

Vektors nicht erforderlich.

Bestandteile:

SOC-Medium

One Shot ®-Zellen (E. coli) TOP 10
DH5-alpha-T1
JM 109
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Salt Solution 1,2M NaCl

0,06 M MgCl2
PCR® 4Blunt-TOPO®

10 ng/pl Plasmid-DNA in: 50 % Glyerol
50 mM Tris-HCI
1mM EDTA
2mMDTT
0,1 % Triton X-100
100 pg/ml BSA
30 uM Bromophenolblau

pH 7,4, 25 °C

dNTP-Mix 12,5 mM pro Base pH 8,0

Primer-Konzentration 0,1 pg/ul TE-Puffer pH 8,0

Primer M 13 forward

M 13 reverse

T3 Primer
T7 Primer
Control Template
Control PCR Primers
pUC18+19 Kontroll-DNA 10 ng/ul + 10 pg/ul

Der Plasmidvektor pCR® 4Blunt-TOPO® ist herstellerseits linearisiert; an dem
3’-Ende ist die Topoisomerase | kovalent gebunden, die dort das Zucker-
Phosphat-Ruckgrat hinter dem Motiv 5-CCCTT innerhalb der LacZa-ccdB-
Genfusion spaltet. An dieser Stelle wurde im Folgenden das Insert eingefligt.
Die freiwerdende Spaltungsenergie wurde in einer kovalenten Bindung
zwischen dem 3’-Phosphat des gespaltenen Strang und einem Tyrosyl-Rest
(TYR-274) der Topoisomerase | konserviert und stand fur die anschliefende
Ligation zur Verfigung. Der Ansatz wurde in einem EpR zusammengefligt und
5 min. bei RT vermengt. Anschlieliend wurde das Reaktionsgemisch in einen

Isolationsbehalter mit Eis gestellt.
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Zur Vorbereitung flr die Transformation von chemisch kompetenten E. coli
Bakterien mit Plasmiden wurden die Zellen auf Eis aufgetaut. Ein 42 °C-
Wasserbad wurde vorbereitet und das SOC-Medium auf RT angewarmt. Die

Temperatur der selektiven LB-Ampicillin-Platten (100 pg/ml) betrug 37 °C.

TOPO® Cloning Reaction fiir chemisch kompetenten E.-coli:

PCR-Produkt 0,5-4 ul
Salzlésung 1ul
Steriles Wasser ad 5yl
TOPO Vector 1l
Endvolumen 6 ul

Es wurden 2 pl der Klonierungsreaktion in den Behalter mit E. coli Gberfihrt und
das Gemisch fur 5-30 min. zum Inkubieren in einen mit Eis geflllten
Isolationsbehalter gestellt. Durch einen 30 sekundigen 42 °C-Hitzenschock im
Wasserbad wurde die Aufnahme der DNA in die Zellen induziert, welche
anschlielend wieder zurick auf das Eis gestellt wurden. 250 pyl SOC-Medium
wurden hinzugefugt, die Rohrchen verschlossen und bei 37 °C mit 200 rpm in
horizontaler Lage geschuttelt. Nach einer Stunde wurde der Ansatz auf den
angewarmten Agarplatten verteilt. Um die Wahrscheinlichkeit fir ein
gleichmafliges Wachstum beziehungsweise eine glinstige Koloniendichte zu
erhohen, wurden je 50 pl des Ansatzes auf eine und der Rest auf eine andere
Platte verteilt. Die Kolonien wuchsen bei 37 °C uber Nacht im Brutschrank.

Nach der Inkubation wurden die Platten in den 4 °C-Kuhlschrank gestellt.

2.2.10 Anzucht in LB-Medium
Aus jeder Petrischale wurden funf Einzelkolonien gewahlt, mit denen mittels

Pipettenspitze jeweils ein Kulturrohrchen mit 5 ml LB-Medium angeimpft wurde.

Die Rohrchen inkubierten unter Schutteln bei 154 rpm im 37 °C-Brutraum. Die
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Petrischalen wurden fur weitere Versuche im 4 °C-Kuhischrank gelagert. War
Uber Nacht keine deutliche Tribung eingetreten, galt die Anzucht als
fehlgeschlagen. Um im Anschluf} an die Ikubation das weitere Wachstum in den
positiven Kulturrohrchen einzuschranken, wurden diese im 4 °C-Raum

aufbewahrt.

2.2.11 Aufreinigung mittels QIAprep Miniprep Kit

Die Aufreinigung mittels QIAprep Miniprep Kit ist ein Verfahren zur Praparation
von Plasmid-DNA fir den Restriktionsverdau. Die aufgereinigte DNA ist flr
Sequenzanalysen geeignet. Prinzip ist die alkalische Lyse der
Bakterienzellwand und die Bindung von DNA an an Silizium im salzigen Milieu.
Die DNA wird an eine Silicatgel-Membran gebunden, gewaschen und
anschlielend in salzarmer Lésung wieder freigesetzt. Sie ist anschlieRend frei
von Endonukleasen, Salzen, Ethanol, SDS und denaturierten Proteinen und
Zelldebrid und kann im Anschluf® an Restriktionsverdau und Gelelektrophorese
mit UV-Licht-Photo direkt sequenziert werden. Zur Vorbereitung der
Aufreinigung wurden 2 ml LB-Medium der Ubernachtkultur in ein 2 ml EpR
Uberfiihrt und bei 13.000 x g 15 sec. zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
Auffanggefall gegossen und das EpR auf Zellstoff ausgeklopft. Dem Pellet
wurde erneut 1 ml des Kulturmediums hinzugefugt und der Vorgang wiederholt.
Die im Kulturrohrchen verbleibenden 0,75 ml LB-Medium wurden zu gleichen
Teilen mit 70 % Glycerol versetzt und als Ruckstellprobe im Kuhlschrank bei —
80 °C aufbewahrt. Das bakterielle Pellet wurde in 250 pul Puffer P1 mit RNase A
grundlich resuspendiert. 250 yl Puffer P2 wurden hinzugefugt und das EpR vier
bis sechs mal invertiert. Puffer P2 enthdlt NaOH und SDS, welches
Phospholipid- und Proteinkomponenten der Zellmembran I6st. Das alkalische
Milieu denaturiert chromosomale DNA und Proteine. Da auch Plasmid-DNA
angegriffen wird, wurde dieser Vorgang nach Herstellerempfehlung auf weniger
als 5 min. beschrankt. 350 ul Puffer N3 wurden hinzugefugt, das EpR erneut

vier bis sechsmal invertiert und 10 min. zentrifugiert. Jeder Zentrifugationsschritt
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dieser Methode erfolgt bei 10.000 xg (~ 13.000 rpm). Durch Puffer N3 wird das
Lysat neutralisiert und auf salzreiche Bindungskonditionen eingestellt. Grolere
DNA-Strange, SDS, denaturierte Proteine und Zelldebrid prazipitieren. Der
Uberstand wurde nach der Zentrifugation auf eine Saule (QIAprep Spin
Column) Uberfuhrt. QlAprep Spin Saulen enthalten eine Silicatgel-Membran, die
selektiv DNA in salzreichem Puffer bindet und bei salzarmem Puffer wieder
freisetzt. Die Saule wurde 30 sec. zentrifugiert und der Durchfluf® verworfen. Zur
Entfernung von Endonukleasen wurde die Saule mit 500 pl PB-Puffer
gewaschen. Die Zentrifugation wurde wiederholt und der Durchfluld erneut
verworfen. Um Salze und Ethanol auszuwaschen wurden 750 pl PE-Puffer auf
die Membran aufgetragen und nacheinander je 30 sec. und 1 min. lang
zentrifugiert. Dann wurde sie in ein steriles 1,5 ml EpR gestellt und die Mitte der
Membran wurde mit 50 ul RNase/DNase-freiem Wasser (pH 70-8,5) bzw. Puffer
EB (10mM Tris-Cl, pH 8,5) befeuchtet. Die Saule inkubierte daraufhin 5 min. bei
RT und wurde anschlielend 1 min. lang zentrifugiert. Um eine Hydrolyse zu

vermeiden wurde der DNA-haltige Durchfluss bei -20°C aufbewahrt.

2.2.12 Restriktionsverdau der DNA

Restriktionsendonukleasen sind Phosphodiesterasen bakteriellen Ursprungs,
die DNA an spezifischen Palindrom-Sequenzen spalten. Das hier verwendete
Restriktionsenzym EcoRI spaltet DNA spezifisch an der Sequenz GAATTC. Die
Enden der Bruchsticke sind daher genau definiert. Aus Puffer, H20 und
Restriktionsenzym wurde ein Mastermix erstellt. Pro Ansatz wurden 7
Mastermix mit 3 yl DNA vermischt. Der Reaktionsansatz inkubierte flr eine
Stunde bei 37 °C im Heizblock. Anschlielend wurde mittels Agarosegel-
Elektrophorese die Lange des Inserts ermittelt und anhand dessen abgeschatzt,

ob es sich um das gewlnschte PCR-Produkt handeln kann.
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2.2.13 Sequenzierung

Der Sequenzierung liegt das Prinzip der 1975 von Sanger entwickelten
Didesoxykettenabbruchmethode zugrunde. Einem PCR-ahnlichem Ansatz
wurden zu gleichen Teilen die vier fluoreszenzmarkierten Basen als
Didesoxynucleotide (ddNTPs) hinzugefligt. Ohne die Hydroxygruppe ist eine
DNA-Verlangerung durch eine DNA-Polymerase in der PCR nicht moéglich und
es kommt zum Kettenabbruch an der Position der Sequenz, an der die jeweilige
Base als ddNTP nach dem Zufallsprinzip eingebaut worden war. Im Gegensatz
zur einer PCR wird bei der Sequenzierung nur ein Primer verwendet und die
DNA nur linear amplifiziert. Die Sequenz des Primers ist durch die Verwendung
des spezifischen Restriktionsenzyms genau festgelegt. Im Anschluss an die
Amplifizierung wurde der Ansatz mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Die
dabei eingebauten Didesoxynukleotide wurden im Laser-Fluorometer angeregt
und entsendeten infolge Fluoreszenz-Markierung Licht verschiedener
Wellenlange. Diese Veranderung ermoglicht auch die Automatisierung der
DNA-Sequenzierung. Unter Verwendung des ABI PRISM Dye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) wurden die Proben im
ABI PRISM 310 Sequenzierer nach Herstellerprotokoll analysiert. Zur
Amplifikation wurde die AmpliTaqg DNA Polymerase FS | verwendet, welche pro
Sequenzierungsvorgang ca. 600 Basen bearbeitet kann. Die Qualitat der
Sequenz wurde durch Betrachten ihrer Fluoreszenzmaxima mittels ABI 310
Software Uberpruft. Durch Primerwalking wurde der gesamte Strang in beide
Richtungen vollstandig sequenziert. Hierzu wurden aus den neuen
Sequenzdaten Oligonukleotidprimer abgeleitet, deren Sequenzen im Materialteil
einzeln aufgeflhrt sind. Zur Bestatigung der erhaltenen Daten wurden
verschiedene cDNA-Klone sowie ungeklonte nPCR-Produkte jeweils in beiden

Richtungen sequenziert und die Ergebnisse verglichen.
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Reaktionsansatz fiir eine Sequenzierung:

Premix (Big Dye) 2 pl
Primer (10 pmol/ul) 1ul
DNA-Template 1,25 pl
H20 5,75 pll
Reaktionsansatz 10

Durch Resuspendieren wurde das Harz in den Saulen gelost, der obere Deckel
der Saule gelockert und der untere Deckel verworfen. Die Saule wurde in einem
offenen 2 ml EpR 1 min. bei 2000 xg zentrifugiert. Der Durchflu® wurde
verworfen und die in der Saule verbleibende Flissigkeit auf Zellstoff
ausgeklopft. Dann wurde die Saule in ein neues 1,5 ml EpR gestellt und ihr
Deckel verworfen. 10 yl des Sequenzierungsansatzes wurden in die Mitte der
Saule pipettiert. Nach erneuter Zentrifugation (1 min. bei 2000 xg) befand sich
die gereinigte Probe im sterilen EpR und wurde 1-2 h in der Speed-Vac
vakuumgetrocknet und anschliefend in dieser Form bei —20 °C aufbewahrt
oder direkt weiterverwendet. Zur Weiterverarbeitung wurde das Sediment in 15
Ml Template Supression Reagent (TSR) resuspendiert und die DNA 2 min. bei
90 °C denaturiert. Der gesamte Ansatz wurde in ein Sequenzier-Tube Uberfuhrt
und mit einem Gummideckel versehen. Bis zur Sequenzierung wurde das Tube
bei 4 °C aufbewahrt.

Die DNA im Ansatz wurde in 30 Zyklen 10 sec. auf 96 °C erhitzt, dann 5 sec.
auf 55°C abgekuhlt und anschlieend 4 min. bei 60 °C amplifiziert. Im Anschluf
wurden die Ansatze gemischt, auf ein Sequenziergel aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Das Ergebnis wurde mittels Laser-Fluorometer

ausgewertet.

2.2.14 Primerwalking
Primerwalking ist ein Verfahren zur Sequenzierung langer DNA-Strange, da die

zur Sequenzierung verwendete DNA-Polymerase nur eine Anzahl von etwa 600

Nukleotiden sicher fehlerfrei liest und synthetisiert. Es wird eine Sequenz im
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Endbereich des korrekt sequenzierten Strangs gewahlt und anhand dieser ein
neuer 20 nt Oligonukleotidprimer generiert. Um die Wahrscheinlichkeit flr eine
Korrekte Sequenzanalyse zu erhéhen, wurden alle Strange in beide Richtungen

sequenziert und jeweils miteinander verglichen.

2.3 Statistische und phylogenetische Analyseverfahren,
Rekombinationsnachweis und strukturelle Charakterisierung von

Rekombinationsarealen

2.3.1 Uberblick iiber die Vorgehensweise zur Ermittlung von

Rekombination

Unsere Vorgehensweise zur Aufdeckung von Rekombinationsereignissen lafit
sich wie folgt gliedern. Zunachst untersuchten wir alle alignten Sequenzen im
Hinblick auf Rekombinationsereignisse, ohne dabei die Rekombinations-
schnittstellen exakt zu bestimmen. Um der Aussage der einzelnen
Screeningmethode zusatzliches Gewicht zu verleihen, wurde der gesamte
Datensatz parallel mit unterschiedlicher Methoden untersucht. Hierzu
verwendeten wir Exploratory Tree Analysis, Similarity Plots und Sawyer’s Test.
Erstere sind haufig zum Nachweis von Rekombinationsereignisse bei RNA-
Viren verwendete Methoden [43-45]. Fur Sawyer’s Test konnten eine hohe
Potenz und Zuverlassigkeit in der Aufdeckung von Rekombinationsereignissen
durch verschiedenen Computer-Simulations Studien nachgewiesen werden [46,
47].

Dieser Schritt zur Groborientierung war notwendig, da die im Folgenden
verwendete Methode LARD gut zur genauen Lokalisation der Schnittstelle
geeignet ist, jedoch ferhleranfallig wird, wenn sich Rekombinationsereignisse in
der Mitte der Sequenz befinden, so dass im Vorfeld Kenntnisse Uber die
Lokalisation des Bruchpunktes gesammelt werden missen [48]. LARD
bestimmt die exakte Lokalisation der Rekombinationsschnittstellen unter

Verwendung von Likelihood Ratio Analysen und einer Monte-Carlo Simulation
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[44]. Zum Schluss wurden die Capsidregionen beidseits der jeweiligen
Schnittstelle durch phylogenetische Analysen Uberprift. Ein  ahnliches
Vorgehen wurden bereits durch andere Forschungsgruppen erfogreich
durchgefuhrt [43, 45]. Zuletzt wurde die RNA-Sekundarstruktur der
Rekombinationsregion ermittelt. Die Hinweise auf Rekombination wurden
ausschlielich als stichhaltig angesehen, wenn alle erwahnten Methoden ein

kongruentes Ergebnis lieferten.

2.3.2 Statistische und phylogenetische Analyse

2.3.21 Multiples Sequenzalignment, CLUSTALX

Zu Beginn einer phylogenetischen Analyse werden in einer Menge an DNA-
Sequenzen durch Erstellen eines multiplen Sequenzalignements orthologe
Positionen einander zugeordnet. Es muss zunachst das Alignment gefunden
werden, das die Gesamtkosten fur alle paarweisen Alignments minimiert. Eine
einzige Substitution innerhalb einer Sequenz kann dabei mehrfach zu den
Gesamtkosten des Alignments beitragen, wahrend Gaps in der Kakulation zu
geringeren Kosten als Punktmutationen fuhren [49].

Der Verwandtschaftsgrad zwischen Sequenzen kann mit Hilfe eines multiplen
Alignments rekonstruiert und mittels distanz- oder charakterbasierenden
Methoden klassifiziert werden. Distanzmethoden, zum Beispiel die Neighbor-
joining Methode, sind algorithmische Methoden. Der Baum entsteht aus einer
Distanzmatrix durch progressives Clustering und erfordern einen geringeren
Rechenaufwand als charakterbasirende Methoden. Diese bendtigen einen
hohen Rechenaufwand, da jede einzelne Sequenzposition (character) bewertet
und das Ergebnis statistisch gesichert wird. Hier wurden ML-Methoden
verwendet, da sie eine direkte Aussage uber die Wahrscheinlichkeit des
Baumes erlauben [35].

Das multiple Sequenzalignment wurde mittels CLUSTALX unter Benutzung der
Standardeinstellungen durchgefuhrt [50]. CLUSTALX berechnet nach
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paarweiser Alignment der einzelnen Sequenzen eine Distanzmatrix, welche die
Basis zur Erstellung des Gesamtalignments bildet. GemaR der errechneten
Distanzen werden die Sequenzen zu einem sogenannten ,Guide Tree’

zusammengefugt [51].

2.3.2.2 Exploratory Tree Analysis (MODELTEST, LRT)

Bei der explorativen Baumanalyse wurde ein 300 Basen groRRes Gleitfenster in
150-Basen-Schritten entlang des Capsidgen-Alignments bewegt. Fur jede
einzelne Region wurden dabei ML-Baume konstruiert und der wahrscheinlichste
Baum ausgewahlt. Voraussetzung ist die Verwendung eines passenden
Substitutionsmodells, welches die Likelihood-Funktion maximalisiert. Dieses
wurde durch MODELTEST in Zusammenarbeit mit PAUP (phylogenetic
analysis using parsimony) anhand des vorliegenden Datensatzes gewahlt.
PAUP berechnet und speichert fur jedes Modell die Likelihood-Werte,
MODELTEST wendet im Anschlul} auf diese Werte einen Likelihood-Ratio Test
(LRT) (Likelihood-Quotienten Test) oder Akaike's Information Criterion (AIC)
an, bis sich keine signifikante Verbesserung mehr ergibt [52]. Durch AIC kann
der zu erwartende Klassifikationsfehler unter Annahme der Normalverteilung
geschatzt werden. Das LRT vergleicht zwei Modelle direkt miteinander. Dabei
ist ein Modell M1 (z. B. JC-Modell) ein Spezialfall des anderen Modells M2 (z.B.
K2P), das heildt, es entspricht einander, wenn fur das Modell mit der grélieren
Anzahl an Freiheitsgraden einzelne Parameter festgelegt werden. Also ist M2 in
der Regel das ,bessere’ Modell, da es an den tatsachlichen Datensatz besser
angepaldt werden kann. Der LRT prift nun, ob M2 signifikant besser als M1 ist,
also ob es vertretbar ist, durch Einfuhrung weiterer geschatzter Parameter eine
grolRere Ungenauigkeit bezuglich der Ergebnisse in Kauf zu nehmen. Das
Ergebnis dieser Kalkulationen ist das optimale Substitutionsmodell nach LRT
oder AIC, mit Hilfe dessen PAUP die Analyse durchflhrt. Folgende Parameter
kénnen fur die Analyse genutzt und festgelegt werden: Frequenz der einzelnen

Basen (A, C, G und T), Anzahl der zu verwendenden Substitutionstypen,

44



typspezifische Substitutionsrate, positionsspezifische Substitutionsrate nach
Gammaverteilung mit acht Rate-Kategorien, Form-Parameter der
Gammafunktion, Korrektur fur invariante Positionen. Diese Parameter werden
anhand des Datensatzes abgeschatzt. Alle Baume, die von PAUP berechnet
werden, sind prinzipiell ungewurzelt, kdénnen aber durch Einsatz einer
Aulengruppe nachtraglich gewurzelt werden.

Wenn ein Strang in unterschiedlichen Capsidregionen verschiedene
phylogenetische Positionen einnimmt, das heil}t, wenn er sich nach
Weiterriicken des Gleitfensters mit einem anderen Strang oder einer anderen
Gruppe innerhalb des Baumes zusammenlagerte, wurde dies als Hinweis auf
Rekombination gewertet. Diese Lokalisationen des Sequenzalignments wurde
durch eine Similarity Plot Analyse mittels Simplot weiter untersucht, wie bereits
bei anderen Forschungsgruppen beschrieben worden ist [53].

Die verschiedenen in Frage kommen Substitutionsmodelle unterscheiden sich
deutlich in ihrer Komplexitat und damit auch in der bei Verwendung zu
erbringenden Rechenleistung. Die Bandbreite reicht vom wahrscheinlich
einfachsten, dem Jukes-Cantor Modell (JC) Uber erweiterte Modelle wie dem
Kimura 2 Parameter Modell (K2P), Felsenstein 1981 Modell (F81) und
Hasegawa, Kishino und Yano 1985 Modell (HKY85) bis zum General
Reversible Modell (REV). Wahrend Ersteres voraussetzt, dass sich die
Wahrscheinlichkeit flr eine Substitution Uber die Zeit konstant verhalt, jede
Form der Substitution mit gleicher Wahrscheinlichkeit auftritt und alle vier Basen
mit gleicher Haufigkeit vorkommen, erlaubt letzteres eine Hohere Rate an
Transversionen versus Transitionen, Unausgewogenheit in der
Basenzusammensetzung und ferner, dass fur alle sechs Mdglichkeiten der
Substitution eine andere Wahrscheinlichkeit gilt. Dies kommt dem tatsachliche
Sachverhalt relativ nahe. Jedoch mul} jeder dieser flexiblen Parameter anhand
des zu bearbeitenden Datensatzes abgeschatzt werden, um entsprechend in
die Kalkulation mit einbezogen werden =zu koénnen. Da dies nur
annaherungsweise geschehen kann, kann jeder zusatzliche Parameter in der
Gesamtheit (zu grol’en sampling errors) zu einem Verlust der statistischen

Potenz fuhren [49]. Es wird also anhand der vorliegenden Sequenzen das
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Evolutionsmodell gewahlt, das mit der Mindestanzahl an variablen Parametern
auskommt und trotzdem eine ausreichend genaue Einschatzung liefert. Die
relative Passgenauigkeit der Modelle wird abgeschatzt indem flr jedes Modell
die Wahscheinlichkeit, den vorliegenden Datensatz zu erhalten, ermittelt wird.
Nicht berucksichtigt wird die Inhomogenitat der Substitutionsraten bezogen auf
die verschiedenen Orte der Sequenz. Mit Hilfe dieser Methoden wird eine
Likelihood-Matrix beziglich der Substitutionsereignisse erstellt aus der ein
phylogenetischer Baum generiert werden kann [49]. Die zur Verfugung
stehenden Methoden lassen sich in distanzbasierte und charakterbasierte
Verfahren unterteilen [54]. Den hier verwendeten Programmen liegt ein
charakterbasiertes Verfahren, die Maximum-Likelihood-Methode (ML-Methode)
zugrunde. Diese wird benutzt, um unbekannte Parameter zu schatzen, von
denen eine bekannte Wahrscheinlichkeitsfunktion flr einen stochastischen
Prozel3 abhangt. Das bedeutet, anhand einer festen Stichprobe, der
Sequenzdaten, werden unbekannte Parameter so geschatzt, dass der Wert der
Likelihood-Funktion sein Maximum erreicht. Dabei steht ,Likelihood® nicht fur
die Wahrscheinlichkeit den richtigen Baum zu erhalten, sondern dafur, dass der
erhaltene Baum die gesammelten Daten hervorgebracht hat [49]. Somit kann
mit diesem Modell die Wahrscheinlichkeit L fir den Erhalt der beobachteten
Daten berechnet werden. Die Vorteile der Maximum-Likelihood Methode
gegenuber distanzbasierten Verfahren (z. B. Maximum Parsimony) liegen in der
kleinen Varianz der Ergebnisse, die selbst bei kleinen Sequenzen relativ
zuverlassig sind, darin, dass das Verfahren statistisch wohl begriindet ist und
dass alle Sequenzinformationen genutzt werden [54]. Der Nachteil liegt in der

hohen erforderlichen Rechenleistung.

2.3.3 Rekombinationsnachweis

2.3.3.1 GENECONV, Sawyer’s Test

Das erstellte Gesamtalignment wurden mittels GENECONV bearbeitet. Das

Programm verwendet Sawyer’s Test [55].
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Sawyer’s Test ist eine statistische Methode zur Erkennung des Austauschs von
genetischem Material zwischen NS-Strangen und somit zum Nachweis von
Rekombinationsereignissen geeignet. Das Programm untersucht ein
gegebenes Alignment von zwei NS-Strangen auf das Vorhandensein langer
Segmente identischer Nukleotidabfolge, die einen Ubertritt von genetischem
Material andeuten kdnnen [55]. Der Test nutzt dazu das Ungleichgewicht der
Verteilung identischer Segmente innerhalb der alignierten Sequenzen,
imbalance of distribution, und Uberpruft gleichzeitig das Vorhandensein von
heterogenen Substitutionsraten entlang des Genoms. Dabei ist eine
erfolgreiche Durchfihrung unabhangig von der Vorabwahl potentiell zu einer
monophyletischen Gruppe gehoérenden Strange [56]. Sawyer’'s Test toleriert
innerhalb der Alignierung keine Gaps, so dass diese vor der Anwendung
entfernt werden mufdten [56].

GENECONYV listet in Frage kommende Ereignisse ihrem P-Werten nach
abgestuft und in einer Kalkulationstabelle auf [57]. Die P-Werte aller globalen
Fragmente wurden durch Multiple Comparison Tests bezuglich aller moglichen
Sequenzpaare korrigiert. Gemal der Standardeinstellungen wurden 10.000
Permutationen durchgefihrt. Als statistisch signifikant bezuglich der
Rekombinationsereignisse wurde ein globaler Permutations P-Wert von <0,05

festgelegt.

2.3.3.2 Splits Tree

Die von uns vewendetet Version 2.4 des Programms SplitsTree (Wetzel und
Hudson) nutzt die Split-Decomposition Methode von Bandelt und Dress um
phylogenetische Baume zu konstruieren [58]. Diese Methode berucksichtigt,
dass phylogenetische Daten in Evolutionsanalysen unterschiedliche, zum Teil
widerspruchliche Signale enthalten, die zur Konstruktion baumartiger
Netzwerke, anstelle sich dichotom verzweigender Baumen genutzt werden
konnen [58]. Bei der phylogenetischen Baumkonstruktion wurde die Kimura 3-

ST-Methode angewendet. Bildete sich innerhalb des anhand unserer Daten

47



konstruierten Baumes ein solches Netzwerk, bestand der Verdacht auf ein
Rekombinationsereignis. Die Knotenpunkte des Baumes wurden mittels
Bootstrap-Analyse (1000 Permutationen) untersucht und die Lokalisationen der
netzartigen Verzweigungen wurden durch Exploratory Tree Analysis und mit

SimPlot erneut bearbeitet.

2.3.3.3 Similarity Plots

SimPlot berechnet paarweise flr jede einzelne Capsidregion die prozentuale
Differenz zwischen der fraglichen Mosaiksequenz und einer Gruppe von
Referenzstrangen und stellt diese graphisch dar. Auf der X-Achse werden die
Similarity Scores in Prozent abgetragen, auf der Y-Achse deren exakte Position
in Basenpaaren. Die einzelnen Regionen entstanden, indem ein 200 Basen
grolRes Gleitfenster in 20-Basen-Schritten entlang des Nukleotidalignments
bewegt wurde. Anhand der resultiernden Ahnlichkeitsprofile (similarity profiles)
konnte abgelesen werden, welche Stamme alternierend eine starke
Sequenzahnlichkeit mit dem fraglichen Rekombinationsstamm zeigen. Bewegte
sich die Sequenzidentitat zwischen 90 und 95% wurden die betroffenen Strange
als maogliche Parentalstdmme angesehen. Aus den Daten kann zusatzlich far
jede Position ein phylogenetischer (neighbor-joining) Baum erstellt werden [58].
Rekombinationsverdachtige Stamme wechseln dabei innerhalb der Topologie

des Baumes die Position [58].

2.3.3.4 Bruchpunktanalyse mittels LARD

Nach ldentifikation der wahrscheinlichsten Parentalsequenzen schatzten wir
mittels ~ ML-Methode und Likelihood Ratio Test die exakten
Rekombinationsschnittstellen ab. Dazu wurde LARD (Likelihood Analysis of
Recombination in DNA) Version 1.0 verwendet [43-45].
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LARD errechnet fir das Sequenzalignment einer moglichen Rekombinanten
und deren potentiellen Parentalstdmmen den optimalen Bruchpunkt einer
Rekombination [59]. Dabei besagt die Arbeitshypothese H1, dass auf jeder
Seite des Rekombinationsbruchpunktes zwei unterschiedliche Baume
existieren, namlich die des jeweiligen Parentalstamms [48]. Folglich zerteilt das
Programm die Stramme am potentiellen Bruchpunkt und konstruiert fur die
Sequenzen jeder Seite einen separaten ML-Baum. Dieser Vorgang wird flr jede
mogliche Region, in der es in den vorangegangenen Untersuchungen Hinweise
auf Rekombination gab, durchgefuhrt. Die ML-Werte der einzelnen Bruchpunkte
b werden aufgelistet. Der Hochste Wert wird erwartet, wenn die Sequenz am
tatsachlichen Bruchpunkt unterbrochen wurde, da dann dem rekonstruierte
Baum am ehesten die tatsachliche Phylogenie zu Grunde liegt [59].

Um die statistische Signifikanz des Ergebnisses zu uberprufen, fuhrt LARD
einen Likelihood Ratio Test und eine Monte-Carlo (MC) Simulation durch [35].
Dazu wird der Likelihood-Wert des fraglichen Bruchpunkts mit dem Likelihood-
Wert des ungebrochenen Sequenzalignment verglichen. Die MC-Simulation ist
ein stochastischer Simulationsalgorithmus, der der Generierung synthetischer
Daten zur statistischen Auswertung dient [60]. Der Ansatz simuliert hier
Sequenzen basierend auf dem bekannten Datensatz unter Ausschlul} der
Moglichkeit der Rekombination, also unter Annahme der Nullhypothese HO,
jedoch unter Berucksichtigung der lokalisationsspezifischen ,rate heterogeneity”
der vorliegenden Daten [59]. Diesbeziglich ermdglicht das Programm sowohl
das Einstellen von unterschiedlichen Substitutionsraten fir jede Codonposition
als auch die Berucksichtigung von unterschiedlichen Substitutionsraten far
einzelne Sites [61]. Der erhaltene Datensatz wird mit den gleichen Verfahren
analysiert wie die Originaldaten [44]. Dann wird fur jedes in Frage kommende b
die Differenz AL der Wahrscheinlichkeiten L beider Hypothesen HO und H1
errechnet (AL = L(H1) — L(HO)). Der Wert b, der zum grof3ten Wert von AL fuhrt,
ist die wahrscheinlichste Rekombinationsschnittstelle. Um die statistische
Signifikanz der Likelihood Ratio zu Uberprufen, wurde nun durch X2-Test und
MC-Simulation in Seq-Gen [62] ermittelt, ob AL signifikant gréofRer als Null ist
[48, 49, 63, 64].
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2.3.3.5 Phylogenetische Stammbaume und Bootstraps

Im Anschluss an die ldentifikation der Rekombinationsschnittstellen wurden
unter Verwendung der enstprechenden Evolutionsmodelle fur jede
rekombinante Sequenz separate ML-Baume konstruiert. Es wurde ein
passendes, anhand der Daten ausgewahltes Substitutionsmodell verwendet
und die bei der Konstruktion entstehenden phylogenetischen Konflikte mittels
Bootstrapanalyse durch 1000 Permutationen Uberpruft. Die Gefahr falsch
positiver Resultate durch Heterogenitat der Substitutionsraten an
verschiedenen Lokalisationen wurde durch Abschatzen der among-site
Variation anhand des vorhandenen Datensatzes minimiert. Unter diesen
Umstanden wurde ein phylogenetischer Konflikt als statistisch signifikant
angesehen, wenn der entsprechende Boostrap-Wert grof3er als 75 % von 1000
Permutationen an bedeutenden Knotenpunkten war. Diese Vorgehensweise ist
angelehnt an Chare et al. [43].

Im folgenden Schritt wurden der Stichprobenfehler der zuvor detektierten
phylogenetischen Konflikte mittels Pseudoreplikation durch Bootstrap-Analyse
abgeschatzt (Felsenstein, 1985). Dieses Verfahren gewinnt aus den
vorhandenen Daten einer Matrix unabhangige Stichproben (Pseudomatrizen),
indem aus dem originalen Datensatz zufallig Positionen (Matrixspalten)
gezogen und wieder zuruckgelegt werden. Durch dieses Verfahren kdénnen
manche Positionen mehrmals in der Pseudostichprobe vorhanden sein, andere
kommen dagegen gar nicht vor. Dieser Vorgang wird so oft wiederholt, bis die
Pseudomatrix die gleiche GroRe wie die Originalmatrix aufweist. Der Prozess
der Generierung von Pseudostichproben wurde hier 1000 mal wiederholt, aus
jedem Datensatz wurde ein separater Stammbaum erstellt und aus allen
Baumen ein Konsensusbaum. Die Relevanz der einzelnen Knotenpunkte sowie
die der Grundzige des gesamten erstellten Baumes kann anhand des
Boostrap-Wertes, der die Haufigkeit des Merkmals unter den generierten
Baumen in Prozent angibt, abgeschatzt werden. Je grofRer der Wert, desto
starker werden Genauigkeit und Aussagekraft unterstitzt [54]. Wurde ein
phylogenetischer Konflikt durch einen Bootstrapwert von mehr als 75 % der

1000 Replikationen belegt, nahmen wir diesen als tatsachlichen phylogenetisch
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relevanten Knotenpunkt an. Dieses Vorgehen wurde bereits durch andere
Gruppen beschrieben [43]. Um die Wahrscheinlichkeit falsch positiver Resultate
durch rate-heterogeneity zu minimieren, wurde die Substitutionsrate der
einzelnen Sites anhand der Sequenzdaten abgeschatzt und in die
Berechnungen  bezlglich  der  phylogenetischen  Inkongruenzanalyse

einbezogen.

2.3.4 Strukturelle Charakterisierung von Rekombinationsarealen

Studien haben gezeigt, dass der Sequenzbereich auf beiden Seiten eines
Bruchpunkts besondere Charakteristika bezuglich der Sequenzkomposition
aufweist. Wir haben die Rekombinations-Hotspots im Hinblick darauf und auf
den Prozentsatz an  Ubereinstimmenden  Nukleotiden in  beiden
Parentalsequenzen untersucht. Zusatzlich wurde die wahrscheinliche RNA-
Sekundarstruktur der Rekombinationsregion in einem Bereich von > 50 nt, wie
durch anderen Gruppen durchgefuhrt, bestimmt [65-68].

Die voraussichtliche RNA Sekundarstruktur der Rekombinationsregion wurde
mittels Mfold Web Server flr Nucleic Acid Folding and Hybridisation Prediction
ermittelt [69]. Mfold basiert auf dem Prinzip der Energieminderung, mit dem
Ziel, die thermodynamisch optimale Sekundarstruktur einer gegebenen
Nukleinsauresequenz zu berechnen. Dazu wird ein sogenannter ,Energy dot
plot’ erstellt [69]. In der Version Mfold 3.1 erfolgen alle Berechnungen flr eine
Temperatur von 37°C [70].

2.4 GenBank Accession Numbers der neu charakterisierten Norovirus

Stamme

Die vollstandigen Sequenzen der untersuchten Stadmme sind unter den

GenBank Acession Numbers AY532111 bis AY532135 zuganglich. Die

einzelnen Nummern sind im Ergebnisteil aufgefuhrt.
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3 ERGEBNISSE

Aus unseren klinischen Proben konnten flinfundzwanzig bisher nicht
beschriebene NV-Capsidsequenzen ermittelt werden. Die Proben stammten
von Stuhlproben an GE erkrankter Kinder aus funf deutschen Stadten, Freiburg,
Erlangen, Dresden, Hamburg und Bochum, und waren im Zeitraum von 14

Monaten, Marz 1997 bis April 1998, gesammelt worden.

3.1  Erstellen und Analyse der DNA-Sequenzen

3.1.1 Amplifikation mittels RT-PCR und Dokumentation durch UV-Licht-
Photo

Die aus Stuhlproben gewonnenen NS wurden mittels RT-PCR amplifiziert.
Folgende Primer wurden in Kombination verwendet: Calman-1 (forward) und
Calman-6 (reverse), sowie Calman-1 (forward) und Calman-10 (reverse), siehe
Methodenteil. Das erwartete RT-PCR-Produkt war etwa 3 kb lang (Tabelle 1,
Abbildung 8) und umfasste jeweils den gesamten ORF2 (1,6 kb), den groRten
Teil des ORF3 (0,8 kb) und 0,8 kb des ca. 5 kb langen ORF1. Im von uns
amplifizierten Fragment waren somit die Informationen der gesamten Capsid-
Region, des ORF3 und mehr als die Halfte der ca. 1,5 kb langen Polymerase-
Region von ORF1 enthalten.

Im Anschluss an die RT-PCR wurde mittels Gelelektrophorese, UV-Licht-Photo
und Fragmentlangenvergleich zu einem Standart ermittelt, welche Ansatze das
erwartete Fragment enthalten konnten. Dieser Schritt wurde als grobes
Screening gewertet und diente darUber hinaus dazu auszuschlielen, dass
unerwunschte Fragmente, die spatere Reaktion storen konnten, in optisch

nachweisbarer Menge mit amplifiziert worden waren.
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Methode | antisense— | Calman 6 Calman10 |Calman8 |Calman 12
sense |
RT-PCR | Calman 1 3,055 3,012 2,673 2,576
nPCR Calman 3 2,851 2,808 2,469 2,372
Tabelle 1: Lange der amplifizierten Fragmente in Kilobasen.
Calman1 Calman6é
4193 bp 7248 bp
Calman8
Calman3 6866 bp Calman10]
4397 bp 7205 bp
Calman12
6769bP | a1 355
7069 bp
3567 5104 6704 7510
|+L(Pro) ORF 1 | (Polymerase) ORF ¢

ORF 2 (Capsid)

5085

6704

RT-PCR-Produkt (3012-3055 bp)

4193

7248

nPCR-Produkt (2808-2372 bp)

4397

7205

Abbildung 8: Schematische Darstellung des NV-Genoms. Die sekrechten Linien begrenzen

das Amplikon an der Stelle, an der die jeweiligen Primer binden. Unterhalb des Namens des

Primers ist die genaue Position in bp (= Basenpaaren) angegeben und im unteren Bildteil sind

die ertwarteten PCR-Produkte mit LAngenangabe in bp abgebildet. Die Lange der RT-PCR-
Produnkte liegt zwischen 3012 nt und 3055 nt, und die des n-PCR-Produnkts zwischen 2808 nt
und 2372 nt.
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1: Lange in Basen
2: Langenstandard
3: Negativ-Kontrolle
4: Probe (Bochum 188)

2000

2500

2000 Abbildung 9: UV-Licht-Photo der RT-
ki PCR Proben in der Gel-
750 Elektrophorese. Die Fragmentlangen
500 werden im Vergleich zu einem Standard
250 (links im Bild) abgeschatzt. Hat das

amplifizierte Fragment die erwartete
Lange, kann es sich um die gewiinschte

Sequenz handeln.

3.1.2 Amplifikation mittels nPCR und Dokumentation durch UV-Licht-
Photo

Um die Fragmentspezifitdt zu erhdhen und die amplifizierte NS-Menge zu
vergroRern, wurde jede Probe mittels nPCR mit NV-spezifischen Primern, die
sich innerhalb der zuvor amplifizierten Sequenz anlagerten, erneut bearbeitet.
Als antegrader Primer wurde in allen Ansatzen Calman-3 und als reverser
Primer jeweils Calman-8 und Calman-12 verwendet. Alle Produkte der RT-PCR
Primer-Kombination Calman-1 und -6 wurden zusatzlich mit Calman-3 (forward)

und Calman-10 (reverse) amplifiziert.
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Abbildung 10: UV-Licht-Photo der Gel-Elektrophorese der nPCR. Probe: Dresdenl74
amplifiziert mit unterschiedlichen Primerpaaren. Der Langenstandard befinden sich jeweils
rechts und links im Bild (2und 8). 1 = Lange in bp, 2 und 8 = Langenstandards, Kombination der
Primerpaare: 3 = C1-3/C3-4, 4 = C1-3/C3-55, 5 = C1-3/C3-8, 6 = C1-3/C3-6, 7 = C1-3/C3-8.

Die im UV-Licht-Photo zu erwartenden Fragmente lagen zwischen 2,37 kb und

2,82 kb und umfassten so die gesamte Capsidsequenz und Teile von ORF1
und ORF3, siehe Tabelle E1.
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3.1.3 Praparierung der DNA, Klonierung, Transformierung, Kultur,

Aufreinigung, Sequenzierung, Primerwalking

Das im Vektor enthaltene Ampicillin-Resistenzgen ermadglicht den
entsprechenden E. coli das Wachstum auf LB-Agar-Ampicillin-Platten, wahrend
die Expression der LacZa-ccdB-Genfusion das Wachstum von Kolonien, die ein
Plasmid ohne Insert enthalten verhindert. Es wuchsen darum nur E. coli

Kolonien, die ein Plasmid mit gewunschtem Insert aufgenommen hatten.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

4000
000

2000

1500

10G0

Abbildung 11: UV-Licht-Photo der Gel-Elektrophorese nach Aufreinigung. 1 = Lange in bp,
2 = Langenstandard, 3 = Negativ-Kontrolle, 4 = Erlangen/06 0675, 6 - 12 = Erlangen/05 118

Im Anschluss an Klonierung und Transformation wurde LB-Medium angeimpft
und inkubierte als Ubernachtkultur. Kulturréhrchen mit deutlicher, homogener
Tribung wurden weiterverarbeitet. Die Plasmid-DNA wurde mittels QIAprep

Miniprep Kit (Qiagen, Hilden) fir die Sequenzierung aufgereinigt und im
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Restriktionsverdau durch die Restriktionsendonuklease EcoR1 bei dem Motiv
GAATTC gespalten. Im UV-Lichtfoto nach Gelelektrophorese wurden die
Fragmentlangen abgeschatzt (Abb. 11).

Die Proben wurden mittels ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit (Applied Biosystems) sequenziert. Es konnten pro
Sequenzierungsvorgang ca. 600 Basen bearbeitet werden. Die Qualitat der
Sequenz wurde durch Betrachten ihrer Fluoreszenzmaxima mittels ABI 310
Software Uberpruft. Durch Primerwalking wurde das gesamte Amplikon in beide
Richtungen sequeziert. Die Sequenzen der Primer sind im Methodenteil
gesondert aufgefuhrt. Die Daten wurden durch Sequenzieren von cDNA-Klonen
nPCR-Produkten

Konsensussequenzen erstellt. Die von uns erstellten Sequenzen sind unter den

sowie unklonierten verifiziert. Es wurden keine

in Tabelle 2 aufgefuhrten GenBank accession numbers einzusehen.

Stamm Herkunft Genet. Cluster | GenBank accession no.
Freiburg057/1997/GE |Deutschland |11/4 AY532111
Freiburg204/1997/GE |Deutschland |11/4 AY532112
Freiburg253/1998/GE |Deutschland |11/4 AY532113
Erlangen195/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532114
Dresden153/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532115
Dresden245/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532116
Dresden267/1997/GE |Deutschland | l1/4 AY532117
Dresden319/1997/GE |Deutschland | l1/4 AY532118
Bochum024/1998/GE |Deutschland | 11/4 AY532119
Bochum026/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532120
Bochum031/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532121
Bochum108/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532122
Bochum136/1998/GE | Deutschland | 11/4 AY532123
Bochum220/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532124
Bochum224/1998/GE |Deutschland | 11/4 AY532125
Bochum272/1998/GE |Deutschland | 11/4 AY532126
Bochum339/1997/GE |Deutschland | 11/4 AY532127
Hamburg048/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532128
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Hamburg135/1998/GE | Deutschland | 11/4 AY532129
Hamburg137/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532130
Hamburg139/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532131
Hamburg180/1997/GE | Deutschland | 11/4 AY532132
Hamburg189/1997/GE | Deutschland | Il/4 AY532133
Hamburg236/1997/GE | Deutschland | Il/4 AY532134
Hamburg316/1998/GE | Deutschland | I1/4 AY532135

Tabelle 2: GeneBank accession numbers der von uns amplifizierten und sequenzierten
Stamme. Alle Stamme waren in deutschen Stadten gesammelt worden und clusterten in GG
/4 (s.u.).

3.2 Alignment und Phylogenetische Analyse der Norovirusstamme

basierend auf vollstiandigen Capsidsequenzen.

Bei der Untersuchung der NV-Capsidsequenzen im Hinblick auf Rekombination
mittels Sawyer’s Test, Exploratoy Tree Analysis und Similarity Plots wurden
zwei wahrscheinlich rekombinante Stamme und deren Parentalstamme
identifiziert. Sie stammten jeweils von unterschiedlichen Patienten. Im
Folgenden werden die Ergebnisse der Indentifikationsschritte beschrieben.
Sawyer’'s Test (Tabelle 3) zeigte deutliche Hinweise auf Genkonversions-
ereignisse, die im Einklang mit dem Clusterwechsel einzelner Stamme bei der
Exploratory Tree Analysis entlang des Sequenzalingnments standen.

Durch Similarity Plots und Bruchpunkt Analyse wurden die Rekombinanten
identifiziert, die entsprechenden Parentalstammen zugeordnet und die
Rekombinationsschnittstelle genau lokalisiert (Abbildung 14, Tabelle 4). Durch
Konstruktion von ML-Baumen beidseits jeder einzelnen Rekombinations-
schnittstelle (Abbildung 15) wurden die Ergebnisse bestatigt. Hohe Boostrap-
Werte von mehr als 80 % bei 1000 Permutationen an den entsprechenden
Schnittstellen verifizierten diese und stutzten die Hinweise auf phylogenetischen
Konflikte innerhalb der jeweiligen ML-Baume. Wir konstruierten fur beide von
uns gefundenen Rekombinanten und deren Parentalstdmme insgesamt flnf
ML-Baume.
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Camberwell/1994/AU

Abbildung 12: Evolutiondre Verwandtschaftsverhaltnisse innerhalb der NV-GG l11/4
basiered auf der Nukleotidabfolge der gesamten Capsidsequenz. Der ML-Baum wurde
unter Benutzung des General Time Reversible Substitutionsmodells, einer Gamma-Verteilung
fur amog-site Variation (mit acht Raten) sowie Korrektur fUr nicht variante Genorte und der
Basenzusammensetzung der einzelnen Sequenzen erstellt. Die einzelnen Faktoren wurden
anhand des von uns gewonnenen Datensatzes abgeschéatzt. An den einzelnen Knotenpunkten
sind die Boostrapwerte als prozentualer Anteil von 1000 Permutationen eingetragen. Um eine
verbesserte Ubersicht zu erhalten, ist der Baum mittig gewurzelt und jeder einzelne Ast skaliert
gezeichnet. Die rekombinanten Stamme Hamburg180/1997/GE und Hamburg137/1997/GE sind

durch Umrandung optisch hervorgehoben.
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Der oben gezeigte ML-Baum liefert einen Uberblick (ber die
verwandtschaftlichen Verhaltnisse aller von uns isolierten und sequenzierten
neuen NV-Stamme mit Angabe der Boostrap-Werte als Prozentanteil von 1000
Permutationen. Die rekombinanten Stamme Hamburg180/1997/GE und
Hamburg137/1997/GE sind durch Kastchen mit Pfeil optisch hervorgehoben.
Alle von uns gefundenen Stamme clusterten gemeinsam mit den von uns in
spateren Schritten als AuRengruppe zum Wurzeln verwendeten Stadmme
Bristol/1993/UK und Camberwell/1994/AU innerhalb der NV GG Il/4. Die
Abbildung stellt weitere Stamme der Genogruppe |l dar, deren
Capsidsequenzen aus der GenBank Datenbank stammten. Bezogen auf die
phylogenetische Darstellung von 100 bereits bekannten in der GenBank
verfugbaren Sequenzen, handelte es sich um das Cluster 4 der Genogruppe I
bei insgesamt finfzehn unterschiedlichen genetischen Clustern [71]. In Cluster
[I/4 befanden sich 37 Sequenzen. Hohe Bootstrap-Werte unterstitzten die

Architektur der relevanten Knotenpunkte.

3.2.1 Sequenzalignment und Screening auf Rekombinationsereignisse

Mit den Capsidsequenzen wurde durch CLUSTALX ein multiples
Sequenzalignment erstellt und durch Bearbeitung mit GENECONV die
wahrscheinlichsten  Partner fir eine  stattgehabte @ Genkonversion,
beziehungsweise Rekombination festgelegt. GENECONV untersucht mittels
Sawyer’'s Test ein Sequenzalignment auf lange Abschnitte identischer
Nukleotidabfolge und ermittelt so Regionen, die zwischen verschiedenen
Stammen ausgetauscht worden sein kdnnen. Die Ergebnisse von Sawyer’s
Test lieferten deutliche Hinweise auf Genkonversionsereignisse und sind in
Tabelle 3 dargestellt. In dieser wird die Sequenz des moglichen rekombinanten
Stamms gezeigt, die jeweils zu einem Abschnitt der Capsidregion eines

anderen Stamms identisch ist.
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Rekombinante Stimme  Parentalstrénge Capsidregion (nt) | Lange (nt) | P-Wert

Hamburg180/1997/GE Bochum024/1998/GE | 580761 182 0.0007

Hamburg137/1997/GE Hamburg139/1997/GE | 11661696 531 0.0100

Tabelle 3: Sawyer’s Test. Capsidregionen, in denen sich die Nukleotidabfolge der
angegebenen Stdmme entsprechen und die Lange dieser identischen Sequenzen. Der
aufgefiihrte P-Wert ist jeweils der globale P-Wert fiir den gesamten im Interesse liegenden

Bereich des Alignments.

3.2.2 Phylogenetischer Konflikt dargestellt durch SplitsTree

SplitsTree konstruiert anhand der Sequenzdaten einen phylogenetischen
Baum, der an verschiedenen Stellen netzwerkartige Verzweigungen zeigte.
Jede dieser Verzweigungen ist ein Hinweis auf widerspriuchliche Infomationen
in Bezug auf die zugrunde liegenden Verwandtschaftsverhaltnisse. Die
Phylogenie des Baumes zeigt somit, dass keine eindeutige Beziehung im Sinne
einer dichotomen Verzweigung zwischen den entsprechenden Stadmmen
hergestellt werden konnte.

Dieses Phanomen trat zwischen den Stdmmen Hamburg180/1997/GE,
Hamburg189/1997/GE und Bochum024/1998/GE, zwischen
Hamburg137/1997/GE, Hamburg189/1997/GE und Hamburg139/1997/GE
sowie Bochum272/1987/GE, Dresden319/1997/GE und Dresden153/1997/GE
auf. Da die im Folgenden verwendeten Methoden nur in den zwei
erstgenannten Stammen mit ausreichender Wahrscheinlichkeit
Rekombinationsereignisse  nachweisen konnten, wurde der Stamm
Bochum272/1987/GE nicht als rekombinanter Stamm in die Endergebnisse

aufgenommen.
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Abbildung 13: Durch SplitsTree anhand der Sequenzen erstellter phylogenetischen
Baum. Folgende Abkirzungen stehen fur die Sequenzen: Bo.024 = Bochum024/1998/GE,

Bo.026 = Bochum026/1997/GE, Bo0.031 = Bochum031/1997/GE, B0.339 =
Bochum339/1997/GE, ER.195 = Erlangen195/1997/GE, FR.204 = Freiburg204/1997/GE,
FR.253 = Freiburg253/1998/GE, HH.135 = Hamburgl135/1998/GE, DD.153 =

Dresden153/1997/GE, DD.245 = Dresden245/1997/GE, DD.267 = Dresden267/1997/GE.

3.2.3 Zuordnung zu Parentalstrangen durch SimPlot und Exploratory

Tree Analysis

Mittels SimPlot und Exploratory Tree Analysis untersuchten wir die Sequenzen,
die in Abbildung 13 netzartigen Verzweigungen zeigten. Bei der Exploratory
Tree Analysis wird ein 300 bp grolies Gleitfenster in 150 bp-Schritten entlang
des Sequenzalignment bewegt. Branchswapping deutet dabei auf
Rekombinationsereignisse hin. SimPlot errechnet die similarity scores zwischen
den Sequenzen zweier Stamme und stellt diese graphisch dar. Dabei wird die
Sequenz eines moglichen Hybridstammes gleichzeitig mit beiden Sequenzen
der zu untersuchenden Parentalstamme verglichen und deren
verwandschaftliches Verhaltnis anhand dieser similarity scores in Form zweier
Graphen abgebildet. Der eine Graph zeigt das Ergebnis des Vergleichs
zwischen Parentalstamm 1 (Abb. 14: Hamburg189/1997/GE) und dem
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Hybridstrang, der zweite die similarity scores zwischen Parentalstamm 2 (Abb.
14: Bochum024/1998/GE) und dem Hybridstrang (Abb. 14:
Hamburg180/1997/GE). Die Programme identifizierten alle in Frage
kommenden Rekombinanten sowie deren Parentalstamme und legten jeweils
die wahrscheinlichste Schnittstelle fur das Rekombinationsereignis fest (Tabelle
4). Fur jede Schnittstelle wurde die jeweilige Likelihood Ratio errechnet.

Fur Mosaiksequenzen gilt, dass diese flir einen bestimmten Abschnitt hohe
similarity scores zu dem einen Parentalstamm zeigen, und nach passieren der
Rekombinationsschnittstelle, zu dem anderen Stamm. Dieses Phanomen
konnten wir fur die Stamme Hamburg180/1997/GE (Abbildung 14) und
Hamburg137/1997/GE (nicht  dargestellt)  zeigen. Die fur ein
Rekombinationsereignis in Frage kommenden Lokalisationen wurden
hinsichtlich ihrer Wahrscheinlichkeiten mittels x2-Test untersucht und bei p <

0,05 als signifikant angenommen.
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E Bochum024/1998/GE
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Position (nt)

Abbildung 14: Similarity Plot des rekombinanten Stamms Hamburg180/1997/GE mit den
Parentalstammen Hamburg189/1997/GE und Bochum024/1998/GE. Die Analyse zeigt auf
der vertikalen Achse das prozentuale Mal3 an Nukleotididentitat in der Capsidsequenz, die in nt-
Positionen auf der horizontalen Achse aufgetragen wurde. Das 200 nt Gleitfenster, wurde in 20-
nt-Schritten entlang der Sequenz fortbewegt. Die abgeschatzte nt-Position der
Rekombinationsschnittstellen (519 und 751) ist durch gestrichelte Linien markiert. An diesen
Punkten sinken die similarity scores der einen Kurve ab, wéahrend die der anderen gleichzeitig

steil ansteigen.
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3.2.4 Erstellen von ML-Baumen in Umgebung der Schnittstellen

Jeweils vor und nach den angenommenen Rekombinationsschnittstellen
wurden ML-Baume konstruiert. Es wurde beobachtet, dass die

Mosaiksequenzen von Baum zu Baum die Zugehorigkeit zu einem bestimmten

Cluster wechselten.

Nukleotidsequenz 1-519 Nukleotidsequenz 520-762 Nukleotidsequenz 763-1617

_!:Bristo\/]?%/ul( Bristol/1993/UK
Camberwell/1994/AU

99 [.Hamburg180/1997/GE

Bristol/1993/UK

Camberwell/1994/AU Camberwell/1994/AU

Hamburg180/1997/GE Hamburg180/1997/GE

100 Hamburg189/1997/GE Bochum024/1998/GE Hamburg189/1997/GE
0.01 —— Bochum024/1998/GE 0.01 Hamburg189/1997/GE 001 Bochum024/1998/GE
Nukleotidsequenz 1-768 Nukleotidsequenz 768-1617

|—H0mbur9139/1997/GE 100 FHaMburg139/1997/GE
100

[l Hamburg137/1997/GE ]
90

Hamburg189/1997/GE

Hamburg137/1997/GE

Hamburg189/1997/GE
Camberwell/1994/AU Camberwell/1994/AU

Bristol/1993/UK
0.01 001

Bristol/1993/UK

Abbildung 15: ML-Baume der rekombinanten Stamme Hamburgl180/1997/GE und
Hamburg/137/1997/GE. Die Parentalstimme und die NV-Stdmme Bristol/1993/UK und
Camberwell/1994/AU sind als Aulengruppen dargestellt. Die ML-Baume wurden unter
Verwendung des General Time Reversible Modells der Nukleotidsubstitution erstellt. Dabei
wurde eine Gammaverteilung mit among site-variation und 8 Raten sowie Korrektur fiir nicht
variable Sequenzpositionen und die Basenzusammensetzung der Stdmme berlicksichtigt,
beziehungsweise zur Konstruktion verwendet. Die Daten wurden anhand des vorliegenden
Sequenzdatensatzes abgeschatzt. Alle Astlangen sind skaliert dargestellt und an allen

relevanten Knotenpunkten sind die Bootstrapwerte im Prozentanteil von 1000 mathematischen
Replikationen aufgefihrt

Wie aus Abbildung 15 ersichtlich clustert der rekombinante Stamm
Hamburg180/1997/GE vor der Nukleotidposition 519 mit Hamburg180/1997/GE
und in 3’-Richtung davon mit Bochum024/1998/GE. In 3’-Richtung von
Nukleotidposition 763, dem zweiten Bruchpunkt, wechselt der Stamm in seine

urspriingliche Position zuriick. Ahnlich clustert der rekombinante Stamm
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Hamburg137/1997/GE vor der Nukleotidposition 768 mit dem Parentalstrang
Hamburg189/1997/GE und in 3’-Richtung mit Hamburg139/1997/GE. Der
Positionswechsel der Stamme beidseits der vermutlichen Bruchpunkte ist ein
definitiver Hinweis auf ein Rekombinationsereignis.

Die in Abb. 15 gezeigten widerspruchlichen Phylogenien beidseits der P1-1
Doméane wurden durch hohe Bootstrap-Werte von >85% der 1000
durchgefihrten Permutationen unterstitzt. Ahnliches konnte fiir den Stamm
Hamburg137/1997/GE gezeigt werden, der widersprichliche phylogenetische
Ergebnisse jeweils bezuglich der Stamme Hamburg139/1997/GE und
Hamburg189/1997/GE zeigte.

3.2.5 Abschatzen der statistischen Wahrscheinlichkeit fiir die einzelnen
Knotenpunkte durch LARD

Um die Ergebnisse weiter zu verifizieren, fuhrten wir die Untersuchung mit
einem zusatzlichen Programm, LARD, durch. Das Programm erstellte ML-
Baume wund fuhrte zur statistischen Einschatzbarkeit der einzelnen
Knotenpunkte eine Bootstrap-Analyse durch. LARD Uberprifte sowohl die
Lokalisationen der Schnittstellen als auch deren statistische Signifikanz und

kam unabhangig von den vorangegangenen Untersuchungen zu dem selben

Ergebnis.

Rekombinanter Parentalstamme Capsidregionen | Breakpoint | LR P-

Stamm (nt) (nt) Wert

Hamburg180/1997/GE | Hamburg189/1997/GE | 1 - 519, 519 8.355 | <0.001
Bochum024/1998/GE | 763 - 1617 762 5.858 [ <0.010

520 - 762

Hamburg137/1997/GE | Hamburg189/1997/GE | 1 - 768 768 5.607 | <0.010

Hamburg139/1997/GE | 769 - 1617

Tabelle 4: Breakpoint Analyse der Rekombinanten und ihrer wahrscheinlichen

Parentalstamme. LR = likelihood ratio; p-Wert wurde mittels X2 test mit 3 df bestimmt.
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3.2.6 AS-Sequenzalignment mit Zuordnung der Rekombinations-

schnittstellen zu den jeweiligen Capsidregionen

Der rekombinante Stamm Hamburg180/1997/GE zeigte bezuglich der
Nukleotidzusammensetzung hohe Ahnlichkeit mit dem Stamm
Hamburg189/1997/GE in den Regionen, die die Information fur die Shell-, P2-
und P1-2-Domane enthalten (Nukleotide 1-519 und 763-1617, Abbildung 16).

In der Region, die fur die P1-1 Region kodiert, ist der NV-Strang
Hamburg180/1997/GE mit dem Strang Bochum024/1998/GE nahezu identisch.
Aus Abblidung 16 ist ersichtlich, dass sich an der Nukleotidposition 768 sowohl
eine Rekombinantionsschnittstelle als auch die Kopplungsstelle zwischen den
Domanen P1-1 und P2 befindet. Die Position dieser Schnittstelle wird durch
Likelihood Ratio Analysen und phylogenetische Analysen mittels ML-Baum-

Konstruktion auch hier signifikant unterstitzt (Tabelle 4).

SHELL

HH137 MKMASNDANPSDGSTANLVPEVNNEVMALEPVVGAAIAAPYAGQQNI IDPWIRNNF

HH180 MKMASNDANPSDGSTANLVPEVNNEVMALEPVVGAAIAAPYAGQQNVIDPWIRNNF
SHELL 100

HH137 VQAPGGEFTV SPRNAPGEILWSAPLGPDLNPYLSHLARMYNGY AGGFEVQVILAGNA

HH180 VQAPGGEFTV SPRNAPGEILWSAPLGPDLNPYLSHLARMYNGY AGGFEVQVILAGNA
SHELL

HH137 STAGKIIFAAVPPNFPTEGL SPSQV TMFPHIIVDVRQLEPVLIPLPDVRNNFYHYNQSND

HH180 FTAGKIIFAAVPPNFPTEGL SPSQV TMFPHIIVDVRQLEPVLIPLPDVRNNFYHYNQSNE
SHELL 200 P1-1

HH137 STIKLIAMLY TPLRANNAGDDVFTVSCRVLTRPSPDFDFIFLVPPTVESRI KPFTVPILTV

HH180 STIKLIAMLY TPLRANNAGDDVFTVSCRVL TRPSPDFDFIFLVPPTVESRTKPFTVPILTV
P1-1 P2

HH137 EEMSNSRFPIPLEKLY TGRSSAFVVQPQNGRCTTGVLLGTTQLSAVNICTFRGDVTHIA

HH180 EEMSNSRFPIPLEKLY TGP8SAFVVQPQNGRCTTGVLLGTTQLSAVNICTFRGDVTHIA
P2 300

HH137 GSHDY TMNLASQNMNNY DPTEEIPAPLGTPDFVGKIQGMLTQTTREDGSTRAHKATV

HH180 GSHDY TMNLASQNMNNY DPTEEIPAPLGTPDFVGKIQGMLTQTTREDGSTRAHKATV
P2 400

HH137 STGSAHFTPKLGSVQY TTDTNNDFQTGQNTKFTPVGVIQDGNNHQNEPQQWVLPSY'S

HH180 STGSVHFTPKLGSVQY TTDTNNDFQTGQNTKFTPVGVIQDGNNHQNEPQQWVLPNYS
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P2 P1-2

HH137 GRTGHNVHLAPAVAPTFPGEQLLFFRSTMPGCSGY PNMNLDCLLPQEWYVQHFY QEA

HH180 GRTGHNVHLAPAVAPTFPGEQLLFFRSTMPGCSGY PNMNLDCLLPQEWYVQHFY QEA
P1-2 500

HH137 APAQSDVALLRFVNPDTGRVLFECKLHKSGYVTVAHTGPHDLVIPPNGY FRFDSWVN

HH180 APAQSDVALLRFVNPDTGRVLFECKLHKSGYVTVAHTGPHDLVIPPNGY FRFDSWVN
P1-2 545

HH137 QFYTLAPMRNGAGRRRAL

HH180 QFYTLAPMRNGAGRRRAL

Abbildung 16: Aminosauren-Alignment der vollstandigen Capsidsequenzen. Die
Lokalisationen der Rekombinationsschnittstellen sind unterstrichen, fett gedruckt und grau
hinterlegt. Die jeweils erste Aminosaure einer Domane ist fett gedruckt hervorgehoben,
Aminosauren, die sich innerhalb der beiden Strdnge nicht entsprechen, sind unterstrichen.
HH137 = Hamburg137/1997/GE; HH180 = Hamburg180/1997/GE.

3.3 Untersuchung der Sekundarstruktur in der Umgebung der

Rekombinationsschnittstelle

Die voraussichtliche RNA Sekundarstruktur der Rekombinationsregion wurde
mittels Mfold Web Server fur Nucleic Acid Folding and Hybridisation Prediction
ermittelt (Abbildung 17) [69]. Mfold basiert auf dem Prinzip der
Energieminderung, mit dem Ziel die thermodynamisch optimale
Sekundarstruktur einer gegebenen Nukleinsauresequenz zu berechnen. Dazu
wird ein sogenannter ,Energy dot plot’ erstellt [69]. In der Version Mfold 3.1
erfolgen alle Berechnungen fur eine Temperatur von 37 °C [70].

Die Nukleotidzusammensetzung und Struktur der dargestellten Abschnitte
entsprach typischen Regionen, die sich in der Umgebung von Rekombinations-

schnittstellen befinden (siehe Diskussion).
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Abbildung 17: Charakterisierung der Zusammensetzung der Sequenz und der RNA-

Sekundarstruktur der wahrscheinlich rekombinanten Region. Links im Bild ist der Stamm
Hamburg137/1997/GE (Nukleotid 757 - 809) und rechts der Stamm Hamburg180/1997/GE
(Nukleotid 430 — 460 und 501 — 558) dargestellt. Die Rekombinationsschnittstellen sind jeweils

durch einen Pfeil hervorgehoben und die Nukleotidzusammensetzung tabellarisch dargestellt.
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4 DISKUSSION

Diese Studie weist das Auftreten von Rekombinationsereignissen innerhalb der
Capsidregion bei 2 von 25 zuvor noch nicht beschriebenen Norovirus-
Sequenzen nach. Die genetische Information fur diesen Nachweis wurde aus
Stuhlproben isoliert, die in Deutschland zwischen 1997 und 1998 gesammelt
worden sind. Die Proben stammten von Patienten im Alter von bis zu vier
Jahren und wurden im Vorfeld unserer Studie auf das Vorhandensein von
HuCV-RNA Uberprift. In allen Proben konnte diese anhand der Polymerase-
Region nachgewiesen werden. Unter den von uns amplifizierten und
sequenzierten Stammen befanden sich zwei rekombinante Viren, deren
Rekombinationsschnittstellen innerhalb der Capsidregion des viralen Genoms
lagen. Nach unserem Informationsstand wurden Rekombinationsereignisse in
dieser Region bis zu diesem Zeitpunkt noch nicht beschrieben, konnten jedoch
zu einem spateren Zeitpunkt durch andere Methoden bestatigt werden [72].
Unsere Ergebnisse weisen also im Einklang mit spateren Studien darauf hin,
dass homologe Rekombination innerhalb des NV-Capsidgens kein isoliertes

Ereignis darstellt.

Molekulare Evolutionsforschung untersucht, wie aus der sequenziellen Abfolge
von vier NS-Grundbausteinen der gesamte Bauplan fur einen vollstandigen
Organismus entsteht und wie die Weitergabe der genetischen Information
erfolgt [42]. Da dieser Prozel3 durch das Auftreten von Substitutionen und
Rekombination nicht fehlerfrei ablauft, zeigen die heutigen Organismen in ihrem
Genom Spuren ihrer molekulargenetischen Geschichte. Die genetische
Information ist somit ein Dokument der Evolutionsgeschichte jedes einzelnen
Organismus [42]. Durch analytische Verarbeitung dieser Informationen konnen
Aussagen Uber diese Entwicklungsgeschichte getroffen werden.

Phylogenetische Baume reprasentieren Hypothesen zu Verwandtschafts-
verhaltnissen verschiedener Taxa. Als hypothetischer Vorganger ist dabei die
Wurzel des Baumes zu sehen. Da die NS-Sequenz dieses Vorgangers in der
molekularen Evolutionsforschung haufig nicht bekannt ist, sind die meisten

Baume wurzellos. Also reprasentiert der aufgestellle Baum die
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wahrscheinlichsten Verwandtschaftsverhaltnisse aller Taxa untereinander, lasst
aber generell nur Vermutungen zu deren Entwicklung zu [54]. In diesem
Rahmen sind NS-Sequenzen als Grundlage fir phylogenetische
Analysemethoden ausgesprochen wertvoll, da sie eine digitalisierbare exakte
Darstellung des Aufbaus und der Arbeitsanweisung aller funktionellen
Bestandteile des Organismus enthalten. Die Informationen bezuglich ihrer
Evolutionsgeschichte sind jedoch aus folgenden Grinden nur unter Vorbehalt
anwendbar [49]: Fur jeden einzelnen Genlokus kommen vier verschiedene
Zustande in Frage, namlich A, T/U, G und C. Werden homologe Genorte zweier
verwandter NS-Sequenzen verglichen, kann streng genommen nur gefolgert
werden, ob sich diese Loki entsprechen oder nicht. Der maximale Unterschied,
der beobachtet werden kann, ist ,1“ [49]. Daraus folgt, dass sich alle
Informationen bezuglich eines einzelnen Genortes auf den jetzigen Zustand und
gegebenenfalls die Tatsache beschranken, dass sich etwas verandert hat, nicht
wie oft und aus welchem Urzustand heraus. Es gibt hier also keine Information
bezuglich Substitutionsrate und Ursprungssequenz. Das bedeutet, sobald an
einem Ort mehr als ein Substitutionsereignis stattgefunden hat, geht die
Verbindung zu vorherigen Substitutionen verloren [49]. Anhand dieses einen
Genlokus kénnen dann keine Rickschlisse auf die Entwicklung der Sequenz
geschlossen werden.

Zur phylogenetischen Analyse werden darum groRere Sequenzabschnitte
betrachtet. Evolutionsmodelle erleichtern dabei die Rekonstruktion vergangener
Ereignisse und lassen Vermutungen Uber zukinftige Veranderungen zu.
Anhand der durch NS-Sequenzen gegebenen Informationen wird versucht,
Gesetzmaligkeiten zu erkennen, mit deren Hilfe Evolutionsmodelle entworfen
werden. Durch diese soll die Entwicklung von Organismen annaherungsweise
rekonstruiert werden [49]. Sie sind somit ein wichtiges Instrument der
Evolutionsforschung und dienen auch wesentlich der Detektion von
Rekombinationsereignissen.

Werden aus einem Sequenzdatensatz, der Mosaiksequenzen enthalt,
phylogenetische Baume erstellt, fihrt dies zu scheinbar widersprtichlichen

Analyseergebnissen. Der phylogenetische Konflikt ist mathematisch darstellbar
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und bildet den Angriffspunkt der zur Rekombinationsanalyse verwendbaren
Methoden. Beispiele fur graphisch dargestellte phylogenetische Konflikte
unserer Studie sind netzwerkartigen Strukturen innerhalb der durch SplitsTree
erstellten Baumen und branchswapping zwischen ML-Baumen, die
unterschiedliche Abschnitte rekombinanter Sequenzen darstellen. ML-Baume,
die einen hohen Rechenaufwand bendtigten, gelten als Goldstandard in der

Rekombinationsanalyse.

RNA-Viren koénnen durch Reassortierung und Rekombination genetische
Informationen austauschen. Reassortierung kann nur durch segmentierte Viren,
wie z. B. das Influenza A Virus durchgeflihrt werden [35]. Rekombination kann
dagegen sowohl durch segmentierte Viren als auch durch Viren mit anderer
Genomorganisation, wie das Calicivirus, benutzt werden, tritt jedoch praktisch
nur bei Viren mit Plus-Strang RNA auf. Allgemein wird bei der Rekombination
eine Donor-Nukleotidsequenz in ein kontinuierliches Akzeptormolekil eingeflgt
[35]. Verschiedene Rekombinationsformen wurden bei RNA-Viren
nachgewiesen:  homologe, aberrant homologe und nichthomologe
Rekombination [35]. Bei homologer Rekombination wird die Donor-Sequenz so
in das Akzeptormolekil eingepasst, dass die Struktur des Genoms unverandert
bleibt. Im Falle aberranter homologer Rekombination tauschen ahnliche Viren
Sequenzen ohne striktes Alignment aus. Die genetische Abfolge innerhalb des
Stranges verandert sich. Nichthomologe Rekombination ist schlieRlich der
genetische Austausch zwischen praktisch unverwandten Viren. Da weder durch
uns noch in anderen Studien Strukturveranderungen innerhalb des Genoms
rekombinanter CV nachgewiesen werden konnte [38, 71], gehen wir davon aus,
dass der Austausch genetischer Information zwischen NV mittels homologer
Rekombination stattfindet, oder dass mdégliche nichthomologe Rekombinations-
ereignisse zu nicht replikationsfahigen Nachkommenviren fuhren, die der

Detektion entgehen.

Die meisten Plus-Strang RNA-Viren benutzen zum genetischen Informations-

austausch ein copy-choice Modell. Dabei findet das eigentliche
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Rekombinationsereignis in Folge eines sogenannten template switch der viralen
Replikase statt. Dazu I6st sich die RNA-abhangige RNA-Polymerase wahrend
des Replikationsvorganges von dem Matritzenstrang, lagert sich im Falle
homologer Rekombination an die orthologe Sequenzposition eines anderen
Strangs an und nutzt dessen genetische Information zur Synthetisierung des
neuen Strangs [35]. Es resultiert eine Mosaiksequenz, die auf beiden Seite des
sogenannten Rekombinationsbreakpoints die genetischen Informationen
unterschiedlicher parentaler Genome enthalt. Wir gehen bezlglich unserer
Ergebnisse von homologer Rekombination nach dem copy-choice Modell aus.
Das Genom eines Virus besteht im Wesentlichen aus proteinkodierenden
Sequenzen, so auch der Capsid-Bereich, den wir untersucht haben. Auf
Proteinen kann sowohl ein positiver als auch ein negativer Selektionsdruck
lasten. Durch ihre Funktionalitat ist nicht an allen Genorten jede denkbare
Veranderung moglich. Theoretisch kann eine einzige Substitution die
Tertiarstruktur eines Enzyms so verandern, dass die Virusreplikation in einem
Ausmall gestort wird, dass eine Vermehrung unmoglich oder dessen
Eliminierung durch den Wirtsorganismus erleichtert wird. Andererseits kann
eine durch Substitution oder Rekombination entstandene Veranderung an
bestimmten Genorten durch Anderung der Antigenitdt des Virus einen
Selektionsvorteil darstellen. Moglich ware dies an einem Ort an dem das
Immunsystem des Wirtsorganismus angreift, wie dies zum Beispiel bezlglich
der von uns untersuchten P-Region vermutet wird. Diese Annahme wurde
bereits 2003 bei Nilsson et al. in Anbetracht einer Kummulation von
Veranderungen in der P2-Region geaulRert [20].

Somit wird Rekombination viraler RNA durch viele verschiedene
immunologische und intrazellulare Faktoren beeinflusst, welche das Auftreten
funktionsfahiger rekombinanter Viren fordern oder hemmen kdnnen [35]. Es ist
verstandlich, dass verschiedene Genorte bezuglich ihrer Substitutionsraten
divergieren oder sich eine Ruckmutation oder Rekombination begunstigt
durchsetzt. Dieser Umstand aul3ert sich in der rate-hererogeneity verschiedener

Orte eines Stranges.
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Grundvoraussetzung fur ein Rekombinationsereignis ist jedoch die Koinfektion
eines Wirts durch zwei unterschiedliche Virusstamme, die eine einzige Zelle
gleichzeitig infizieren. Das Zustandekommen eines solchen Ereignisses
unterliegt diversen aulleren Einflissen. So kdnnen Koinfektionen zum einen
dadurch verhindert werden, dass sich die naturliche Verbreitung
unterschiedlicher viraler Stamme zeitlich und/oder raumlich nicht Uberlappt.
Zum anderen ist es moglich, dass das Immunsystem des Wirts beide Erreger
so schnell eliminiert, dass die Wahrscheinlichkeit fur die Koinfektion einer
einzelnen Zelle sinkt oder die Infektion mit dem einen Erreger die
Wahrscheinlichkeit flr eine Zweitinfektion (z. B. durch Interferenz) erniedrigt.
Der am starksten limitierende Faktor fir einen template switch bei homologer
Rekombination ist ein zu groRer Sequenzunterschied zwischen den potentiellen
Rekombinationspartnern [35]. Bezogen auf die zuganglichen GenBank Daten
des NV befanden sich alle von uns analysierten Stamme im Cluster 4 der
Genogruppe Il [71]. Jedes der von uns nachgewiesenen Rekombinations-
ereignisse spielte sich zwischen NV dieser Genogruppe ab und alle
Parentalstamme stammten aus dem geimeinsamen Cluster 1l/4. Die jeweiligen
Parentalstdmme waren somit untereinander relativ eng verwandt. Auch in der
parallel verlaufenden Studie unter Verwendung der allgemein zuganglichen
GenBank Daten konnten keine Rekombinationsereignisse nachgewiesen
werden, die zwischen NV aus unterschiedlichen Genogruppen stattgefunden
hatten [71].

Koinfektionen, die durch Viren aus unterschiedlichen Genogruppen verursacht
werden, konnten fur andere GE-Erreger bereits nachgewiesen werden [73, 74]
und sind fur das NV ebenfalls denkbar. Dies ist also wahrscheinlich nicht die
Ursache dafur, dass Rekombinationen zwischen zu weit entfernten Viren nicht
stattfindet. Als Grund fir die Beschrankung auf die selbe Genogruppe ist
vorstellbar, dass der teplate switch der viralen Replikase erleichtert wird, wenn
sich die Stamme &hnlich sind. Spielte die Ahnlichkeit der Sequenzen fiir den
Rekombinationsvorgang eine untergeordnete Rolle, wirde homologe
Rekombination in weitaus geringerem Male auftreten als es tatsachlich der Fall

ist. Allein die Tatsache, dass orthologe Sequenzpositionen offenbar erkannt
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werden, betont die Bedeutung des genetischen Ahnlichkeitsgrads der
Sequenzen. Andererseits fuhrt aberrante homologe Rekombination durch
Veranderung der genetischen Abfolge haufiger zu Fehlfunktionen der
Strukturgene, so dass es denkbar ist, dass das Virus durch eine solche
Funktionsstorung die Replikationsfahigkeit verliert und darum nicht nattrlich in
Erscheinung tritt.

Wie bereits erwahnt, konnten wir innerhalb des von uns untersuchten
Sequentzdatensatzes zwei rekombinante Stamme nachweisen und in einer
parallel durchgefihrten Studie, die alle offentlich zuganglichen Stamme der
GenBank Datenbanken untersuchte, wurden acht rekombinante Stamme
detektiert [71]. Damit ergaben sich Virusrekombinanten bei fast 10 % der
untersuchten Falle. In Anbetracht der Tatsache, dass Rekombination zwischen
Viren ein aulerst seltenes Ereignis darstellt, ist dies eine grol’e Anzahl.
Verglichen jedoch mit Viren, die extrem zur Rekombination neigen, wie z. B.
dem HI-Virus, ist die Anzahl dennoch gering. HI-Viren kdnnen einen bis sieben
genetische Austausche pro Replikationszyclus durchfuhren [75].

Die Nomenklatur unserer Virusstamme in Anlehnung an eine durch Green et al.
beschriebene, ebenfalls auf der vollstandigen CV-Capsidsequenz basierenden
Einteilung vorgenommen [10]. Danach ist beispielsweise
Hamburg180/1997/II/GE der 180. Stamm, der in Hamburg 1997 als Probe
gesichert wurde und gehort laut phylogenetischem Analyseergebnis der
Genogruppe Il an. Die Bezeichnung der beiden Rekombinanten Stamme, die in
unserer Studie nachgewiesen werden konnten, lautet dem zufolge:
Hamburg180/1997/GE (HH180) und Hamburg137/1997/GE (HH137).

Der Stamm HH180 zeigte zwei, der Stamm HH137 nur eine
Rekombinationschnittstelle. Daraus lasst sich schlieffen, dass im Fall des
Stammes HH180 entweder in einem Replikationsvorgang zweimal in Folge ein
template switch der viralen Replikase stattgefunden hat, oder, vielleicht
wahrscheinlicher, es kam wahrend dieser oder einer spateren Koinfektion zur
Zweitrekombination zwischen einem bereits einfachrekombinanten Stamm und

einem Parentalstamm.
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Durch Rohayem et al. wurden genetische Rekombinationen in vier
verschiedenen Clustern der GGIl nachgewiesen, jedoch nur eine einzige
Rekombinante innerhalb von GGI. Gleichzeitig ist GGIl haufiger in Epidemien
vertreten als GGI, welches eventuell ein Grund fur diese Beobachtung und
gleichzeitig fur die Tatsache ist, dass uns gelingen konnte, innerhalb einer
Gruppe von nur 25 Capsidsequenzen der NV GGIl zwei rekombinante Viren
nachweisen zu konnen. Wir verwendeten dabei verschiedene analytische
Methoden, die dieses Ergebnis jeweils mit hoher Wahrscheinlichkeit
bestatigten. Insgesamt nahm der Anteil rekombinanten Viren an der
Gesamtanzahl in beiden Studien etwa 10 % ein.

Um diese offensichtliche Neigung des NV zur Rekombination genauer erklaren
zu konnen, haben wir die Stamme hinsichtlich Struktur und typischer Merkmale
rekombinanter Sequenzen untersucht. Es zeigte sich, dass das NV-Genom
viele dieser besonderen Charakteristika aufweist und sich somit zur
Rekombination auch durch seine strukturelle Beschaffenheit anbietet (siehe
unten).

Ob ein rekombinantes Virus naturlich in Erscheinung tritt, hangt jedoch neben
der Entstehung noch von weiteren limitierenden Faktoren ab. Da verschiedene
virale Stamme die Replikation in einer Zelle gegenseitig behindern, muld zur
effektiven Vermehrung funktionsfahiger rekombinanter Viren eine reinigende
Selektion die Replikation solcher Stamme hemmen, die gar nicht oder nur
bedingt funktionsfahig sind.

Alle bereits erwahnten duReren Faktoren wirken Rekombinationsereignissen
direkt oder indirekt entgegen. Ist es dem neuen Virus jedoch gelungen, die Zelle
in ausreichender Anzahl zu verlassen, kommt die escape’-Wirkung gegenuber
dem Immunsystem durch Rekombinationsereignisse innerhalb immunologisch
bedeutsamer Sequenzregionen zum tragen und wirkt sich begunstigend auf die
Ausbreitung des enstandenen rekombinanten Virus aus. Das Virus kann
zunachst nicht durch spezifische Antikorper eliminiert werden und erhalt somit
einen Selektionsvorteil den eigenen Parentalsequenzen gegenulber, da diese
vor dem Rekombinationsereignis mit gewisser Wahrscheinlichkeit bereits mit

dem Immunsystem des Wirts in Kontakt getreten sind. Daraus resultiert
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vermutlich eine vermehrte Replikation der Mosaiksequenzen, so dass das
natlrliche Auftreten von rekombinanten Stammen mit Bruchpunkten in
immunologisch bedeutsamen Regionen begunstigt  wird. Dieser
Zusammenhang konnte auch bei einem durch Nilsson et al. beschriebenen
immunsupprimierten Patienten beobachtet werden. Wahrend das Virus beim
immunkompetenten Patienten nach einer gewissen Zeit eliminiert wird, war
offensichtlich in diesem Falle das Immunsystem des Wirts nicht in der Lage, mit
ausreichender Geschwindigkeit auf die Entstehung neuer Stamme zu
reagieren, so dass sich diese immer wieder vermehren konnten. Es herrschte
ein Gleichgewicht zwischen der Immunabwehr des Wirts und der Fahigkeit des
Virus, durch ,escape’-Mechanismen diesem zu entkommen. So wurden immer
wieder neue Stamme beobachtet, die Veranderungen in der P2-Region zeigten.
Offensichtlich scheint eine Veranderung in diesem Bereich einen
Selektionsvorteil darzustellen, so dass sich die entsprechenden Viren bevorzugt
vermehren konnen [20].

In Studien zu naturlich in der Bevolkerung zirkulierenden NV-Strangen wurde
festgestellt, dass typische epidemiologische Charakteristika des NV einen
positiven Einfluly auf das Auftreten von Rekombinationsereignissen haben. NV
kommen z. B. ausgesprochen haufig vor [74, 76] und verbreiten sich rapide
innerhalb der Bevodlkerung. Dies kommt sowohl durch die hohe Viruslast der
infektiosen Faeces [77] als auch die starke Virulenz des Erregers zustande und
steigert die Wahrscheinlichkeit fur Koinfektionen besonders mit solchen Viren,
die haufig Epidemien verursachen, wie die der GGII. Durch Iritani et al. wurde
die Existenz naturlich zirkulierender Arg320-like Strange nachgewiesen [76].
Dies kann als Beweis gewertet werden, dass rekombinante Strange naturlich
vorkommen, hier am Beispiel der Bevdlkerung von Osaka City. Rekombination
von NV scheint also unter naturlichen Bedingungen nicht nur moglich zu sein
sodern auch tatsachlich stattzufinden, so dass es wahrscheinlich ist, dal® NV
alle genannten Voraussetzungen zur Rekombination erfullen. Diese

Beobachtungen stehen in Einklang mit unseren Ergebnissen.
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Bezlglich der einzelnen von uns verwendeten Methoden konnte durch
verschiedene Abeitsgruppen eine grosse Leistungsfahigkeit und Zuverlassigkeit
bei der Erkennung von Rekombinationsereignissen zwischen RNA-Viren
nachgewiesen werden [43-45].

Wegen der bereits erwahnten Mangel bei isolierter Verwendung [46, 78, 79],
wurde durch uns ein kombinierter Ansatz benutzt. Somit wurden der selbe
Datensatz zur Erfassung und korrekten ldentifizierung von Rekombinanten und
den dazugehorigen Parentalstrangen, sowie zur exakten Lokalisierung der
entsprechenden Rekombinationsschnittstellen hinsichtlich statistischer, phylo-
genetischer und struktureller Gesichtspunkte mit verschiedenen Methoden
untersucht. Trotz der Verwendung zuverlassiger Methoden kam es in einem
Fall zu einem nicht Ubereinstimmen der durch die einzelnen Analysen
gelieferten Ergebnisse. Dem Stamm Bochum272/1997/GE wurde durch Splits
Tree die Parentalsequenzen Dresden153/1997/GE und Dresden319/1997/GE
zugeordnet. Dies wurde in diesem Ansatz durch hohe Boostrap-Werte
unterstutzt, konnte jedoch durch die anderen Methoden nicht mit Sicherheit
bestatigt werden und wurde darum nicht als Rekombinationsereignis akzeptiert.
Diese Vorgehensweise, das heilt, den Ausschlusses von
Rekombinationsereignissen, die nicht durch alle Methoden bestatigt werden
konnten, wurde bereits durch andere Arbeitsgruppen diskutiert, die ebenso
vorgegangen sind [43-45].

Ubereinstimmende Ergebnisse lieferten hingegen alle Methoden beziiglich der
Mosaiksequenzen Hamburg137/1997/GE (HH137) und Hamburg180/1997/GE
(HH180). Beide Stamme besallen jeweils einen Bruchpunkt innerhalb der
Region P1-1 und HH180 zeigte eine zusatzliche Schnittstelle innerhalb der S-
Domane. Wie bereits erwahnt, unterstitzt diese Beobachtung die Annahme
einer immunologisch angetriebenen Evolution des NV, die durch Rekombination
innerhalb des Capsidgens begunstigt zu werden scheint. Wie bereits erwahnt,
wurde eine ahnliche Hypothese 2003 durch Nilsson et al. vertreten, welcher
eine Anhaufung von Mutationen innerhalb der P2-Doméane eines NV-Stranges
beobachteten. Auch hier wurde eine Begunstigung dieser Mutationen durch

immunologischen Druck vermutet [20].
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Verschiedene Arbeitsgruppen beschrieben in der Vergangenheit bereits die
Auswirkungen, die das Auftreten von Rekombinationsereignissen innerhalb
immunologisch bedeutsamer viraler Regionen haben kann, und diskutierten
dies bezuglich anderer RNA-Viren [35, 36, 43, 80, 81]. Die Vorteile genetischen
Austauschs scheinen entweder in der Ansammlung vorteilhafter, oder der
Eliminierung schadlicher Gene oder Sequenzen zu liegen [35]. Wir vertreten
unseren Ergebnissen zufolge die Ansicht, dass die hohe Variabilitdt des NV-
Capsidgens, zu einem wesentlichen Anteil durch Rekombinationsereignisse
bedingt ist und Rekombination darum mdglicherweise eine Schluselrolle in der
virulenten Wirkung dieser Erreger spielt. Durch diese Fahigkeit scheint es NV in
besonderem MalRe mdglich zu sein, der Immunantwort des Wirts entkommen
zu kénnen, welches moglicherweilse zum Teil die Problematik erklart, geeignete
Impfstoffe und eine dauerhafte Immunitat gegen das NV zu entwickeln (siehe

Einleitung).

Die verschiedenen Regionen des CV-Capsids unterscheiden sich in ihrer
Sequenzvariabilitat. Prasad et al. konnten zeigen, dal® die S-Domane des CV-
Capsid Gens die geringste Variabilitat aufweist. Die P1-Domane verhalt sich
Uber die Zeit maRig variabel und die P2-Domane, die fur den am weitesten
herausragenden Teil des Capsids kodiert, ist hochvariabel [82]. Da dessen
Struktur fur das Immunsystem am leichtesten zuganglich ist, wird seit langem
vermutet, dass sich dort die Antikdrperbindungsstelle des CV-Capsids befindet,
welches bis jetzt noch nicht bewiesen werden konnte. Trifft dies zu, ist die P2-
Domane die eigentliche Determinante der Stammidentitat gegenuber dem
Immunsystem.

Bezlglich dieser Domane konnte des weiteren gezeigt werden, dass ein
monoklonaler Antikorper, der einen Abschnitt der P2-Domane zwischen den
Positionen 300 und 384 erkennt, das Binden des NV an die Wirtszelle
verhindern kann. Diese Beobachtung impliziert eine Beteiligung dieser Region
an der Zellbindungsaktivitat des Virus [82] und betont dessen Bedeutung flr die
Virulenz des Erregers. Moglich ist auch, dass die P1-Region eine wesentliche

Rolle in der Antigenitat des Virus spielt, da diese fur die Bogen des Capsids
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kodiert. Es ist denkbar, dass Sequenzunterschiede in diesem Bereich zu
Konformationsaderungen fuhren und auch auf diese Weise die immunologische
Identitat des Virus so verandert wird, dass ein Selektionsvorteil entsteht. Beide
von uns isolierten rekombinanten Stamme wiesen Rekombinationsschnittstellen

innerhalb der P1-Region auf.

Wie bereits durch andere Gruppen festgestellt wurde, ist das Auftreten von
homologer Rekombination, das auf dem copy-choice- und template-switching-
Mechanismus basiert, stark von der spezifischen Nukleotidzusammensetzung
und RNA-Sekundarstruktur der Rekombinationsregion abhangig. Nagy et al.
stellten fest, dass vor allem solche viralen Sequenzen zur Rekombination
neigen, die nahezu gleiche Anteile an G/C und A/U oder mehr als 60% G/C
enthalten, wenn sich diese Region vor einer A/U-reichen Region (>= 60% A/U)
befindet. Diese Erkenntnisse basierten auf Modellen zu homologer
Rekombination des Brome Mosaic Bromovirus (BMV) [65, 83], des Tomato
Bushy Stunt Tombusvirus [84, 85] und des Turnip Crincle Carmovirus [68, 86].
Zusatzlich wurde festgestellt, dass A/U- und G/C-reiche Abschnitte ahnlicher
Lange, wenn sich diese auf beiden Seiten der Schnittstelle befinden, das
Auftreten von Rekombinationsereignissen fordern. Sequenzen die diese
Eigenschaften zeigen, werden ,homologous recombination activators’ genannt
[87]. Nagy et al. vermuteten, dass Sequenzahnlichkeit allein die homologe
Rekombination in diesem Fall des Brome Mosaic Bromovirus nicht ausreichend
fordert [88], so dass zusatzlich bestimmte strukturelle Charakteristika zur
Rekombination bendtigt werden konnten. Insbesondere unterstutzt angeblich
das Vorhandensein von lokalen Konformationsfluktuationen und/oder einer
stabilen Haarnadelstruktur in einem A/U-reichen Sequenzabschnitt die
Anlagerung der RNA-abhangigen RNA-Polymerase durch Erleichterung der
lokalen Basenpaarung zwischen Donor- und Akzeptor-RNA-Strang [68].

In unserer Studie wurde die unmittelbare Umgebung (50 nt) beidseits der
identifizierten Bruchpunkts hinsichtlich Struktur und Zusammensetzung
untersucht. Wir stellten fest, dass HH137 strangaufwarts von der

Rekombinationsschnittstelle einen hohen G/C-Gehalt aufwies, wahrend die
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Sequenz strangabwarts in Richtung des 3’-Ende prozentual mehr A/U enthielt.
HH180 =zeigte dagegen sowohl am 3°- als auch am 5’-Ende der
Rekombinationsregion A/U-reiche Sequenzen. In beiden Fallen waren die A/U
und G/C-reichen Sequenzen von ahnlicher Lange. Daruber hinaus konnten
durch Analyse der RNA-Sekundarstruktur am 3’-Ende der
Rekombinationsregion stabile Haarnadelstrukturen nachgewiesen werden.
Folglich zeigten die rekombinanten Strange wesentliche Charakteristika von
,homologous recombination activators’.

Dem Begriff der Stammidentitdt aus immunologischer Sicht kommt eine
besondere Bedeutung zu, die Einflul auf die Terminologie des Virus nehmen
kann. Bis zum jetzigen Zeitpunkt bildet die Grundlage zur Festlegung der
Identitdt eines einzelnen Stamms die genetische Information der
Polymeraseregion des NV. Wir vermuten, dass das NV mittels seiner Struktur
und besonderen Eigenschaften in der Lage ist, durch Rekombination von
immunologisch bedeutsamen Regionen die Antigenitat des Einzelstammes zu
verandern, so dass das Virus hochvariabel erscheint [10]. Zum
Routinenachweis von NV-RNA ist es zweckmallig, die Polymeraseregion zu
verwenden. Die unbeschadigte Isolierung und Amplifikation des gesamten NV-
Capsids ist sehr aufwendig und darum zur Routinediagnostik nicht geeignet.
Die hohe Variabilitat des NV-Genoms im Capsidbereich wirft jedoch im
Zusammenhang mit der Taxonomie des NV Fragen auf. Gerade weil das
Capsidgen unseren Ergebnissen zu folge gut zum Nachweis von
Rekombinationsereignissen zwischen zirkulierenden NV-Strangen geeignet ist,
enstehen in Bezug auf die Taxonomie neue Gesichtspunkte. Vor dem
Hintergrund des voranschreitenden Wissens Uber NV ist deren phylogenetische
Klassifikation allein auf der Basis partieller NS- oder AS-Capsidsequenzen oder
anderer Regionen des Viruses diskussionswurdig.

Rekombinationsereignisse zwischen NV kommen jedoch nicht ausschlielich
innerhalb des Capsidgens vor. Mit dem rekombinanten Virus Arg320/1995/AR
konnten Jiang et al. bereits 1999 einen Stamm nachweisen [38], der bezlglich
der Polymeraseregion (ORF 1) und des Capsidgens (ORF 3) Unterschiede in
Sequenzidentitaten und Phylogenien zeigte. Als Parentalstamme wurden
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Lorsdale/1993/UK und Mexico/1989/MX identifiziert [76]. Der Rekombinations-
bruchpunkt von Arg320/1995/AR befand sich am Ubergang zwischen ORF1
und ORF2. Durch Similarity Plots und phylogenetische Inkongruenz wurde
diese Annahme unterstutzt, trotzdem konnte die genaue Rekombinations-
schnittstelle bisher nicht idenzifiziert werden. Auch hier zeigten die RNA-
Struktur der Rekombinationsregion sowohl eine Haarnadelstruktur als auch die
fur homologous-recombination activators typische Nukleotidzusammen-
setzung. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass Rekombination innerhalb
des NV-Genoms nicht nur moglich sondern auch wahrscheinlich ist. Dartber
hinaus wird anhand dieses Beispiels deutlich, dass die Sequenz der
Polymerase-Region auch in diesem Fall zu Klassifizierung eines Stammes nicht
ausreicht, da diese vom Stamm Lorsdale/1993/UK abstammt, wahrend die
Antigenitat durch die Capsid-Region bestimmt wird und damit der des Stamms
Mexico/1989/MX entspricht.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse, dass Rekombination zwischen
Noroviren der Genogruppe Il naturlich vorkommt und vermutlich relativ haufig
ist. Von 25 durch uns isolierten, sequenzierten und phylogenetisch analysierten
NV-Capsidsequenzen zeigten zwei Stamme eindeutige Rekombinationsmuster.
Die verschiedenen von uns zum Rekombinationsnachweis verwendeten
Methoden (Sawyer’s Test, Similarity Plots, Splits-Tree Analysis, Likelihood-
Ratio Analysis und Strukturanalysen) wiesen in beiden Fallen kongruent darauf
hin, dass ein Rekombinationsereignis innerhalb des Capsidgens stattgfunden
haben muld und bestatigten dieses Ergebnis jeweils mit hohen
Wahrscheinlichkeitswerten. Ein weiterer NV-Stamm, der keine eindeutige
Bestatigung durch die Methoden erhielt, wurde nicht als rekombinanter Stamm
in die Ergebnisse aufgenommen. Uber AusmaR und Rate von
Rekombinationsereignissen zwischen NV insgesammt kann allerdings anhand
dieser geringen Anzahl von Proben keine absolute Aussage getroffen werden.

Hinter der relativen Haufigkeit mit der in dieser Studie und durch Rohayem et al.
rekombinante Sequenzen innerhalb der NV GGIl nachgewiesen werden

konnten, vermuten wir ursachlich den Umstand, dass NV-Epidemien in den
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meisten Fallen durch Viren dieser Genogruppe verursacht werden. Bereits
mehrfach konnte nachgewiesen werden, dass Stamme der NV GGIl und in
besonderem die des Clusters II/4 ca. 80 % aller NV-Epidemien verursachen
[24, 89]. Mit steigender Prasenz eines Stamms erhoht sich auch die
Wahrscheinlichkeit fur Ko- bzw. Superinfektionen, die durch diesen verursacht
werden. Dies ist, wie bereits erwahnt, die wichtigste Grundvoraussetzung fur
ein Rekombinationsereignis. Diese Annahme wird durch Beobachtungen von
Twiddy et al. unterstutzt, die nachwiesen, dass eine erhohte Dichte in
geographischer und zeitlicher Stichprobennahme die Wahrscheinlichkeit einer
Detektion von rekombinanten Stammen erhdht [45]. Unklar ist zum jetzigen
Zeitpunkt noch, ob die Haufigkeit von Rekombinationsereignissen in dieser
Gruppe die zunehmende Virulenz der Erreger verursacht oder durch sie
begriundet wird. Moglicherweise trifft beides zu. Ebenfalls kann aktuell noch
nicht klar beurteilt werden, ob die in verschiedenen Landern beobachtete
héhere Frequenz der NV GGlI-Viren von biologischen Faktoren wie Tropismus,
Replikation und Pathogenitat abhangt.

Zu Beginn der Diskussion wurde bereits ein Einblick in die Prinzipien,
Gesetzmaligkeiten und Herausforderungen der phylogenetischen Analyse
gegeben. In Anbetracht unserer Ergebnisse und in Anlehnung an
Empfehlungen anderer Forschungsgrupppen [35] schlagen wir vor, dass zur
Erstellung von NV-Stammbaumen nur solche Analyseprogramme verwendet
werden, die Rekombinationsereignisse erkennen und darstellen kdnnen.
Andernfalls besteht die Gefahr, dass der durch ein Programm erstellte Baum
nicht die wahrscheinlichsten Verwandtschaftsverhaltnisse des Datensatzes

wiederspiegelt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Diese Arbeit zeigt das Vorkommen von finfundzwanzig neuen
Norovirusstammen in Deutschland und stellt ihre phylogenetischen
Verwandschaftsverhaltnisse dar. Bei zweien dieser Stamme handelte es sich
um naturlich entstandene rekombinante Viren, deren Rekombinations-
bruchpunkte innerhalb der Capsidregion lagen. Die Schnittstellen wiesen in
ihrer unmittelbaren Umgebung charakteristische Eigenschaften rekombinanter
Viren auf. Die Virulenz und die Antigenitat des Erregers, sowie die Methoden
der taxonomischen Zuordnung wurden in Bezug auf die Tragweite dieser

Ergebnisse diskutiert.

Die genetische Information fur den Virusnachweis wurde aus 119 NV-positiven
Stuhlproben von bis zu vier Jahre alten Kindern isoliert und sind in den Stadten
Hamburg, Bochum, Freiburg, Erlangen und Dresden zwischen 1997 und 1998
gesammelt worden. Durch Amplifikation und Sequenzierung wurde die
komplette Capsidsequenz von funfundzwanzig zuvor noch nicht beschriebenen
NV-Stdammen ermittelt und mit Maximum-Likelihood Analysen ihre
verwandschaftliche Beziehung als phylogenetischer Baum dargestellt. Durch
verschiedene, zum Rekombinationsnachweis geeignete Methoden (Exploratory
Tree Analysis, Similarity Plots, Splits Tree und Sawyer’s Test) wurden der
Datensatz auf das Vorkommen von Rekombinationsereignissen untersucht.
Splits Tree lieferte zunachst Hinweise auf insgesamt drei rekombinante
Stdmme: Hamburg180/1997/GE (HH180), Hamburg137/1997/GE (HH137) und
Bochum272/1987/GE (BO272). Durch die im Anschluss verwendeten Methoden
(s.0.) wurden jedoch nur die zwei Erstgenannten als Mosaiksequenzen
bestatigt, so dass der Stamm BO272 nicht in die Endergebnisse aufgenommen
wurde.

Sim Plot und Exploratory Tree Analysis ordneten den rekombinanten Stammen
die jeweiligen Parentalstamme zu. Dem zufolge entstanden beide
Rekombinanten aus Viren der NV-Genogruppe II/4, HH180 aus
Hamburg189/1997/GE ~ und  Bochum024/1998/GE  und HH137 aus
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Hamburg189/1997/GE und Hamburg139/1997/GE. Durch das Programm LARD
wurden die genauen Lokalisationen der jeweiligen Rekombinationsbruchpunkte
ermittelt. Diese befanden sich beim Stamm HH180 an den Sequenzpositionen
519 nt und 762 nt und beim Stamm HH137 an der Position 768 nt. Vor und
nach diesen Bruchpunkten wurden Maximum-Likelihood-Baume aus dem
rekombinantem Stamm, den beiden Parentalstdmmen und einer Aul3engruppe
erstellt. Mit hohen Bootstrapwerten flr die einzelnen Verzweigungen
wechselten beide rekombinanten Stamme nach jedem Bruchpunkt ihre
phylogenetische Zugehorigkeit zu einem anderen Parentalvirus innerhalb des
konstruierten Baumes.

Um beurteilen zu konnen, ob Noroviren generell dazu neigen, genetische
Information auszutauschen, wurde die Struktur der Rekombinationsregion
anaysiert und mit der Struktur von Viren, bei denen Rekombinationsereignisse
gehauft nachgewiesen werden konnten, verglichen. Beide Stammme zeigten
typische Eigenschaften von sogenannten ,homologous recombination
activators’. In Bezug auf die Genomorganisation befanden sich bei jeder
Rekombinanten eine der Schnittstellen im Bereich der Protruding-Region der
Capsidsequenz, in der sich vermutlich die Antikdrper-Bindungsstelle des Virus
befindet.

Diese Studie zeigt also im Einklang mit spateren Ergebnissen, dass homologe
Rekombination innerhalb des NV-Capsidgens kein isoliertes Ereignis darstellt.
Im Hinblick auf immunologische Bedeutung und Klassifikation wurde die
Tragweite von Rekombinationsereignissen innerhalb verschiedener Genom-
abschnitten diskutiert und alternative Losungen vorgeschlagen. Es ist fraglich,
ob bei natirlichem Vorkommen von Rekombination in wahrscheinlich
immunologisch bedeutsamen Regionen des Virusgenoms die Sequenzierung
der Polymerase-Region zur Klassifikation ausreicht, oder ob die Verwendung

der Capsidregion sinnvoller ware.

“A bifurcating tree is a hypothesis about how taxa are related, not a truism.”
(Posada: Recombination in Evolutionary Genomics).
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ddNTPs Didesoxyribonucleosidtriphosphate
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EM Electron Microskopy

EpR Eppendorf-Réhrchen

et al. et alii
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HuCV
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M
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Pro
QAV
RNA
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RT
SeaV
sec
SinV
SMV
SouV
SSIIRT
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Tm
TorV
TSR

VLP
VPg
winVv
z. B.

Porcine-Enteric-Calicivirus
RNA-abhéangige RNA-Polymerase
Proteinase
Queens-Arms-Virus
Ribonucleinsaure

rounds per minute
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