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Zusammenfassung

Das murine Norovirus ist ein neu entdecktes Mitglied der Familie Caliciviridae. Bislang wurden vier
Virusstimme beschrieben und charakterisiert (MNV1-4). In dieser Arbeit wurde erstmals die
Privalenz von MNV bei Laborméusen in Deutschland untersucht. Daraufhin wurden die neu
detektierten Virusstimme anhand ihrer morphologischen, phylogenetischen und pathogenen

Eigenschaften charakterisiert.

In 55% der untersuchten 82 Kotproben wurde mittels real-time PCR die Ausscheidung von MNV
nachgewiesen. Morphologische Untersuchungen bestétigten das Vorhandensein intakter Viruspartikel
in den Proben, die auch genetisch als MNVs charakterisiert wurden. Phylogenetisch wurden die Viren
in vier genetische Cluster eingruppiert, die sich sowohl untereinander als auch von den Stimmen
MNV1-4 deutlich unterscheiden. Die Relevanz der Subklassifizierung von MNV wurde durch
unterschiedliche Wachstumskinetiken und IFN-beta-Sensitivititen divergenter Stdmme funktional
bekréftigt. Zudem konnten, basierend auf Sequenzdaten aus zwei subgenomischen Bereichen,
rekombinante Virusstimme identifiziert werden. Durch Kokultivierung von MNV-Isolaten wurde

homologe Rekombination von Noroviren erstmals in vitro simuliert.

Beobachtungen von natiirlich und experimentell infizierten Mausen zeigten, dass der Stamm MNV-
M21 in den Tieren eine persistierende Infektion induziert. Serologische Untersuchungen
verdeutlichten, dass die Persistenz unabhéngig von einer intakten und protektiven Immunantwort
stattfand. Bestimmungen der ORF2-Sequenzen zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion gaben
Hinweise auf Antigendrift der hypervariablen P2-Doméne. Innerhalb dieser Doméne ist eine zwischen
murinen und humanen Noroviren konservierte Proteinsequenz lokalisiert. Die antigenen Eigenschaften
dieses Peptids wurden genauer untersucht. Generierte Antiseren zeigten Kreuzreaktivititen gegeniiber
verschiedenen Norovirus-Kapsidproteinen. Zudem waren Peptidantikdrper in der Lage eine MNV-

Infektion in vitro zu neutralisieren.

Stichworter

murines Norovirus, genetische Diversitit, Rekombination, Persistenz, Antigendrift,

Peptidantikorper



Abstract

The murine norovirus is a newly discovered member of the familiy Caliciviridae. So far, four strains
have been described and characterised (MNV1-4). This is the first study on the prevalence of MNV
among laboratory mice in Germany. Thereupon the detected new strains have been characterised

considering morphologic, phylogenetic and pathogenic properties.

Using real-time PCR, shedding of MNV has been found in 55% of 82 investigated faeces samples.
Morphologic investigations confirmed the presence of intact virus particles within the samples, which
genetically also have been characterised as MNVs. Phylogenetically these viruses have been grouped
into four genetic clusters, which could be distinguished from each other and from strains MNV1-4.
Relevance of MNV subtyping has been functionally corroborated through different growth kinetics
and Interferon-beta sensitivities of divergent strains. Based on subtyping in two different subgenomic
regions, recombinant strains have been identified. By cocultivation of MNV isolates, homologous

recombination of noroviruses in vitro has been simulated for the first time.

Studies of naturally and experimentally infected mice showed that strain MNV-M21 induce a
persistent infection. Serological testings confirmed that the persistence occured independently of an
intact and protective immune response. Determination of ORF2 sequences at different time points of
infection indicated antigenic drift of the hypervariable P2 domain. A protein sequence stretch, which is
conserved between murine and human noroviruses, is located within this domain. The antigenic
features of this stretch have been investigated. Generated antisera against this peptide were
crossreactive with different norovirus capsid proteins and were able to neutralize MNV infection in

vitro.

Keywords
murine norovirus, genetic diversity, recombination, persistence, antigenic drift,

peptide antibodies
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Einleitung 8

1 Einleitung

1.1 Hintergrund

1.1.1 Die Bedeutung viraler Gastroenteritiden

Der erste dokumentierte Ausbruch einer viralen Gastroenteritis, ausgelost durch humane Noroviren,
fand 1968 in Norwalk, Ohio statt (Adler, 1969). Die visuelle Darstellung und Eingruppierung des
Erregers erfolgte dann 1972 mittels der Elektronenmikroskopie (Kapikian, 1972; Kapikian, 2000).
Aufgrund der Nutzung sensitiver PCR-Nachweismethoden weill man heute, dass die humanen
Noroviren (NV) die Hauptverursacher infektidser, intestinaler Erkrankungen sind. NV sind weltweit
die mit Abstand hdufigste Ursache (ca. 90%) von epidemischen, nichtbakteriellen infektiosen
Erkrankungen. Typischerweise ist diese Infektionserkrankung mit einer signifikanten Morbiditét
assoziiert. Zudem ist die Mortalitdtsrate in Entwicklungsldndern und bei immundefizienten Patienten
betrdchtlich erhoht. Auch kann es bei Kleinkindern oder élteren Patienten aufgrund der starken
Dehydrierung zu fatalen Verldufen kommen. In den so genannten entwickelten Léndern treten vor
allem in Gemeinschaftseinrichtungen (z.B. Kindergirten, Schulen, Alten- und Pflegeheimen) oder
auch in Krankenhdusern regelméfig Ausbriiche auf. Gemeinschaftserkrankungen, bei denen
Kreuzfahrtschiffe oder Flugzeugtriger unter Quaranténe gestellt werden mussten, erregten in der
Vergangenheit zudem ein starkes offentliches Interesse (Sharp, 1995; Widdowson, 2002). Von grofer
Bedeutung sind auch die mit den hohen Zahlen an NV Infektionen verbundenen &konomischen
Verluste. So kann ein einzelner dreimonatiger Ausbruch in einem Krankenhaus Kosten von mehr als
650000 $ verursachen (Johnston, 2007). In Deutschland sind Noroviruserkrankungen seit 2001 laut
Infektionsschutzgesetz (IfSG) meldepflichtig. Aufgrund dieser Erhebungen lassen sich genauere
statistische und epidemiologische Aussagen treffen. So kann zum Beispiel gezeigt werden, dass
Noroviruserkrankungen nicht regelmifig iiber das ganze Jahr verteilt gemeldet werden, sondern
saisonal gehduft in den Wintermonaten auftreten. AuBlerdem wird deutlich, dass in Deutschland die
Anzahl der Erkrankungen und die durch NV verursachten Ausbriiche in den letzten Jahren drastisch
zugenommen haben (Abbildung 1). So wurden allein in der Saison 2007 / 2008 ca. 250000 Fille
gemeldet. Internationale kollaborative Studien zeigen, dass die Zahlen der Infektionen nicht nur in

Deutschland deutlich zunehmen (Lopman, 2004).
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Abbildung 1: Zeitliche Darstellung gemeldeter Noroviruserkrankungen in Deutschland.

Januar 2001 — Februar 2008. Quelle: Epidemiologisches Bulletin, Robert Koch-Istitut, Berlin.

Die #uBerst umweltresistenten NV werden durch Kontakt zu infizierten Personen oder durch
kontaminierte Lebensmittel beziehungsweise Oberflichen {iibertragen (Widdowson, 2005). Das
Infektionsrisiko ist dabei sehr hoch, da die Aufnahme nur weniger Viruspartikel fiir eine effektive
Infektion ausreichend ist. Nach relativ kurzer Inkubationszeit (12 — 24 h) treten Symptome wie
(heftiges) Erbrechen und (starke) Diarrho auf, die von Kopfschmerzen, Fieber und abdominalem
Schmerz begleitet sein konnen. Die Krankheitsdauer betrégt durchschnittlich 2 — 3 Tage. In dieser Zeit
wird das Virus fakal oder beim Erbrechen in Form von virushaltigen Aerosolen ausgeschieden. Die
fikale Ausscheidung kann auch nach Abklingen der Symptome noch mehrere Wochen andauern.
Derzeit sind keine Impfstoffe oder spezifischen Virostatika verfligbar, weswegen keine oder lediglich
eine Symptom reduzierende Behandlung mdoglich ist. Intensive Desinfektions- und
HygienemaBnahmen sind fiir die Einddmmung von Ausbriichen und die Unterbrechung von

Infektionsketten das Mittel der Wahl.

Die humanen Noroviren werden aufgrund charakteristischer — morphologischer und
molekularbiologischer Eigenschaften in die Familie der Caliciviridae klassifiziert. Caliciviren sind
kleine (Durchmesser 27 — 34 nm) nicht umhiillte Viren mit einem einzelstringigen RNA-Genom in
Plusstrang-Orientierung. Die Viruspartikel zeigen unter dem Elektronenmikroskop auf der
Kapsidoberflache kelchdhnliche Strukturen (Kelch: griechisch: kalyx), was namensgebend fiir diese
Virusfamilie ist. Laut dem Internationalen Komitee fiir Virustaxonomie (International Committee on
Taxonomy of Viruses — ICTV) gehoren zu dieser Familie neben der Gattung Norovirus und der
ebenfalls primir humanpathogenen Gattung Sapovirus auch zahlreiche tierpathogene Erreger, welche
in die Gattungen Vesivirus (z.B. felines Calicivirus — FCV) und Lagovirus (z.B. rabbit haemorrhagic

disease virus — RHDV) eingeordnet werden. Kiirzlich wurde eine weitere, fiinfte Gattung (Nabovirus
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oder Becovirus) vorgeschlagen, die weitere tierpathogene Erreger (z. B. bovines Newbury Agent 1)
beinhalten. Demnach haben Caliciviren ein breites Wirtsspektrum und verursachen unterschiedlichste

Erkrankungen.

Trotz zahlreicher Versuche weltweit ist es bis heute nicht gelungen, humane Noroviren in vitro zu
kultivieren (Duizer, 2004). Erste Arbeiten mit einem dreidimensionalen Kultursystem fiir
Darmepithelzellen ermdglichen dabei eventuell neue Aspekte und Forschungsansitze (Straub, 2007).
Auch wenn aufgrund moderner molekularer Technologien sehr viele Fragen beziiglich der Signifikanz
und Epidemiologie dieser Viren beantwortet beziehungsweise untersucht werden koénnen und zudem
eventuell eine Impfstoffentwicklung ermoglichen, bleibt ein in vitro und/oder in vivo
Replikationsmodell unverzichtbar. Erste Einblicke in die Pathogenese und Replikation der NV werden
durch den Einsatz von infektiosen cDNA-Klonen (Estes, 2005), RNA-Replikons (Chang, 2006) oder
der Moglichkeit gnotobiotische Schweine und Kélber mit humanen Viren zu infizieren (Souza, 2007;
Souza, 2008) ermoglicht. Durch die rekombinante Herstellung von virusdhnlichen Partikeln (VLPs) ist
es zudem moglich, Untersuchungen beziiglich der antigenen FEigenschaften und
Rezeptorbindungsstudien durchzufithren (Hutson, 2003; Shirato-Horikoshi, 2007). Auflerdem zeigen
Arbeiten mit nicht humanen Caliciviren interessante Parallelen zu NV und ermdglichen weitere
Einblicke in das Verstdndnis dieser wichtigen humanen Pathogene. Die Identifikation vergleichbarer
animaler Viren, die experimentelle Infektionsmodelle fiir humane Infektionskrankheiten darstellen,

kann wegweisend fiir die Kldrung der Pathogenese oder der Interaktion zwischen Virus und Wirt sein.

1.1.2 Animale Noroviren und die Entdeckung des murinen Noroviruses

In die Gattung Norovirus werden neben den humanen Noroviren auch zahlreiche tierpathogene
Erreger eingruppiert. Aufgrund der Nutzung der Elektronenmikroskopie konnten mehrere Viren mit
der typischen Morphologie von Caliciviren in Faecesproben verschiedener domestizierter Tierspezies
nachgewiesen werden. So wurden Noroviren beschrieben, die Rinder (bovines Norovirus)
beziehungsweise Schweine (porcines Norovirus) infizieren. Der Prototyp der porcinen Noroviren
(SW918) wurde 1997 in den Ausscheidungen eines gesunden Schweins in Japan entdeckt (Sugieda,
1998). Spiter wurden weitere porcine Noroviren beschrieben (van der Poet, 2000; Wang, 2005).
Prototypen fiir bovine Noroviren wurden 1978 (Newbury Agent 2, Woode, 1978) und in den 80ern
(Jena, Granzow, 1985; Gunther 1987) aus den Ausscheidungen von Kélbern mit Diarrhé isoliert. Das
erste Norovirus, welches Mause infiziert, MNV-1, wurde 2003 beschrieben (Karst, 2003).
Immundefiziente Miuse (RAG27/STAT1") erlagen sporadisch einer systemischen Erkrankung,
welche durch intracerebrale (i.c.) Inokulation passagiert werden konnte. Phylogenetische Analysen

zeigten eindeutig, dass es sich bei dem Agens um ein bis dahin unbekanntes Norovirus handelt

(Abbildung 2).
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Abbildung 2: Phylogenetische Analyse der Caliciviridae (Scipioni, 2008). Multiples Alignment

der Aminosiuresequenzen der  Kapsidproteine

reprisentativer  Vertreter  der

Calicivirusgattungen. Die Zahlen an den Verzweigungspunkten geben die Bootstrap Werte

wieder. Hu: human (Mensch); Bo: bovin (Rind); Po: porcin (Schwein); Mu: murin (Maus)

1.2 Das murine Norovirus (MNV-1)

1.2.1 Pathogenese und Kultivierung

Die primire Isolation von MNV-1 aus dem Gehirn von systemisch infizierten Méusen entspricht nicht

der intrinsischen Biologie dieses Virus. Inzwischen ist gesichert, dass es sich vielmehr um ein

effektives enterisches Pathogen handelt und es konnte gezeigt werden, dass nach per oraler (p.o.) oder

intra nasaler (in.) Gabe, sowohl immundefiziente als auch Wildtyp-Méuse experimentell infiziert

werden konnen (Karst, 2003). Dabei zeigte die Infektion mit MNV-1 in verschiedenen knock-out

Maiusen einen letalen Verlauf. Diese Maiuse hatten Beeintrachtigungen ihres angeborenen

Immunsystems mit den Genotypen RAG2”/Statl”, Statl”, Statl”/Pkr”™ und IFNapy-R” (RAG:
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recombination-activating gene, STAT: signal transducer and activator of transcription, Pkr: Protein
Kinase R, IFN-R: Interferon-Rezeptor). Die letale Infektion ist assoziiert mit Enzephalitis, Vaskulitis
der zerebralen Gefialle, Meningitis, Hepatitis und Pneumonie. Dagegen zeigten Wildtyp-Méause auch
bis zu 90 Tage nach Infektion mit MNV-1 keine erhohte Mortalitdtsrate. Ebenso ist fiir Méduse mit
einem Defekt im lymphozytiren Immunsystem (Ragl™) das Risiko einer letalen Infektion nicht
signifikant erhoht. Der differente Krankheitsverlauf, in Abhédngigkeit von dem entsprechenden
Genotyp der infizierten Méuse, verdeutlicht die zentrale Rolle des primdren Immunsystems,
insbesondere der Interferon-abhingigen antiviralen Immunantwort bei der Infektion mit MNV-1.
Histopathologische Untersuchungen haben zudem gezeigt, dass STAT-1 die virale Replikation im
Intestinum inhibiert und zudem Virus-induzierte Apoptose intestinaler Zellen und der Splenozyten
verhindert. AuBBerdem wird durch STAT-1 die Ausbreitung des Virus in periphere Organe (Leber und
Lunge) limitiert. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass die Ausbildung eines klinischen

Erscheinungsbildes durch ein intaktes primares Immunsystem verhindert wird (Mumphrey, 2007).

Der Verlust der T- und B-Zell vermittelten adaptiven Immunantwort trdgt nicht oder nur wenig zu
einem letalen Infektionsverlauf bei, wie die Infektion von Ragl™-Miusen mit MNV-1 gezeigt hat
(Karst, 2003). Allerdings entwickelten diese Mause eine chronisch persistierende Infektion. Weitere
Untersuchungen konnten zeigen, dass die Bildung antiviraler Antikorper eine wichtige Rolle bei der
Neutralisation der Infektion mit MNV-1 spielt (Cachu, 2008). In der Arbeit konnte zudem gezeigt
werden, dass durch passiven Transfer von anti-MNV-Antikdrpern die Virusreplikation im Intestinum

und der Milz limitiert werden kann.

Nach p.o. Infektion von STAT1”-Miusen wurden immunhistologische Studien verschiedener Organe
hinsichtlich der Anwesenheit und Lokalisation von MNV-1 Proteinen durchgefiihrt (Wobus, 2004).
MNV-1 spezifische Farbungen konnten 2 Tage nach Infektion sowohl in der Leber, als auch in der
Milz gezeigt werden. Virusproteine wurden dabei innerhalb der von-Kupffer-Sternzellen in den
Sinusoiden der Leber nachgewiesen. In der Milz wurden Zellen der roten Pulpa und der Marginalzone,
sowie nicht-lymphoide Zellen der weilen Pulpa angeférbt. Diese Férbungen stimmen mit der
spezifischen Anféarbung von Makrophagen oder Dendritischen Zellen in der Leber beziehungsweise
der Milz iiberein. Darauthin konnte gezeigt werden, dass MNV-1 in kultivierten priméiren
Makrophagen und Dendritischen Zellen repliziert. Von groBer praktikabler Bedeutung ist, dass MNV-1
nicht nur in aufwendigen Primérzellkulturen sondern auch in einer monozytiren Zelllinie (RAW
264.7-Zellen) kultivierbar ist. Damit ist MNV-1 das erste Norovirus, welches in vitro repliziert werden

kann.

Analog zu den oben erlduterten Beobachtungen in vivo, konnte auch in vitro eine Regulation des
Viruswachstums in Abhéngigkeit von STAT-1 gezeigt werden. STAT-1 ist ein primérer Mediator
sowohl des Typ I- als auch des Typ II- Interferonsystems (Platanias, 2005; Ramana, 2002). Um zu

untersuchen, welches der beiden Systeme eine Rolle bei der Virusreplikation spielt, wurden
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Makrophagen, isoliert aus IFNaB-R”" bzw. IFNy-R""-Miusen, mit MNV-1 infiziert. Dabei zeigte sich,
dass MNV-1 in IFNop-R” Makrophagen eine deutlich erhéhte Replikationseffizienz, vergleichbar zu
der in STAT-1"" Makrophagen, aufwies. Dagegen waren die Virustiter, welche nach Infektion von
Wildtyp- bzw. IFNy-R”-Makrophagen gemessen wurden, vergleichsweise geringer. Demzufolge wird
die STAT-1-abhéngige Replikation von MNV-1 durch das Typ I- Interferonsystem gesteuert.

1.2.2 Genom und Genomaufbau

Das Genom von MNV-1 besteht aus einer einzelstringigen RNA positiver Polaritét (ss(+) RNA) mit
einer Lénge von ca. 7,4 Kilobasen (kb). Das 3'-Ende ist polyadenyliert und an das 5'-Ende ist ein
virales Protein (VPg) kovalent gebunden (Abbildung 3). In den 5'-und 3'-Bereichen der genomischen
RNA befinden sich kurze, nicht translatierbare Sequenzfolgen (UTRs — unmtranslated regions).
Sequenzanalysen des MNV-1 Genoms identifizierten drei offene Leserahmen (ORFs — open reading

frames), die an den Enden teilweise iiberlappen.

5 RNA 3
“ 1 A.LLAAA
! Subgenomische RNA 7382
@ I ALAAA
ORF2
VP 1
5056 6681
ORF1 ORF3
Nterm NTPase ‘ pl8 . Pro ‘ Pol VP2
5 5069 6681 7307

Abbildung 3: Genomorganisation von MNV-1. Die genomischen und subgenomischen RNAs
sind am 3'-Ende polyadenyliert und am 5'-Ende kovalent mit einem viralen Protein (VPg, rot)
verbunden. ORF1 kodiert fiir ein Polyprotein. Nterm: N-terminales Protein, NTPase: Helikase,
p18: Protein 18 kDa, VPg: viral protein genome-linked, Pro: Proteinase, Pol: RNA-abhingige
RNA-Polymerase. ORF2 und ORF3 kodieren fiir die Strukturproteine VP1
(Hauptkapsidprotein) und VP2.

ORF1 kodiert fiir die Nichtstrukturproteine, die als Polyprotein translatiert und anschlieBend

sequentiell proteolytisch prozessiert werden (vgl. 1.2.3).

ORF2 kodiert fiir das 58,9 kDa groBle Kapsidprotein (VP1), welches sich nach Expression in einem

Baculovirus-Expressionssystem zu virusdhnlichen Partikeln (VLP) zusammenfiigt. Dabei bilden
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jeweils zwei Kapsidproteine ein Dimer (Capsomer), wovon sich dann 90 zu einem VLP
zusammenfligen. Eine Besonderheit ist, dass die VLPs eine andere Oberflichenstruktur als die nativen
Viruspartikel ausbilden (Katpally, 2008). Innerhalb des Kapsidproteins kénnen drei Doménen
unterschieden werden. Zum einen ist das die S-Doméne (S = shell), welche die Grundstruktur des
Kapsids bildet, der die beiden P-Doménen P1 und P2 (P = prodruding) aufliegen. Die P2-Doméine
bildet die eigentliche Virusoberfldche und spielt daher eine wesentliche Rolle bei der Rezeptorbindung
und definiert die antigenen Eigenschaften des Virus. Wahrend bei den VLPs die P-Doménen direkt auf
der S-Domiine liegen, sind bei den nativen Viren die P-Dominen um ca. 16A angehoben und um ca.

40A im Uhrzeigersinn rotiert, was letztendlich zu einer differenten Oberflichenstruktur fiihrt.

Der dritte Leserahmen, ORF3, kodiert fiir ein kleines (22,1 kDa), basisches Protein (VP2), dessen
Funktion unbekannt ist. Es stellt moglicherweise ein zweites Strukturprotein dar oder konnte aufgrund

seiner basischen Eigenschaften RNA-bindende Funktionen haben.

1.2.3 Virusreplikation

Die Virusreplikation findet im Zytoplasma der infizierten Zelle statt. Elektronenmikroskopische
Untersuchungen zeigen, dass dies mit einer starken Anderung der Zellmorphologie und intrazelluliren
Organisation verbunden ist. Diese beinhaltet eine Neuordnung des Endoplasmatischen Reticulums und
den Verlust eines intakten Golgi-Apparates (Wobus, 2004). In rdumlicher Néhe zu den umsortierten
Membranen, welche letztendlich das komplette Zytoplasma ausfiillen, findet sich eine zunehmende
Zahl an Viruspartikeln. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die Replikation von MNV-1 in
Assoziation mit intrazelluldren Membranen stattfindet. Vergleichbare Beobachtungen sind auch bei

anderen ss(+)-RNA-Viren - inklusive Caliciviren - gemacht worden (Dales, 1965; Love, 1975).

Ein weiterer Aspekt der MNV-1-Replikation, der bisher genauer untersucht wurde, ist die Bildung
einer subgenomischen RNA (Abbildung 3). Northern Blot Analysen der RNA, isoliert aus MNV-1
infizierten Zellen, zeigen die zeitlich zunehmende Transkription einer subgenomischen RNA (Wobus,
2004). Die subgenomische RNA entspricht dem 3'-Ende des Genoms und beinhaltet den kodierenden
Bereich fiir das Kapsidprotein VP1 und das kleine basische Protein VP2. Die Anwesenheit dieser
subgenomischen RNA lédsst vermuten, dass MNV-1, wie auch andere RNA-Viren, die Synthese der
Kapsidproteine durch Nutzung einer vermehrten subgenomischen Matrize und damit unabhéngig von

den Nichtstrukturproteinen, regulieren kann (Herbert, 1997; Meyers, 1991).

Aufgrund der positiven Polaritdt der RNA, kann die Translation der Virusproteine direkt nach dem
Uncoating des viralen Genoms beginnen. Die Polaritét entspricht der einer mRNA und daher kénnen
die viralen Proteine unter Verwendung der zelluldren Translationsmaschinerie synthetisiert werden. Im
Gegensatz zu zellulirer mRNA, die iiber eine 7-Methylguanosin-Capstruktur am 5'-Ende verfiigt, sind

die genomischen und die subgenomischen RNAs kovalent mit einem viralen Protein verbunden (VPg
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— viral proteine, genome-linked; Abb.3). Interaktionsstudien zeigen, dass VPg von MNV-1 mit
unterschiedlichen  Proteinen der zelluldren Translationsmaschinerie, vor allem dem
Translationsinitiationskomplex, interagiert (Daughenbaugh, 2006). Vergleichbare Interaktionen
wurden auch bei anderen Caliciviren beschrieben (Daughenbaugh, 2003; Goodfellow, 2005, Herbert
1997). Diese Studien postulieren, dass demzufolge VPg als ein Analogon der Capstruktur von mRNAs

angesehen werden kann und somit eine zentrale Funktion bei der Initiation der Translation hat.

Wie bereits erwdhnt, kodiert ORF1 fiir die so genannten Nichtstrukturproteine. Anders als die
Translation, kann die Transkription der viralen RNA nicht von den zelluldren Proteinen durchgefiihrt
werden. Um das Genom zu replizieren bedarf es spezialisierter viraler Proteine. Das sind zum einen
die RNA-abhingige RNA-Polymerase (Pol; 57,5 kDa) und zum anderen die virale Helikase (NTPase;
39,6 kDa). Diese Enzyme katalysieren unter Verwendung des (+)-Strang-RNA-Genomes die Synthese
eines komplementdren (-)-RNA-Stranges, welcher als Matrize fiir die Neusynthese zahlreicher (+)-
RNA-Genome dient. Die Synthese der Nichtstrukturproteine erfolgt iiber ein grofles Vorlduferprotein
(182,5 kDa), das posttranslational durch die virale 3C-like Proteinase (Pro; 19,2 kDa) zu den einzelnen
Proteinen prozessiert wird (Sosnovtsev, 2006). Dabei erkennt die Proteinase Schnittstellen, die durch
zwel benachbarte Aminoséuren charakterisiert sind, zwischen denen das Polyprotein proteolytisch
gespalten wird. Dadurch entstehen sechs Einzelproteine, die nun ihre funktionale Tertidrstruktur
ausbilden konnen. Neben den bereits genannten Proteinen werden auch ein N-terminales Protein
(Nterm; 38,3 kDa) und ein kleines Protein (p18; 18,6 kDa), deren Funktionen bisher unbekannt sind,
vom ORF1 kodiert. Aulerdem wird das VPg (14,3 kDa), dessen Funktion zuvor erldutert wurde, durch

die Prozessierung des Polyproteins gebildet.

1.2.4 MINV-Privalenz in Labormausen

Die Entdeckung des murinen Norovirus 1 wurde dadurch begiinstigt, dass immundefiziente Mause
aufgrund der Infektion erkrankten. Wildtyp-Méuse (wt 129) dagegen blieben nach Inokulation mit
MNV-1 asymptomatisch (Karst 2003). Diese Beobachtungen lieBen vermuten, dass das murine
Norovirus natiirlicherweise in Laborméiusen vorkommen kdnnte. Daraufhin wurden in den Vereinigten
Staaten von Amerika und in Kanada 12.639 Serumproben von Laborméusen gesammelt und auf das
Vorhandensein von MNV-Antikorpern untersucht (Hsu, 2005). Diese Studie ergab eine Seropravalenz
von 22,1%. Aus den mesenterialen Lymphknoten von Méusen, die zuvor positiv auf MNV-Antikorper
getestet wurden, konnten dann 3 neue, genetisch unterschiedliche MNV-Isolate isoliert werden —
MNV-2, MNV-3 und MNV-4 (Hsu, 2006; Hsu 2007). Nach per oraler Inokulation von Wildtyp-
Miusen verliefen auch die Infektionen mit diesen Viren asymptomatisch. Im Gegensatz zu MNV-1

induzierten diese MNV-Stimme dagegen eine persistierende Infektion in den Tieren.
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1.2.5 MNYV als Modellvirus fiir humane Noroviren

Die Frage, inwiefern sich das murine Norovirus als Modell fiir humane Noroviren eignet, ldsst sich zu
diesem Zeitpunkt nicht eindeutig beantworten. Zudem ist die Beantwortung der Frage abhingig von
dem Aspekt der Betrachtung (Wobus, 2006). Obwohl es sich bei beiden Viren um enterale Pathogene
handelt, unterscheiden sich die klinischen Bilder voneinander. Wihrend eine Infektion mit humanen
Noroviren in der Regel mit gastroenteralen Beschwerden und einem deutlichen klinischen
Erscheinungsbild assoziiert ist, ist der Verlauf einer MNV-Infektion, bei intaktem Immunsystem des
Wirts, asymptomatisch. Dies kann eventuell darauf zuriickgefiihrt werden, dass die Virusreplikation in
unterschiedlichen Zelltypen stattfindet. Wéhrend MNV einen Tropismus fiir Makrophagen und
Dendritischen Zellen hat, werden Enterozyten als moglicher Replikationsort fiir NV diskutiert.
Demgegeniiber lassen eine identische Genomorganisation und vergleichbare Nichtstrukturproteine
dhnliche Replikationsmechanismen vermuten. Ein anderer Aspekt ist die vergleichbare Morphologie
der Viruspartikel, welche die Umweltresistenz der Viren bedingt. Von besonderer Bedeutung ist dieser
Aspekt bei Fragen der Hygiene und der Desinfektion. Fikale Verunreinigungen und kontaminierte
Oberflaichen bzw. Lebensmittel tragen entscheidend zur Verbreitung und Epidemiologie von
Noroviruserkrankungen bei. Als Surrogatmarker fiir die Untersuchung der Stabilitdit und
Umweltresistenz von Noroviren und deren Inaktivierung diente bisher das kultivierbare feline
Calicivirus (FCV), ein respiratorisches Virus bei Katzen. Die engere genetische Verwandtschaft und
die identische Transmission (fdkal-oral), deuten aber darauf hin, dass MNV weitaus besser als
Surrogatmarker, zum Beispiel fiir die Beurteilung der Wirksamkeit von Desinfektionsmitteln, geeignet

ist (Vinje, 2006).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen zum Verstdndnis der Biologie und Pathogenese der
murinen Noroviren beitragen und eventuell lassen sich weitere Parallelen zu den humanen Noroviren

ziehen.



Einleitung 17

1.3 Zielsetzung

Ein primédres Ziel dieser Arbeit war es, eine Aussage iiber die Pridvalenz von murinen Noroviren in
Labormiusen in Deutschland treffen zu kdnnen. Dazu sollte zunéchst eine diagnostische Methode
entwickelt und etabliert werden, anhand derer eine Infektion mit MNV spezifisch nachgewiesen
werden kann. Im Gegensatz zu der Seroprivalenzstudie in Nordamerika und Kanada sollte hier direkt
der Erreger nachgewiesen werden, um einen Hinweis auf akute Infektionen zu bekommen. Ein
weiteres Ziel war demzufolge die Isolation und Charakterisierung der Erreger. Hierfiir sollten
verschiedene virologische, molekulargenetische und immunologische Methoden angewandt werden.
Die Ergebnisse sollten dabei direkt mit den bisherigen Daten zu den Stimmen MNV 1-4 verglichen
werden, um die verwandtschaftlichen Beziehungen der Erreger untereinander aufzeigen zu konnen.
Ein Aspekt der Pathogenese von murinen Noroviren ist das Auftreten von persistierenden Infektionen.
Im Rahmen dieser Arbeit sollten daher Mechanismen, welche der Persistenz zugrunde liegen konnen,
untersucht werden. Sowohl fiir die Entwicklung weiterer diagnostischer Methoden, als auch fiir die
Untersuchung antigener Eigenschaften von murinen Noroviren sind spezifische Antikorper, die
zuverldssig das Agens erkennen, sehr wichtig. Eine weitere Aufgabe war daher die Herstellung und

Charakterisierung verschiedener MNYV spezifischer Antikorper.
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2  Material und Methoden

2.1 Nachweis akuter MNV-Infektionen

2.1.1 Untersuchungsmaterial

Zum Nachweis der MNV-Privalenz wurden 82 Kotproben untersucht. Diese stammten von
unterschiedlichsten Méusezuchtlinien, welche in zwei unabhidngigen Einrichtungen in Berlin zu
Forschungszwecken gehalten und geziichtet werden. Zum einen wurden Proben im Max Planck
Institut fiir Infektionsbiologie (n=52) und zum anderen im Tierstall des Robert Koch Instituts (n=30)
genommen. Bei den Méusen handelt es sich dabei um verschiedene knock-out, transgene und Wildtyp
Linien (Tabelle 10, Ergebnisse). Die Méause sind in Gruppen von bis zu 10 Tieren in Isolationskifigen
mit Filterdeckeln untergebracht, die sich in Rdumen der biologischen Sicherheitsstufen 2 bzw. 3 (BSL
2/3) befinden. Durch regelmdBige Untersuchungen hinsichtlich verschiedener Ektoparasiten,
Endoparasiten und bekannter Mauspathogene wird eine weitestgehende Keimfreiheit der Tiere

dokumentiert.

2.1.2 Probenaufarbeitung und Priparation viraler RNA

Um die virale RNA aus den Kotproben isolieren zu konnen, wurde zunéchst von allen Proben eine
10%ige (v/v) Suspension mit 350 pl destilliertem Wasser hergestellt. Nach 20miniitigem
Aufschwemmen der Proben bei Raumtemperatur (RT) und anschlieBendem vortexen, wurden die
festen Bestandteile der Suspension durch Zentrifugation (8000 UpM; 5 min; RT) abgetrennt. 140 pl

der wissrigen Phase wurden zur weiteren Verarbeitung entnommen.

Die Isolation der RNA erfolgte mit Hilfe des QlAmp Viral RNA Mini Kit der Firma Qiagen (Hilden,
Deutschland) entsprechend der Herstelleranweisung. Die RNA wurde bei -20°C gelagert.

2.1.3 Virusdetektion und Quantifizierung (real-time PCR)

Prinzip der real-time PCR

Fiir den primdren Nachweis von MNV in den Proben wurde eine RT-PCR etabliert, die eine
Quantifizierung der viralen RNA (viral load) in den Kotproben ermdglicht. Bei der real-time PCR
wird die Vermehrung des PCR-Produktes durch Fluoreszenzmessung direkt wéhrend der
Amplifikation analysiert (Abb. 4). Fir die Detektion der PCR-Amplifikate wird eine
Hydrolysierungssonde eingesetzt, die aus einem doppelt fluoreszenzmarkierten Oligonukleotid besteht

(mnv-TMS, Tab. 1). Diese Sonde bindet sequenzspezifisch an das PCR-Produkt und wird in jedem
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Amplifikationszyklus durch die 5°-Exonuclease-Aktivitidt der Tag-Polymerase hydrolysiert. Bei der
noch intakten Sonde wird die Fluoreszenz des Fluorochroms am 5°-Ende der Sonde (Reporter R,
FAM) von dem Fluorochrom am 3‘-Ende (Quencher Q, DB) durch Energieilibertragung (fluorescence
resonance energy transfer, FRET) unterdriickt. Die Authebung der rdumlichen Nihe der beiden
Fluorochrome aufgrund der Hydrolysierung fithrt dann zu einer Zunahme der Fluoreszenz des
Reporters, und zwar proportional zur Menge der PCR-Produkte. Das PCR-Produkt reprisentiert ein
Sequenzabschnitt innerhalb von ORF2, welches mithilfe der Primer mnv-TM1 und mnv-TM2 (Tab. 1)
amplifiziert wird. Die initiale Kopienzahl (Genomeinheiten) wird anhand einer Standardkurve
berechnet. Um diese zu erstellen wird Kontroll-Plasmid-DNA (T7-MNV-1-SG-pSPORT, Quelle:
Christiane Wobus, Herbert W. Virgin, Washington University, USA) iiber sechs Stufen (107, 10°, 10°,
10*, 10° und 10* Kopien/pl) verdiinnt und quantifiziert.

A\

sense Primer Sonde . (D) wm ’ Quencher
mnv-TM1 mnv-TMS
I >

antisense Primer

\ I V4 mnv-TM2

sense Primer
mnv-TM1

\/

o
Y
L \ I / antisense Primer

—J — mnv-TM2
- -
mnv-TM1

sense Primer
| »

|
antisense Primer
mnv-TM2

A

Abbildung 4: Schematische Darstellung der real-time PCR. Die Sonde bindet spezifisch an die
Zielsequenz. Bei der intakten Sonde befinden sich Reporter (R) und Quencher (Q) in riumlicher
Nihe zueinander, wodurch die Emission von R unterdriickt wird. Wihrend der
Elongationsphase trifft die Polymerase auf die Sonde und hydrolysiert diese. Nach der
Hydrolyse befindet sich der Reporterfarbstoff nicht mehr in unmittelbarer Nihe zum Quencher,

wodurch die emittierte Fluoreszenz nun detektiert und quantifiziert werden kann.
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Durchfiihrung der real-time PCR

Die quantitative RT-PCR wurde in einem single-tube Ansatz durchgefiihrt. Dabei erfolgen die Reverse
Transkription der viralen RNA in die komplementdre cDNA und die anschlieende real-time PCR in
einem Reaktionsansatz. Dies wurde aufgrund der Verwendung einer Polymerase ermoglicht, welche
erst im Anschluss an die cDNA-Synthese durch Hitze aktiviert wird. Bei diesem Aktivierungsschritt
wird gleichzeitig die Reverse Transkriptase inaktiviert. Im weiteren Verlauf der PCR konnte die
Zunahme der Fluoreszenz nach jedem Amplifikationszyklus gemessen werden, ohne dass das
Reaktionsgefill gedffnet werden musste. Hierzu wurde das Mx3000P™ Real-Time PCR System der
Firma Stratagene (La Jolla, CA, USA) verwendet. Durch den Einsatz der single-tube Reaktion wird
der Zeitaufwand moglichst gering gehalten und, was sehr wichtig ist, es entfillt das Risiko einer
Kontaminationen durch PCR-Produkte, die bei der diagnostischen PCR (z.B. bei der nested-PCR) eine

der Hauptkontaminationsquellen sind.

Reaktionsansatz und RT-PCR Bedingungen der real-time PCR

PCR-Ansatz (10 pl) real-time RT-PCR

Primerl: mnv-TM1 (250 nM) 0,2 ul 1. 50°C 30 min
Primer2: mnv-TM2 (250 nM) 0,2 pl 2.95°C 15 min
Sonde: mnv-TMS (100 nM) 0,2 ul 3.95°C 15 sek
QuantiTect RT-Mix 0,1 pl 4.55°C 30 sek
QuantiTect Master Mix Sul 5. Messung der Fluoreszenz
H,O 2,3 ul 6. 45 wdh. Schritt 3. - 5.
Probe (RNA, Standard) 2 ul

QuantiTect RT-Mix und QuantiTect Master-Mix sind gebrauchsfertige Enzymmischungen, welche die
notwendigen Salze, Puffer und dNTPs bereits enthalten (Qiagen).
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Tabelle 1: Primer und Sonde fiir real-time PCR

Primer Sequenz Lokalisation
nt)*
mnv-TM1 sense 5'-AgA ggA ATC TAT gCg CCT gg-3' 5580-5599
mnv-TM2 antisense | 5'-gAA ggC ggC CAg AgA C-3' 5653-5671
mnv-TMS 5'-6FAM-CgC CAC TCC gCA CAA ACA gCC C—DB-3' | 5615-5636

FAM: 6-Carboxy-Fluorescein; DB: Dabcyl (TibMolbiol, Berlin),
* bezogen auf Genbank-Nr: AY228235 MNV-1

2.2 Morphologische Charakterisierung

2.2.1 Partikelaufreinigung und Dichtezentrifugation

Um einschétzen zu kénnen, inwiefern die Quantifizierung der viralen RNA eine Aussage iiber das
Vorhandensein von intakten Viruspartikeln zulédsst, wurde von zwei Proben eine Partikelaufreinigung
mit anschlieBender Dichtezentrifugation durchgefiithrt. Hierzu wurden von den entsprechenden
Kotproben zundchst 2 ml einer 10%igen (v/v) Suspension in destilliertem Wasser hergestellt. Diese
wurde 20 Minuten mit 5000 UpM bei 4°C zentrifugiert, um feste Bestandteile abzutrennen. 6 ml einer
30%igen (g/g) Saccharoselosung wurden dann mit der wissrigen Phase der Suspension iiberschichtet
und anschliefend 3 Stunden bei 10°C mit 30 000 UpM ultrazentrifugiert (Rotor: SW40Ti; XL-90
Ultrazentrifuge, Beckman Coulter GmbH, Miinchen, Deutschland). Das Sediment, welches die

gereinigten Viruspartikel enthélt wurde in 300 pl PBSo resuspendiert.

Viruspartikel haben, aufgrund ihrer GroBe wund ihrer Dichte, ein charakteristisches
Sedimentationsverhalten in einem Dichtegradienten. Dieser Gradient wird durch Ultrazentrifugation
einer Césiumchlorid (CsCl)-16sung eingestellt. Dazu wurden zundchst 3,88g CsCl in 10ml
destilliertem Wasser aufgeldst. Jeweils Sml dieser Losung wurden mit den gereinigten Viruspartikeln
iiberschichtet und anschlieBend 48 Stunden bei 10°C mit 45 000 UpM ultrazentrifugiert (Rotor:
SW60Ti). Der Gradient wurde dann von oben mit der Pipette in Einzelfraktionen (jew. 400 pl)
abgenommen. Die Dichte der Fraktionen wurde mittels eines Refraktometers bestimmt, zudem wurden

140 pl der Fraktion abgenommen, um die enthaltene virale RNA zu priparieren und zu quantifizieren

(vgl. 2.1.2 und 2.1.3).
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2.2.2 Elektronenmikroskopie

Abgesehen von molekulargenetischen Methoden kann eine familidre Zuordnung von Viren aufgrund
morphologisch unterscheidbarer Strukturkomponenten durchgefiihrt werden. Familientypisches
Charakteristikum der nicht umhiillten (membranlosen) Caliciviridae sind sphérisch-ikosaedrische
Kapside mit einem Durchmesser von 27 bis 34 nm, die kelchdhnliche Strukturen auf der Oberflache
aufweisen. Anhand von Negativkontrastierung lassen sich Viruspartikel elektronenmikroskopisch
darstellen. Dabei werden die Partikel auf einen Tréger (Grid) mit hydrophiler Oberfliche adsorbiert.
AnschlieBend wird das Grid mit einer Losung, welche ein Metall mit sehr hoher Dichte (hier Uranyl-
Acetat) enthilt, gefarbt. Die Metallionen legen sich um die Partikel und, aufgrund der
unterschiedlichen Dichte von Partikel und umgebenem Metall, kann die Oberfldche der Viren im
Elektronenmikroskop dargestellt werden. Man spricht dabei von Negativkontrastierung, da die
Viruspartikel aufgrund der geringeren Dichte, und demzufolge der besseren Durchléssigkeit fiir

Elektronen, heller als der Untergrund erscheinen.

Als Ausgangsmaterial fiir die Negativkontrastierung dienten zum einen Kotsuspensionen und zum
anderen einzelne Fraktionen der Dichtezentrifugation (2.2.1). Die verwendeten Grids (400 Maschen)
wurden zunéchst mit einem 20-40 nm dicken Plastikfilm (Polioform) beschichtet und anschlieBend mit
einer 10-20 nm starken Kohlenstoffschicht verstirkt. Nach dem Auftropfen von ca. 20ul des
Untersuchungsmaterials auf Parafilm wurden die Grids fiir 10 Minuten mit der beschichteten
Oberflédche auf die Tropfen gelegt, um ein Adsorbieren der Viruspartikel zu ermdglichen. Das Waschen
der Grids erfolgte durch Auflegen auf mehrere Tropfen von doppelt destilliertem Wasser. Dies ist
notwendig, um Phosphationen, welche die Férbung stéren konnen, zu eliminieren. Fiir die
abschliefende Férbung wurde das Grid fiir ca. 10 Sekunden auf einen Tropfen einer 1%igen
Uranylacetatldsung gelegt. Nach dem Entfernen von iiberschiissiger Losung und dem Trocknen der

Grids erfolgte die Auswertung am Transmissions Elektronenmikroskop (FEI Tecnai™).
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2.3 Molekulare Epidemiologie

2.3.1 Erstellung von MNV-Totalsequenzen

RNA-Priparation

Die Praparation viraler RNA, zur Erstellung der Totalsequenzen verschiedener MNVs, erfolgte geméaf
der in 2.1.2 beschriecbenen Methode. Als Ausgangsmaterial wurden entweder Kotproben
beziehungsweise Zellkulturiiberstinde nach Virusanzucht und Plaqueaufreinigung (vgl. 2.4.1)

verwendet.

cDNA-Synthese

Die Umschreibung der viralen RNA in die einzelstréingige komplementére DNA erfolgte mithilfe der
PowerScript'™ Reversen Transkriptase (BD Clontech, Heidelberg, Deutschland). Der verwendete
Primer (15T-aTag, Tab. 2) fiir die Synthese der cDNA ist komplementir zu dem poly(A)-Schwanz der
viralen RNA und enthdlt zusétzlich eine Sequenz, welche als Primerbindungsstelle fiir die
anschlieBende Genomamplifikation verwendet werden kann (Abb. 5). Fiir die Reaktion wurden 5pl
RNA und 1pl Primer (25uM) eingesetzt. Die Synthese erfolgte entsprechend der Herstelleranweisung
und wurde in einem TRIO-Thermoblock der Firma Biometra (Géttigen, Deutschland) durchgefiihrt.

Tabelle 2: Primer fiir die cDNA-Synthese

Primer ‘ Sequenz

15T-aTag ‘ 5'-gCC AAC gAC Cgg gAg gCC AgC TTT TTT TTT TTT TTT V-3'
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5 RNA 3
T 1 A..LAAA
1 7382
cDNA 15T-aTag
—
i mnv-23
| A
mnv-14 A
— A aTag
A |
mnv-25
mnv-28 —»
<4— mnv-29 <4— mnv-27 <4— mnv-3
mnv-30 —» <4— mnv-8
mnv-31 —» mnv-6 —»
mnv-32 —» mnv-35 —» mnv-5 —»
mnv-33 —» mnv-36 —» mnv-10 —»
mnv-34 —» mnv-37 —»

Abbildung 5: Klonierungs- und Sequenzierungsstrategie zur Erstellung von MNV-
Totalsequenzen. Zunichst wurde die komplementire und einzelstringige cDNA unter
Verwendung des Primers 15T-aTag synthetisiert. Diese diente anschlieBend als Matrize fiir die
Amplifikation zweier, sich iiberlappender Genomfragmente. Die Fragmente wurden Kloniert
und mittels der angegebenen Primer sequenziert. Sequenzen der Primer und deren Lokalisation

siehe Anhang (6.3).

PCR fiir die Klonierung von Genomfragmenten

Um die Totalsequenzen erstellen zu konnen, wurden zundchst zwei, sich iberlappende
Genomfragmente mittels PCR amplifiziert und fiir die anschlieBende Sequenzierung kloniert (Abb. 5).
Aufgrund ihrer hohen Prozessivitit und ausgeprigten proof-reading Funktion (Fehlerrate: 4,4 x 107)
wurde hierfiir die Phusion DNA Polymerase der Firma Finnzymes (Espoo, Finnland) verwendet. Die
PCR-Reaktionen erfolgten im 7personal Cycler von Biometra. Die Elongationszeiten wurden
entsprechend der Grofle der zu erwartenden PCR-Produkte angepasst (ca. 30 sek / kb). Nach dem
letzten Zyklus der PCR wurde zu den Reaktionsansétzen jeweils 1,5 pl TaqPolymerase (Invitek,
Berlin) gegeben. Dieses Enzym addiert aufgrund seiner terminalen Transferaseaktivitit ein einzelnes
deoxy-Adenosin (A) an jedes 3'-Ende der doppelstringigen DNA-Fragmente, welches eine
wesentliche Rolle bei der anschlieBenden Insertion des jeweiligen PCR-Produktes in ein prokaryontes

Plasmid spielt.
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PCR-Ansatz und —Bedingungen fiir die Klonierung von Genomfragmenten

PCR-Ansatz (50 ul) PCR-Bedingungen

H,O 31,20 pl 1. 98°C 45 sek

sense Primer (25 uM) 1 ul 2.98°C 10 sek

antisense Primer (25 uM) 1 pl 3.65°C 15 sek

dNTPs (10 mM) 1 ul 4.72°C 1,5-2,5 min

5x- Phusion HF buffer 10 pl 5. 40 wdh. Schritt 2 — 4

Phusion (2 U/ul) 0,8 pl 6. Zugabe von Taq DNA Polymerase (1,5 pl; 5U/ul)
cDNA Sul 7.72°C 10 min

8. Abkiihlung auf 4°C

Agarose-Gelelektrophorese und Extraktion der DNA

Nach der PCR-Reaktion wurden die Ansdtze mit 5 x DNA-Probenpuffer (25% Ficoll und 0,25%
Bromphenolblau in 1x TE-Puffer) versetzt, auf ein 0,8%iges Agarosegel in 0,5x TBE-Puffer
aufgetragen und elektrophoretisch (90 Volt bei 5,5 V/cm Elektrodenabstand) aufgetrennt. Durch
Zugabe von Gelred (BioTrend, Koln), einem Farbstoff, welcher mit Nukleinsduren interkaliert,
konnten die DNA Banden unter langwelligem UV-Licht (366nm) lokalisiert und ausgeschnitten
werden. Die Liange der PCR-Produkte wurde anhand eines mitgefithrten Lingenstandards (L500;
Invitrogen, Paisley, England) ermittelt. Die PCR-Produkte wurden anschlieBend mit Hilfe eines

Gelextraktionskits (QlAquick Gel Extraction Kit, Qiagen) eluiert.

Klonierung und Sequenzierung von Genomfragmenten

Fiir die molekulare Klonierung der Genomfragmente in einen prokaryonten Vektor wurde der TOPO"
XL PCR Kloning Kit der Firma Invitrogen verwendet. Dieser Kit ist besonders gut fiir die Klonierung
von langen PCR-Produkten geeignet. Der linearisierte Vektor (pCR™-XL-TOPO®) hat an seinen 3'
Enden ein einzelnes deoxy-Thymidin (3'-T) angehédngt, welches dem PCR-Produkt (3'-A) eine
effektive Insertion in den Vektor ermoglicht. Die TA-Klonierungsreaktion wird durch eine kovalent an
den Vektor gebundene Topoisomerase I (Vaccinia) katalysiert. Mit 1/3tel des Ligationsansatzes wurden
anschlieBend je 30pul chemisch kompetenter E. coli One Shot® Top10 (Invitrogen) mittels Hitzeschock
transformiert. Nach 1 stiindiger Inkubation in 250 pl S.0.C.-Medium wurden die Bakterien auf
Kanamycin-haltigen LB-Platten (0,05 mg/ml) ausplattiert und tiber Nacht bei 37°C inkubiert.
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Um ausreichend Material fiir die anschlieBende Plasmid-Préparation zu erhalten, wurden LB-
Fliissigkulturen (+ Kanamycin 0,05 mg/ml) mit Einzelkolonien angeimpft und iiber Nacht bei 37°C
unter Schiitteln inkubiert. Nach dem Sedimentieren der Bakterien durch Zentrifugation (5000 UpM, 5
min) erfolgte der Aufschluss durch alkalische Lyse. Die Plasmid-DNA wurde mit dem QlAprep Spin
Miniprep Kit der Firma Qiagen extrahiert.

Anhand von Restriktionspaltungen mit dem Enzym EcoRI wurden die Kanamycin-resistenten Klone
hinsichtlich der korrekten Insertgrofle untersucht. Der Verdauansatz (2 pl Plasmid-DNA, 2U EcoRI)
wurde 1 Stunde bei 37°C inkubiert und anschlielend elektrophoretisch aufgetrennt (s.0.).

Plasmide, welche ein Insert mit der korrekten Lange enthielten, wurden darauthin sequenziert. Fiir die
Sequenzierung der Plasmid-DNA wurde der BigDye Terminator v.3.1 Cycle Sequencing Kit der Firma
Applied-Biosystems (Weiterstadt, Deutschland) verwendet. Dabei handelt es sich um ein PCR-
Kettenabruch-System (Sanger, 1977), bei dem die zum Abbruch fithrenden Nukleotidderivate, 4
verschiedene Fluoreszensfarbstoffe tragen. Die Analyse der Sequenz erfolgte mit einem Kapillar-
Sequenziergerit (ABI PRISM 3130 Genetic Analyzer, Applied Biosystems). Zur Sequenzierung wurde
1 pul der Plasmid-DNA (entspricht ca. 500 ng DNA) pro Ansatz verwendet. Nach der Reaktion erfolgte
eine Gelfiltration der Proben, um nicht eingebaute Nukleotide und iiberschiissige Primer zu

eliminieren.

Reaktionsansatz und Bedingungen fiir die Sequenzierung von Plasmid-DNA

Reaktionsansatz (10 pl) Reaktionsbedingungen
Plasmid-DNA ca. 500ng 1. 96°C 1 min
Primer 1 pmol 2.96°C 30 sek
BigDye 3.1 2 ul 3.50°C 15 sek
SxPuffer 1 ul 4. 60°C 4 min
H,O (bidest, Nukleasefrei) ad 10 ul 5. 25 wdh. Schritt 2 - 4

6. Abkiihlung auf 4°C
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2.3.2 Erstellung von Teilsequenzen verschiedener Genomregionen

Um die genetischen Diversitidten der Viren untersuchen zu kdnnen, ohne die Totalsequenzen aller
Stamme bestimmen zu miissen, wurden Teilsequenzen aus verschiedenen Genombereichen erstellt.
Dazu wurde je ein Bereich der RNA Polymerase im ORF1 (312 bp) und ein Ausschnitt des ORF2
(Kapsid, VP1, 667 bp) mittels nested PCR amplifiziert und die Amplifikate direkt sequenziert.

cDNA-Synthese

Die Umschreibung der RNA erfolgte durch eine Reverse Transkriptase (RT, Superscriptll, Invitrogen),
welche an den ausgewihlten Primern (liefern spezifischen RNA-Abschnitt) die cDNA-Synthese
startet. Fiir die Synthese des ORF1-Fragments wurde der Primer mnv-43 verwendet, fiir den Abschnitt

aus ORF2 der Primer mnv-39 (siehe Anhang 6.3).

Reaktionsansatz und Bedingungen fiir die cDNA-Synthese

Reaktionansatz (20 ul) Reaktionsbedingungen
H,O 9,5 ul 1. H,O, Primer und RNA zusammenpipettieren
5 x RT-Puffer 4 ul 2.65°C 5 min
dNTPs (10mM) 1 ul 3. sofort auf Eis abkiihlen
DTT (0,1 M) 1 ul 4. + 5xRT-Puffer, ANTPs, DTT und RNasin
Primer (25 uM) 1 ul 5.25°C 2 min
RNasin (40U/ul) 0,5 ul 6. + Superscriptll
Superscript II (200U/ul) 0,5 pl 7.25C 10 min
RNA 2,5 ul 8. 42°C 50 min
9.70°C 15 min

10. Abkiihlung auf 4°C
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nested PCR und Sequenzierung

Bei der nested PCR handelt es sich um zwei aufeinander folgende PCRs, wobei das Produkt der ersten

PCR als Matrize fiir die nachfolgende PCR dient. Dies erh6ht zum einen die Spezifitdt der PCR und

zum anderen wird so ausreichend Material fiir die Sequenzierung gewonnen.

Reaktionsansitze und Bedingungen fiir die nested PCR

Reaktionsansatz

1.PCR
cDNA

Primer
ORF1 mnv-42 s / mnv-43 as
ORF2 mnv-10 s / mnv-39 as

dNTPs (10 mM)
5x- Phusion HF buffer
Phusion (2 U/pl)

H,O

PCR-Bedingungen

1.98°C
2.98°C
3.55°C
4.72°C
5.30 wdh. Schritt 2 - 4
6.72°C

7. Abkiihlung auf 4°C

2,5 ul

jew. 0,4 ul

0,4 ul
4 ul
0,2 ul

ad 20 pl

30 sek
10 sek
15 sek

20 sek

5 min

Reaktionsansatz

2. PCR
PCR-Produkt (1.PCR)

Primer
ORF1 mnv-44 s / mnv-45 as
ORF2 mnv-4 s / mnv-38 as

dNTPs (10 mM)
5x- Phusion HF buffer
Phusion (2 U/ul)

H,O

1 ul

jew. 0,4 ul

0,4 wl

0,2 ul

ad 20 pl



Material und Methoden 29

Im Anschluss an die 2. PCR wurde ein Aliquot des PCR-Ansatzes elektrophoretisch aufgetrennt, um
die PCR-Produkte beziiglich ihrer korrekten Grofe, sowie dem Vorhandensein von Nebenprodukten zu
iiberpriifen. Zudem wurde eine Einschidtzung der DNA-Konzentration der PCR-Produkte anhand ihrer
Bandenstdrke vorgenommen. Die PCR-Produkte wurden dementsprechend verdiinnt und direkt

sequenziert. Als Sequenzprimer dienten dabei die Primer der 2. PCR.

Reaktionsansatz und Bedingungen fiir die Sequenzierung von PCR-Produkten

Reaktionsansatz (10 pl) Reaktionsbedingungen
PCR-Produkt ca. 10 -20 ng 1.96°C 1 min
Primer 1 pmol 2.96°C 30 sek
BigDye 3.1 2 ul 3.50°C 15 sek
SxPuffer 1 ul 4. 60°C 4 min
H,O (bidest, Nukleasefrei) ad 10 pl 5. 25 wdh. Schritt 2. -4.

6. Abkiihlung auf 4°C
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2.3.3 Phylogenetische Analysen

Die phylogenetische Analyse dient der Aufkldrung verwandtschaftlicher Beziehungen zwischen den
Virusstimmen anhand von Nukleotid- oder Proteinsequenzen. Grundlage dieser Analysen sind daher
Sequenzgegeniiberstellungen (Alignments) mittels derer eine Distanzmatrix erstellt wird. Die
graphische Darstellung solcher Verwandtschaftsbeziehungen erfolgt in Form eines Stammbaumes,
bestehend aus Asten und Verzweigungspunkten, der die Beziehung zwischen den systematischen
Einheiten veranschaulicht. Dabei ist die Lénge eines Astes in einem phylogenetischen Baum ein Mal3
fiir die Evolutionsrate, bzw. evolutionére Distanz zu dem Verzweigungspunkt. Der Verzweigungspunkt
stellt die evolutiondre Trennung zweier Spezies, welche sich dann unabhingig voneinander

weiterentwickeln, dar.

Die Sequenzalignments und phylogenetischen Analysen in dieser Arbeit wurden mit der BioEdit-
Software (Version 7.0.5; Hall, 1999), welche das PHYLIP-Programmpaket (Felsenstein, 1989) enthalt,
berechnet. Dabei wurden die evolutiondren Distanzen mit der Kimura's 2-Parameter Methode
kalkuliert (Kimura, 1980). Die ermittelten Distanzen dienten zur Erstellung der Stammbédume mittels
der Neighbor-Joining Methode (TreeView version 1.6.6; Page, 1996). Um eine interne Kontrolle zu
erhalten, wie gut der Stammbaum die verwandtschaftlichen Beziehungen wiedergibt, erfolgten
Bootstrap-Analysen mit 1000 Replikaten. Dabei werden alle Positionen des Alignments in
unterschiedlichen Haufigkeiten in multiplen Datensdtzen analysiert. Bootstrap-Ergebnisse werden als
ein Mal} fiir die Wahrscheinlichkeit interpretiert, mit der eine phylogenetische Schétzung die wahre
Phylogenetik reprasentiert. Werte iiber 70% werden als signifikant erachtet, d.h. wenn einzelne
Virusstimme in > 700 der durchgefiihrten Analysen in einem gemeinsamen Monophylum liegen, wird

der Verzweigungspunkt als gesichert angesehen.
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2.3.4 Untersuchung von putativen Rekombinationsereignissen in vivo

Bei der phylogenetischen Charakterisierung der Virusstimme aufgrund von Teilsequenzen aus zwei
verschiedenen Genombereichen, ordnen sich verschiedene MNVs unterschiedlich in den
Stammbdumen ein. Es unterscheiden sich die verwandschaftlichen Beziehungen der Viren in
Abhéngigkeit von dem jeweiligen Genomfragment, welches untersucht wird. Mogliche Ursachen
hierfiir sind z.B. Mehrfachinfektionen der Méuse oder auch intertypische Rekombination. Um dies
genauer zu Untersuchen wurden nested PCRs der entsprechenden Viren durchgefiihrt, bei denen ein
langeres Genomfragment amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt (2410 bp) beinhaltet das 3'-Ende der
Polymeraseregion (ORF1) und den 5'-Bereich des Kapsids (ORF2). Analog zu 2.3.1 wurde dieses

Genomfragment kloniert (TA-Klonierung) und anschlieBend sequenziert.

cDNA-Synthese

Die Synthese der cDNA erfolgte geméll der Beschreibung in 2.3.2. mithilfe der Superscriptil-
Reversen Transkriptase (Invitrogen). Die Umschreibung der RNA erfolgte anhand des Primers mnv-39

(siche Anhang 6.3).

nested-PCR
Reaktionsansatz PCR-Bedingungen
1.PCR 1.PCR
cDNA 2,5l 1. 98°C 45 sek
Primer jew. 0,4 ul 2.98°C 10 sek
mnv-42 s / mnv-39 as

3.55°C 15 sek
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 4.72°C 1,5 min
5x- Phusion HF buffer 4 pl 5.35 wdh. Schritt 2 - 4
Phusion (2 U/ul) 0,2 pl 6.72°C 10 min

H,O ad 20 pl 7. Abkiihlung auf 4°C
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Reaktionsansatz PCR-Bedingungen
2.PCR 2.PCR
PCR-Produkt (1.PCR) 2,5 ul 1.98°C 45 sek
Primer jew. 1 ul 2.98°C 10 sek
mnv-44 s / mnv-38 as
3.55°C 15 sek
dNTPs (10 mM) 1 pl 4.72°C 1,5 min
5x- Phusion HF buffer 10 pl 5. 35 wdh. Schritt 2 - 4
Phusion (2 U/ul) 0,8 ul 6. Zugabe von Taq DNA Polymerase (1,5 ul; S5U/ul)
H,0 ad 50 pl 7.72°C 10 min

8. Abkiihlung auf 4°C

2.3.5 SimPlot-Analysen

Eine Erweiterung der phylogenetischen Analyse, wie sie in 2.3.3 beschrieben wird, ist ein Vergleich
von Sequenzen mit der SimPlot-Software. Mittels dieser Software konnen Sequenzen interaktiv
miteinander verglichen werden (Lole, 1999). Zugrunde liegend ist ein Sequenzalignment, aus dem
zunichst eine Sequenz als Referenz definiert wird. Schrittweise werden dann die anderen Sequenzen
damit verglichen. Es wird dabei immer nur ein Sequenzausschnitt (Fenster) betrachtet, dessen Grofle
vom Anwender individuell verdndert werden kann. Das Fenster wird dann entlang der Sequenz (5' —
3" verschoben, wobei die Geschwindigkeit (d.h. die Anzahl der Positionen, um die das Fenster
verschoben wird) ebenfalls variabel angepasst werden kann. Auf diese Weise konnen
Sequenzunterschiede in Bezug zu der Position innerhalb der Sequenz dargestellt werden. Die Software
bietet so die Moglichkeit die relative Diversitit (oder Similaritit) darzustellen. Die SimPlot-Analyse
findet Anwendung bei der Charakterisierung von konservierten oder variablen Genombereichen

innerhalb des Sequenzalignments oder aber auch bei der Darstellung von Rekombinationsereignissen.
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2.4 In-vitro-Charakterisierung

2.4.1 In-vitro-Kultivierung von MNV

Zellkulturverfahren

RAW 264.7-Zellen (Tabelle 3) wurden bei 37°C, 5% CO, und 80% relativer Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Die adhdrent wachsenden Zellen wurden alle 2-3 Tage von dem Boden der Zellkulturflasche
mechanisch mit einem Zellschaber abgeldst und mit einer Pipette resuspendiert um die Zellen gut zu
vereinzeln. Je nach Dichte wurden die Zellen 1:5 bis 1:10 mit Zellkulturmedium (DMEM: Dulbecco’s

Modfied Eagle Medium, Tab. 3) verdiinnt und in neue Kulturflaschen gegeben.

Tabelle 3: Beschreibung der eukaryonten Zelllinie und deren Medienzusammensetzung

Zelllinie Beschreibung Referenz Medienzusitze

RAW 264.7 | ATCC® Nummer: TIB-71™ | Raschke, 1978 | L-Glutamin (0,35 g/1)

murine monozytére Zelllinie, Streptomycin / Penicillin (jew. 0,1
transformiert durch Abelson g/1, Biochrom AG, Berlin)
murine leukemia virus 10% Fotales Kélberserum (FKS,

Ultra Low Endotoxin, PAA

Laboratories, Pasching, Osterreich)

Infektion von RAW 264.7-Zellen

Fiir die Anzucht von Viren aus Probenmaterial wurde zunichst eine 10%ige Suspension (v/v) in
Zellkulturmedium hergestellt. Anders als das Erhaltungsmedium (vgl. Tabelle 3) enthélt das
Anzuchtmedium lediglich 3% FKS. Die Suspension wurde 20 Minuten mit 5000 UpM bei 4°C
zentrifugiert, um feste Bestandteile abzutrennen. Die wissrige Phase wurde abgenommen, sterilfiltriert
(Porengréfe 0,22 um) und anschlieBend mit Anzuchtmedium verdiinnt. RAW 264.7-Zellen sind am
vorherigen Tag entsprechend verdiinnt und ausgesit worden, so dass sie zum Zeitpunkt der Infektion
ca. 50 - 80% konfluent waren. Nach der Entnahme des FErhaltungsmediums wurden die
Suspensionsverdiinnungen auf die Zellen gegeben. Die Infektion erfolgte bei Raumtemperatur auf
einem Horizontalschiittler. Nach einstiindiger Infektion wurde der Uberstand abgenommen und neues
Anzuchtmedium auf die Zellen gegeben. Danach wurden die Ansétze fiir 48h — 72h im Brutschrank
inkubiert. Um die Viren zu ernten wurden die Zellen durch dreimaliges einfrieren und auftauen lysiert
und anschlieBend fiir 8 Minuten bei 8000 UpM zentrifugiert. Die virushaltigen Uberstinde wurden
aligoutiert und bei -80°C gelagert.
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Erstellen von Viruspassagen

Durch passagieren des angeziichteten Virus kann analysiert werden, inwiefern sich das Virus durch die
Kultivierung verindert (Adaption). Dazu wurde der virushaltige Uberstand erneut zur Infektion von
RAW 264.7-Zellen verwendet. Die Inkubation der infizierten Zellen erfolgte bis zum deutlichen
Auftreten eines cytopathogenen Effektes oder fiir mindestens 48h. AnschlieBend wurde das Virus

geerntet und wiederum fiir eine Infektion verwendet.

Plaqueaufreinigung von MNV

Die Plaqueaufreinigung erfolgte in 6-well-Platten. RAW 264.7 Zellen wurden auf eine
Endkonzentration von 3 x 10° vitale Zellen / 2 ml / well verdiinnt und anschlieBend 24 h inkubiert, um
sie adhdrieren zu lassen. Die Zellen sollten fiir den Plaqueassay ca. 80 -90% konfluent sein. Am
néchsten Tag wurden 1/10fache Verdiinnungen des Virusstocks hergestellt und die Zellen mit jeweils
0,5 ml der Virusverdiinnung / well infiziert. Nach der einstiindigen Inkubation wurde das Inokulum
abgenommen und die Zellen mit 2ml SeaPlaque-Agarose (1,5% in MEM-Medium, s.u.) iiberschichtet.
Nach dem Aushérten der Agarose wurden die Platten fiir 48h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Um
die Plaques sichtbar zu machen wurden die Ansétze nach der Inkubation mit einer weiteren Agarose
iiberschichtet (SeaKem, 1,5% in MEM, s.u.), welche zuséitzlich einen Farbstoff enthilt, der vitale
Zellen anférbt. Nach weiteren 6 — 8 h haben die Zellen den Farbstoff aufgenommen und die nun
sichtbaren Plaques konnten ausgestochen werden. Darin enthaltene Viren wurden dann

weiterkultiviert.
Vorbereitung der SeaPlaque-Agarose:

e 1,5 g SeaPlaque-Agarose (Cambrex, Rockland, ME, USA) werden in 50 ml H,O suspendiert und
15 - 20 Minuten autoklaviert beziechungsweise bereits vorbereitete ausgehértete Agarose wieder

verfliissigt und anschlieBend im Wasserbad auf 42°C temperiert.

e Doppelt konzentriertes MEM-Medium (2x, Minimal Essential Medium, 6% FKS, 2% L-Glutamin,
2% Pen/Strep, 1% Hepes) wird im Wasserbad auf 37°C temperiert.

e Am Ende der Infektionszeit werden Agarose und Medium 1:1 gemischt und die Zellen

uberschichtet.

Die Vorbereitung der SeaKem-Agarose (Cambrex) erfolgt dementsprechend, die Temperierung im
Wasserbad dagegen findet bei 56°C statt. Aulerdem wird der Agarose 1% Neutral Red-Losung (20 g/l

H,0, Thermo Fischer Scientific Inc., Schwerte) zugesetzt.
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Titration von murinen Noroviren und Titerberechnung

Die Endpunkttitration der Viren erfolgte in 96-well-Platten. Pro well wurden zunichst 1 x 10* RAW
264.7-Zellen in 100 pl Erhaltungsmedium vorgelegt. Je Titrationsreihe wurde mit 100 ul des
Virusstocks begonnen. Die Titration wurde in Mehrfachbestimmungen durchgefiihrt und erfolgte in
Verdiinnungsstufen von 1:10 (in Anzuchtmedium). Zu den Zellen wurden jeweils 100ul der
Virusverdiinnungen zugegeben und der Ansatz flir bis zu 72 h im Brutschrank inkubiert. Die
Auswertung der Titration erfolgte anhand der Identifikation von Plaques bzw. die vollstindige
Zerstorung aller Zellen in dem entsprechenden well. Der Fortschritt des cytopathogenen Effektes (cpe)

wurde tiglich mikroskopisch untersucht.
Der Titer, bezogen auf einen Milliliter, wurde wie folgt berechnet:
Reziproker Wert der letzten positiven Verdiinnungsstufe x 10.

— Dabei wurde fiir jeden Virusstock der Mittelwert aus den Mehrfachbestimmungen ermittelt.

2.4.2 In-vitro-Rekombination

Kokultivierung von Virusisolaten

Anhand von Kokultivierungen zweier genetisch differenter MNV-Isolate sollte versucht werden eine
intertypische (homologe) Rekombination in vitro zu simulieren. Zunichst wurden die Virusstocks der
Isolate (M21 und S99) titriert, die anschlieBende Kultivierung erfolgte in 6-well-Platten. RAW 264.7-
Zellen wurden auf eine Endkonzentration von 3 x 10° vitale Zellen / 2 ml / well verdiinnt und
anschlieBend 24 h inkubiert, um sie adhédrieren zu lassen. Fiir die Infektion wurden die Virusstocks in
Anzuchtmedium verdiinnt (M21: 100xIDso / ml; S99: 10xIDso / ml) und die Zellen mit jeweils 2 x 0,25
ml Virusverdiinnung / well bei RT auf dem Horizontalschiittler inkubiert. Nach 1 h wurden die
Uberstinde abgenommen und frisches Anzuchtmedium auf die Zellen gegeben, anschlieBend erfolgte
die Inkubation der Platten fiir 24 h im Brutschrank. Um die Viren zu ernten wurden die Zellen durch
dreimaliges einfrieren und auftauen lysiert und anschliefend fiir 8 Minuten bei 8000 UpM
zentrifugiert. Aus 140 ul der wiéssrigen Phase wurde die virale RNA prépariert anhand derer eine

Charakterisierung der Isolate durchgefiihrt wurde.
Rekombinations-PCR

Um Rekombinationsereignisse nachweisen und charakterisieren zu konnen wurde eine
hyperspezifische PCR etabliert, welche durch selektive Amplifikation der rekombinanten Genome
deren Darstellung und Typisierung ermoglicht. Anhand von Sequenzalignments der Ursprungsisolate
(P-Generation: M21 und S99) wurden zunédchst Primerbindungsstellen identifiziert, welche sich in

besonders variablen Bereichen der Genome befinden und daher ein isolatspezifisches Primerdesign
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moglich machten. FEin weiterer Anspruch an die spezifischen Primer waren hohe
Schmelztemperaturen, wodurch hohe Annealingtemperaturen ermdglicht wurden, was die Spezifitét
der PCR zusitzlich verbesserte. Analog zu 2.3.1 wurde zunichst die einzelstringige cDNA anhand des
Primers 15T-aTag durch die BD-Powerscript Reversen Transkriptase synthetisiert. Um die Virusisolate
zu charakterisieren wurden anschlieBend 4 verschiedene PCRs parallel durchgefiihrt. Wahrend PCR1
und PCR2 spezifisch fiir die P-Generation sind, werden mittels PCR3 bzw. PCR4 die putativen
Rekombinanten (F1-Generation) amplifiziert. Die Auswertung der spezifischen PCRs erfolgte mithilfe
der Gelelektrophorese. Um die Ergebnisse der Rekombinations-PCR zu bestédtigen wurden die PCR-
Produkte der F1-Generation kloniert (TA-Klonierung) und anschlieBend sequenziert. Detaillierte
Untersuchungen der verschiedenen Virusisolate erfolgten dann mittels der SimPlot-Software (vgl.

2.3.4und 2.3.5).

Reaktionsansitze und Bedingungen fiir die Rekombinations-PCR

PCR-Ansatz (20 pul) PCR-Bedingungen

H,0 12,50 ul 1.98°C 30 sek
sense Primer (25 uM) 0,4 wl 2.98°C 10 sek
antisense Primer (25 uM) 0,4 pul 3.72°C 45 sek
dNTPs (10 mM) 0,4 ul 4. 30 wdh. Schritt 2 — 3

5x- Phusion HF buffer 4 ul 5.72°C 10 min
Phusion (2 U/ul) 0,32 pl 6. Abkiihlung auf 4°C

cDNA 2 ul

Primerkombinationen der spezifischen PCRs und Produktgrofie

PCR 1 M21 s M21 as 1356 bp
PCR 2 S99 s S99 as 1786 bp
PCR3 M21s S99 as 1618 bp

PCR 4 S99 s M21 as 1524 bp
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Tabelle 4: Primer fiir die Rekombinations-PCR

Primer Sequenz Lokalisation (nt)
M21s 5'-CTg CgC AAT ggT TgA ggT gAC gCg ggT C-3' 4499-4526
M21 as 5'-CCATTC TgC CAT Tgg ggg TTA gCC ggg-3' 5829-5855
S99 s 5'-ggT gCg CCT TTC CCC CgA ACC ggA AC-3' 4331-4356
S99 as 5'-ggT ggT CAC CTT gAg TTT gTC ACC CgC C-3' 6090-6117

2.4.3 Wachstumskinetiken

Als ein weiteres, putatives Unterscheidungskriterium genetisch differenter Virusstdmme sollte deren
Replikationsverhalten in vitro untersucht werden. Um eine Aussage iiber die Replikationseffizienzen
der Viren zu erhalten, wurden die Wachstumskinetiken der Isolate M21, S99 und des Referenzvirus
MNV-1 bestimmt. Zudem wurde die Abhingigkeit der Replikation der Viren von IFNP, sprich die
Sensitivitét der Isolate gegeniiber einem zelluldren antiviralen Wirkstoff, untersucht. Zundchst wurden
die Virusisolate auf RAW 264.7-Zellen kultiviert und Virusstocks hergestellt. Anschlieend wurden
die Konzentrationen der Stocks mittels Titration ermittelt (vgl. 2.4.1). Die Bestimmung der
Wachstumskinetiken wurde mit denjenigen Viruskonzentrationen durchgefiihrt, die bei der Titration
der letzten positiven Verdiinnungsstufe entsprachen. So wurde der Virusstock MNV-1 1:10°, S99
1:5x10° und M21 1:10° verdiinnt. Durchgefiihrt wurden die Infektionen in 4-well Platten, die 24 h
zuvor mit RAW 264.7-Zellen beschichtet wurden und zum Zeitpunkt der Infektion ca. 80% konfluent
bewachsen waren. Zum Zeitpunkt —1 h wurden in alle 4 wells der Platten 200 pl der Virusverdiinnung
gegeben und fiir 1 h bei Raumtemperatur auf einem Horizontalschiittler inkubiert. Insgesamt wurden
pro Isolat 7 Platten infiziert, eine fiir jeden Zeitpunk, an dem die Virusreplikation bestimmt werden
sollte (1, 6, 12, 18, 24, 30 und 36 h). Zum Zeitpunkt 0 h wurden die Virusverdiinnungen von den
Zellen abgenommen und jeweils 500 ul Anzuchtmedium auf die Zellen gegeben. Wihrend in einem
well das Medium keine weiteren Zusdtze enthielt, wurde in die anderen wells verschiedene
Konzentrationen rekombinant hergestelltes IFNB zugegeben (1, 10 und 25 U / ml; PBL
InterferonSource, NJ, USA). AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Platten bei 37 °C im
Brutschrank. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Viren geerntet und die Konzentration der

Genomaquivalente als MaB fiir die Virusreplikation mittels quantitativer real-time PCR bestimmt.
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2.5 In-vivo-Charakterisierung

2.5.1 Persistenztestung und Infektion von Wildtyp-Miausen

Um die Dauer der Virusausscheidung einzelner Mause untersuchen zu konnen, wurden 4 IFNy-RI"-
Mause aus einer Gruppe mit positivem diagnostischem Befund herausgenommen und in Einzelkéfigen
untergebracht. Mittels real-time PCR wurde die Virusausscheidung bei allen 4 Tieren bestétigt und
anschlieBend iiber einen Zeitraum von 110 Tagen in regelméBigen Abstinden iberpriift (vgl. 2.1).

Parallel dazu erfolgte die phylogenetische Charakterisierung der Viren.

Zudem sollte der Verlauf einer Infektion mit dem Isolat M21 in Wildtyp-Méusen untersucht werden.
Dazu wurden 4 Black6-Mause (B16) zunichst auf ihre Virusfreiheit hin untersucht. AnschlieBend
wurde den Tieren jeweils 200ul einer aufgereinigten Virussuspension (MOI von 100; multiplicity of
infection) in PBSo per os appliziert. In den ersten 7 Tagen nach der Inokulation wurden téglich, dann
weiterhin in regelméBigen Abstinden, Kotproben von den Tieren entnommen und der
Infektionsverlauf mittels real-time PCR untersucht. Die Virusausscheidung wurde {iber einen Zeitraum

von insgesamt 73 Tagen iiberpriift.
2.5.2 Serologie (Neutralisationstest)

Anhand von Neutralisationstests sollte untersucht werden, ob sich im Rahmen einer Infektion MNV-
spezifische Antikorper im Wirt gebildet haben. Dazu wurde den Wildtyp-Mausen, vor und 21 Tage
nach der Inokulation mit dem Isolat M21, Blut abgenommen und daraus das Serum gewonnen.
Zunichst wurden die Seren 1:30 in PBSo verdiinnt und anschlieBend sterilfiltriert (Porengrofie 0,22
pm). Die Durchfiihrung der Neutralisationstests erfolgte in 96-well-Platten, in denen zunichst
Titrationsreihen der Seren pipettiert wurden, wobei Mehrfachbestimmungen der Seren durchgefiihrt
wurden. Fiir die erste Verdiinnungsstufe wurden 25 pl Serum mit 75 pl Anzuchtmedium in einem wel/
verdiinnt. Aus diesem wel/l wurden 50 pl entnommen und dann weiter mit 50 pl Anzuchtmedium
verdiinnt. Dieser Verdiinnungsschritt wurde noch 8mal wiederholt. Pro wel/ wurden 50 pl einer
Virusverdiinnung (MNV-S99-P16 1:10%) zu den Serumverdiinnungen gegeben und anschlieBend fiir 3
h bei 37°C inkubiert. AbschlieBend wurden dann 1 x 10° RAW 264.7-Zellen in 100 pl
Erhaltungsmedium pro wel/ zugegeben und die Platten dann fiir bis zu 72 h im Brutschrank inkubiert.
Die Auswertung der Neutralisationstests erfolgte visuell anhand der Ausbildung von Plaques bzw. der
vollstandige Zerstorung der Zellen in den Ansédtzen. Sind neutralisierende Antikérper vorhanden, wird
eine Infektion und damit die Lyse der Zellen verhindert. Der Fortschritt des cytopathogenen Effektes

wurde tdglich mikroskopisch untersucht.
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2.5.3 Antigendrift

Zur Untersuchung der genetischen Stabilitdt der Viren, im Verlauf einer persistierenden Infektion,
wurden die ORF2 Sequenzen der ausgeschiedenen Viren zu unterschiedlichen Zeitpunkten bestimmt
und miteinander verglichen. Dazu wurden aus Kotproben, die im Abstand von 110 Tagen (IFNy-RI"-
Maiuse) bzw. 70 Tagen (Wildtyp-Méause) entnommen wurden, die viralen Genome isoliert. Analog zu
2.3.1 wurden die einzelstringige cDNAs synthetisiert und anschliefend die ORF2-Sequenzen mittels
nested PCR amplifiziert. Die PCRs wurden, wie in 2.3.4 beschrieben durchgefiihrt. Primer der 1.PCR
waren mnv-21 und aTag, die der 2. PCR mnv-23 und mnv-8 (siche Anhang 6.3). Nach der Insertion
der PCR-Produkte in einen prokaryonten Vektor (TA-Klonierung) wurden von jeweils 5 Klonen
Plasmid-DNA prépariert und anschlieBend sequenziert. Zusétzlich zu den phylogenetischen Analysen
wurde auch die Entropie der ORF2-Proteinsequenz ermittelt. Dazu wurden die Sequenzalignments
zundchst in die entsprechenden Aminosduresequenzen iibersetzt und anschlieBend mithilfe der

BioEdit-Software die Entropie des Kapsidproteins berechnet.
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2.6 Herstellung und Charakterisierung spezifischer Antiseren

2.6.1 Peptidsynthese

Die Synthese der Peptide (Tabelle 5) wurde von Dr. Peter Henklein, Institut fiir Biochemie der Charité
in Berlin, durchgefiihrt. Die Peptide wurden mittels Festphasensynthese hergestellt und nach
Abtrennung von der Festphase (Harz) lyophilisiert. Nach Vor- und Nachreinigung mittels reversed
phase Chromatographie (HPLC) wurden die Peptide durch Massenspektrometrie auf Reinheit und
Homogenitit lberpriift. Zur Steigerung der Immunogenitit wurden die Peptide N-terminal iiber ein

zusitzlich eingebautes Cystein an KLH (keyhole limpets hemocyanin) gekoppelt.

Tabelle 5: Beschreibung der Peptide fiir die Immunisierung von Kaninchen

Name / Bezeichnung Peptidsequenz (AS)

P-NV / humanes Norovirus (GIL.4) (NH,)-YDPTEEIPAPLGTPDFVGKI-(COOH)
P-MNV1 / murines Norovirus lang (NH,)-AYVPGDRAAPLGYPDFSGQL-(COOH)
P-MNV2 / murines Norovirus kurz (NH,)-GDRAAPLGYPDFSGQ-(COOH)

2.6.2 Immunisierung von Kaninchen und Priparation der Antiseren

Zur Herstellung spezifischer Antiseren wurden Kaninchen mit dem entsprechenden Antigen
immunisiert. Die Immunisierungen und die Testungen der Antiseren wurden in Zusammenarbeit mir
der Firma Seramun Diagnostica GmbH durchgefiihrt. Zum einen wurden die Tiere mit MNV-S99 und
zum anderen mit den synthetisch hergestellten Peptiden immunisiert. Dabei wurden fiir die
Grundimmunisierung jew. 800 pl Antigen in PBS (enthdlt 1 mg MNV-S99 bzw. 0,8 mg Peptid-KLH)
mit 800 ul komplettem Freundschen Adjuvants gemischt und anschlieBend subcutan appliziert. Nach 4
Wochen folgten dann in 8-tidgigen Abstinden insgesamt 3 Boosterinjektionen. Fiir die Boosterinjektion
mit MNV-599 wurden jeweils 500, 250 und 100 pg in 800 ul PBS mit gleichem Volumen
inkomplettes Freundsches Adjuvants gemischt und appliziert. Die Boosterinjektionen mit Peptid-KLH
erfolgten mit jeweils 0,5 mg in 500 pl PBS + 500 pl inkompletten Freundschen Adjuvants. Aus einer
Ohrvene wurde den Tieren vor der Grundimmunisierung (Prdiimmunserum), 8 Tage nach der dritten
Boosterinjektion (Hyperimmunserum I) und nach weiteren 4 Wochen (Hyperimmunserum II) Blut

abgenommen. Die gewonnenen Antiseren wurden anschlieBend aliquotiert und bei -20°C gelagert.
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2.6.3 ELISA

Zur Uberpriifung der Immunantwort wurden Titrationen der Antiseren im Festphasen-ELISA
durchgefiihrt. Dabei wurden die Reaktivitdten der Antikérper gegeniiber MNV und auf verschiedene
NV-Kapsidproteine (Tabelle 6) getestet. Zunichst wurden Mikrotitrationsplatten mit hochbindenden
Oberflacheneigenschaften (Nunc Maxisorp) mit MNV-S99 bzw. den zu untersuchenden Proteinen
beschichtet. Dazu wurden die Virussuspension und die Proteine zunédchst in einem 0,1 M
Carbonatpuffer (pH 9,5) auf eine Konzentration von 10 pg / ml eingestellt. Die Adsorption erfolgte
iiber einen Zeitraum von 24 Std. bei 2-8 °C (100ul / well). Nach der Beschichtung wurde die Losung
aus den Platten abgesaugt, einmal mit destilliertem Wasser gewaschen und anschlieBend kréftig auf
Zellstoff ausgeschlagen, um Restfliissigkeit zu entfernen. Fiir die Titration der Seren wurden
Verdiinnungen (1:10° bis 1:10°) in einem Verdiinnungspuffer (HP-060, Seramun) angesetzt. Die
beschichteten Platten wurden mit 100 ul Verdiinnung / well fiir 60 Minuten bei 37°C inkubiert und
anschliefend 5mal mit Waschpuffer (HP-025, Seramun) gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation
mit dem Sekundirantikérper (Schaf-anti-Kaninchen-POD, Seramun) in einer Konzentration von
1,0 pg / ml (100 pl / well, 60 min, 37°C). Nach einem weiteren Waschschritt wurden 100 pl
Chromogen-Substratlosung (TMB-H,0,) / well pipettiert (SeramunBlau®fast) und fiir 5 Minuten
lichtgeschiitzt inkubiert. Durch Zugabe von 0,25 M H,SO4 wurde die Reaktion gestoppt und die
Extinktionen in einem Mikrotiterplattenphotometer bei einer Wellenlinge von 450 nm

(Referenzwellenlénge 620 nm) gemessen.

Tabelle 6: Bei den Festphasen-ELISAs verwendete NV-Kapsidproteine

Genogruppe Virusstamm Expressionssystem

GIL.1 Norwalk Champion™ pET Directional TOPO® Expression Kit
X Expression in E.coli BL21 (Invitrogen)

GlL4 Grimbsby neu

GIL.7 Leeds BaculoDirect™Baculovirus (Gateway, Invitrogen)

Expression in High Five™ Zellen (Invitrogen)
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2.6.4 Indirekte Immunfluoreszenz mit Aceton Fixierung

Anhand der indirekten Immunfluoreszenz MNV-infizierter Kulturzellen wurde die Reaktivitdt der
Peptid-Antiseren auf native Viren im Rahmen einer Infektion untersucht. Dazu wurden RAW 264.7-
Zellen mit einer MOI von 100 mit dem Isolat S99 infiziert (vgl. 2.4.1.) und iiber Nacht inkubiert.
Zunéchst wurden die Zellen mit 1 ml PBSo gewaschen, anschlieBend mit einem Aceton/Methanol
Gemisch (25:75) fiir mindestens 15 Minuten bei -20°C fixiert. Danach wurde die Fixierlosung entfernt
und die Zellen bei Raumtemperatur angetrocknet. Um unspezifische Bindungen zu minimieren
wurden die Zellen mit 1% BSA (g/v) in PBSo fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur blockiert. Diese
Blockierlosung wurde zudem fiir die Verdiinnungen der Antiseren verwendet. Zur eigentlichen
Antikorperbindung wurden die verdiinnten Peptidantikorper (1:100) auf die fixierten Zellen
aufgebracht und 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen dreimal
mit PBSo gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem entsprechenden Fluoreszenz-Farbstoff
gekoppelten sekundiren Antikorper (Tabelle 7) fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. In
einem Kontrollansatz erfolgte die alleinige Féarbung mit dem sekunddren Antikdrper, um
auszuschlieBen, dass dieser eine Kreuzreaktivitdt gegeniiber zelluldrer oder viraler Proteine hat. Nach
erneutem dreimaligen Waschen mit PBSo wurden die Zellen mit Vectashield® mit Dapi (Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) unter Deckgldsern eingebettet. Dapi ist ein Farbstoff, der
mit DNA interagiert und so eine Darstellung von Zellkernen ermdglicht. Nach einer Trockenzeit von
mindestens 6 Stunden erfolgte die Spezifizierung unter dem Mikroskop (Axiovert 200, Zeiss,
Gottingen, Deutschland) bei UV-Licht. Die Aufnahmen wurden mit einer digitalen Kamera gemacht

und mit dem Programm AxioVision 3.1.2.1 (Carl Zeiss Vision GmbH) bearbeitet.

Tabelle 7: Bei der Inmunfluoreszenz verwendeter sekundéirer Antikorper

Antikdrper (Verdiinnung) Ursprung Firma
anti-Kaninchen-IgG Ziege Sigma, St. Louis, MO, USA

(FITC-Konjugat; 1:50)

FITC: Fluorescein-5-Isothiocyanat
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2.6.5 Westernblot

Tabelle 8: Bei dem Westernblot verwendete Puffer und deren Zusammensetzung

2 x Probenpuffer 100 mM Tris-HCI pH 6,8; 4 % SDS; 20 % Glycerol; Bromphenolblau

Proteingel-Laufpuffer 25 mM Tris; 0,2 M Glycin; 10 % SDS

Semi-dry Blotpuffer 48 mM Tris; 39 mM Glycin; 1,3 mM SDS; 20 % Methanol

10 x TBS-T Puffer 100 mM Tris-HCI pH 8,0; 1,5 M NaCl; 0,5 % Tween20

Um die Kreuzreaktivititen der Peptidantikorper gegeniiber verschiedenen humanen und murinen
Kapsidproteinen zu iiberpriifen, wurden die Antiseren im Immunoblot getestet. Es wurden die
Reaktivititen der Seren gegen verschiedene rekombinant hergestellte Kapsidproteine (NV-GI.1, -GI.6,
-GII.4 und —GIL.7, Tab. 9) und gegen das Kapsidprotein von dem Isolat MNV-S99 getestet. Die
Proteine wurden gelelektrophoretisch auf einem 10 %igen SDS-Proteingel unter denaturierenden
Bedingungen aufgetrennt. Dazu wurden je 500 ng Protein mit gleichem Volumen Probenpuffer
gemischt, 5 min bei 95°C denaturiert und anschlieend auf ein 2schichtiges SDS-Proteingel (5%iges
Sammelgel, 10%iges Trenngel) aufgetragen. Als Molekulargewichtsstandard diente ein Gemisch aus
gefdrbten Proteinen definierter GroBe (BenchMark™ Prestained Protein Ladder, Invitrogen). Nach
dem Gellauf (25 mA / Gel; 1,5 h) wurden die Proteine mittels Elektrotransfer mit einer Peqlab-Blot-
Apparatur nach dem Semi-dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran (Protran Nitrocellulose
Transfer Membrane, Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) mit der Porengrof3e von 0,2 um {ibertragen.
Es wurde pro Membran mit 50 mA fiir 2 h mit Semi-dry-Puffer als Transfer-Fliissigkeit transferiert.
Zur Absittigung unspezifischer, freier Bindestellen wurde die Membran anschlieend iiber Nacht bei
4°C in Block-Losung (5 % Magermilchpulver in 1xTBS-T, g/v) inkubiert. Vor der Inkubation mit den
Antiseren wurde die Membran kurz in 1XTBS-T gewaschen. Um die Reaktivitdt der Antiseren zu
testen wurden diese 1:2000 in 1xTBS-T verdiinnt und die Membranen mit den Verdiinnungen fiir
mindestens 1 h bei RT inkubiert. Anschlieend wurden die Membranen mit 1xTBS-T fiir 30 min bei
mehrfachem  Pufferwechsel gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation mit dem
Meerrettichperoxidase-gekoppelten Sekundérantikdrper (anti-Kaninchen-IgG POD, Sigma), welcher
1:10000 in 1xTBS-T verdiinnt wurde, fir 30 min bei RT. Nach einem weiteren Waschschritt wurden
iiber die Meerrettichperoxidase vermittelte Chemolumineszenz mit einer Substrat-Losung (BM
Chemiluminescence Blotting Substrate, POD, Amersham) die jeweiligen Proteine detektiert. Dazu

erfolgte fiir variable Zeitrdume die Exposition gegen Rontgenfilme (Kodak BioMax MR Film).
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Tabelle 9: Bei den Immunoblots verwendete NV-Kapsidproteine

Genogruppe Virusstamm Expressionssystem
GI.1 Norwalk
X ; BaculoDirect™ Baculovirus (Gateway, Invitrogen)
GI.6 Mikkeli
Vektor: BaculoDirect c-Term linear DNA
GIL4 Grimbsby neu Expression in High Five™ Zellen (Invitrogen)
GIL.7 Leeds
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3  Ergebnisse

3.1 Nachweis akuter MNV-Infektionen

3.1.1 MINV-Privalenz

Das murine Norovirus ist ein enterales Pathogen, welches wihrend einer akuten Infektion vom Wirt
fakal ausgeschieden wird. Der diagnostische Ansatz war daher der eindeutige Nachweis des
infektiosen Agens in Kotproben von Labormiusen, um aktuell stattfindende Infektionen zu erkennen.
Fiir den Erregernachweis wurde zunéchst eine quantitative PCR etabliert, die zusétzlich zu dem
Befund eine Aussage iiber die Menge der ausgeschiedenen Viren im Rahmen einer Infektion
ermoglicht (viral load). Es wurden Proben in zwei Tierstillen in Berlin (Max Planck Institut fiir
Infektionsbiologie - MPI, Marienfelde sowie Robert Koch Institut - RKI, Wedding) gesammelt und
untersucht. Die Auswahl der Proben war dabei rein zufillig, da keines der Tiere Krankheitssymptome
oder ein pathologisches Verhalten zeigte. Ebenso waren die gesammelten Proben augenscheinlich
ohne Befund (d.h. keine Diarrhd, Blut oder Fremdkorper im Kot). Untersucht wurden insgesamt 82
Proben, welche von 29 verschiedenen Mauszuchtlinien stammten. Bei den Zuchten handelt es sich um
unterschiedliche knock-out, transgene und Wildtyp Mauslinien (Tabelle 10). Die Maiuse werden
gruppenweise (1-10 Tiere) in Isolationskdfigen gehalten und regelméfBige Untersuchungen der Tiere,
hinsichtlich bekannter bakterieller und viraler Mauspathogene sowie verschiedenen Pilzen, zertifiziert
die Zuchten als Keimfrei. Zudem wird das Trinkwasser, Futter und Einstreu autoklaviert bzw. gamma-

sterilisiert.

Zunichst wurde von den Kotproben eine 10%ige Suspension hergestellt und anschlielend die festen
Bestandteile der Suspension durch Zentrifugation abgetrennt. Aus 140 ul der wéssrigen Phase wurde
die virale RNA prépariert, welche dann mittels der real-time PCR detektiert und quantifiziert wurde.
Aufgrund der Verwendung spezialisierter Enzyme konnten dabei die Reverse-Transkription und die
anschliefende PCR in einem Ansatz durchgefiihrt werden (single-tube). Bei der PCR wurde ein 92 bp
langes Fragment aus dem konservierten Bereich des ORF2 amplifiziert (Lokalisation nt 5579 — 5671,
bezogen auf MNV-1, Genbank-Nr. AY228235). Aufgrund der Quantifizierung der Amplifikate kann
eine Aussage iiber den viral load der Proben gemacht werden Die Zuordnung der Proben zu den
entsprechenden Mauszuchtlinien und die Ergebnisse der real-time PCR sind in Tabelle 10

zusammengefasst.
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Tabelle 10: Probenliste mit Beschreibung der Mauszuchtlinien und den Ergebnissen aus der

real-time PCR

Proben- Nr. Mauslinie real-time PCR
(Genotyp) +n  viral load
GE / ml
Max Planck S1-S4 IFNa/p-R™ 4/4 6,6 x 10°
Institut (MPI) S5-89, S33, S34 IFNy-RI™” 5/7 2,4x 107
S10, S11 Myd 887 212 6,8 x 10°
S12, S13 B-TCR™ 0/2
S14, 815,835,836  RAG1™” 4/4 2,6 x 10°
S16 —S20 RAG2/y Kette™ 0/5
S21 —S24 TLR-2" 0/4
S25 - S28 TLR-4" 3/4 2,2x 10’
S29 —S32 TLR 2/4™ 4/4 1,2x 10
S37, S38 CD1 wt 2/2 1,7x 10°
S62, S63 129 Casp™ 1/2 1,7x 10
S64, S65 nis/iap™" 212 1,5x 10°
S66, S67 B6 Casp™” 0/2
S101, S102 C57B6/6J-Tyr wt 1/2 1,2x 10°
S104 — S109 SCID 3/6 1,2x 10*

31/52
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Proben- Nr. Mauslinie real-time PCR
(Genotyp) +/n viral load
GE / ml
Robert Koch S71,S72,S81,S82  BI6 wt 0/4
Institut (RKI) S73, S74 Galectin 37 2/2 2,1 x 10°
S75, 876 CD36™ 22 59x 10
S77,S78 SRA™ 2/2 1,7x 107
S79, S80 CD36/SRA™ 0/2
S83, S84 CCL3™ 0/2
S85, S86 LFA™ 0/2
S87, S88 LyZ" 0/2
S89, S90 GFAP-BLC tg 2/2 7,4 x 10°
S91, S92 CAST tg 1/2 2,8x 107
S93, S94 ITAC (A)" 212 4,7x 10
95, S96 PSEN tg 0/2
S97, S98 ITAC (B)" 1/2 59x10°
$99, S100 YFPH tg 212 9,2x 10’

14/30

Angegeben sind die Probenbezeichnung (S), die Zuordnung zu der entsprechenden Mauslinie

und die Anzahl der Proben mit positiven Befund innerhalb dieser Zuchtlinie (+/n). Zusitzlich ist

der viral load der Proben angegeben (Genomiquivalente GE / ml). Wurden mehrere Proben

innerhalb einer Zuchtlinie positiv getestet ist der viral load als Mittelwert angegeben.
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Insgesamt wurden 45 der 82 Proben positiv auf MNV getestet, was ca. 55% entspricht. Dabei sind aus
dem MPI 31 von 52 (59,6%) und aus dem RKI 14 von 30 (46,7%) Proben positiv. Abbildung 6 stellt
die diagnostischen Befunde graphisch als Tortendiagramm dar. Deutlich ist zu erkennen, dass in
beiden Tierstillen in etwa die Hélfte der Proben positiv bzw. negativ getestet wurden. Die positiven
Proben stammten aus 19 der 29 getesteten Zuchtlinien (65,5%), wobei die Privalenz innerhalb der
Mauslinien durchschnittlich bei etwa 84% lag. Die Quantifizierung der Proben ergab zudem einen

durchschnittlichen viral load von 5 x 10" Genomeinheiten pro Milliliter (GE / ml).

MPI
negativ

RKI
positiv

RKI
negativ

MPI
positiv

Abbildung 6: Graphische Darstellung der Verteilung positiv bzw. negativ getesteter Proben
im Max Planck- (blau) und Robert Koch-Institut (griin). In dem Diagramm wird die Grof3e der
jeweiligen Gruppe (Kriterium: Institut, pos./neg.) im Verhiltnis zu allen getesteten Proben
dargestellt. Anzahl der getesteten Proben: MPI n=52, RKI n=30 In beiden Instituten sind in etwa
die Hilfte der jeweiligen Proben positiv auf MNV mittels real-time PCR getestet worden
(dunkel). Auch das Verhiltnis der positiv zu den negativ getesteten Proben insgesamt ist

vergleichbar.
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3.1.2 Morphologische Charakterisierung

Nachdem in den Proben anhand der real-time PCR virale Sequenzen nachgewiesen worden sind, sollte
iiberpriift werden, ob aus den Proben ebenfalls intakte Viruspartikel isoliert und dargestellt werden
kénnen und inwiefern diese morphologisch dem Referenzvirus MNV-1 entsprechen. Dazu wurden
zwei Proben (S36, Probe einer RAG1”-Maus und M21, Kot von einer isolierten IFNy-RI”-Maus)
mittels Dichtezentrifugation charakterisiert und zusétzlich elektronenmikroskopisch untersucht.
Zunichst wurde von den Kotproben eine Suspension hergestellt und durch Zentrifugation die feste
Phase abgetrennt. Um die Viruspartikel aufzureinigen und zu pelletieren, wurde mit der wéssrigen
Phase eine 30 %ige Saccharoselosung iiberschichtet und anschlieBend ultrazentrifugiert. Die
Viruspartikel wurden resuspendiert und auf eine CsCl-Losung gegeben. Durch die anschlieende
Ultrazentrifugation bildet sich innerhalb der CsCI-Losung ein Dichtegradient, in dem die Viruspartikel
sedimentieren bis sie sich in einem Bereich des Gradienten ansammeln, der ihrer eigenen Dichte
entspricht. Die Dichte eines Viruspartikels ist eine konstante Grofle, anhand derer, neben anderen
Merkmalen, eine familidre Zuordnung bzw. Eingruppierung mdglich ist. Um die Dichte der Viren zu
bestimmen wurde der Gradient, von oben nach unten, fraktioniert und anschliefend die Dichte der
Fraktionen mit einem Refraktometer bestimmt. Parallel dazu wurde die virale RNA aus den einzelnen
Fraktionen isoliert und anhand der real-time PCR quantifiziert. Die Gradienten wurden in jeweils 15
Fraktionen a 400 pl abgenommen. Die Bestimmung der Dichte der Fraktionen zeigt, dass die CsClI-
Losung einen linearen Gradienten im Bereich von ca. 1,15 bis 1,38 g/cm’ gebildet hat (Abbildung 7).
Die Quantifizierung der viralen RNA innerhalb der Fraktionen verdeutlicht fiir beide Gradienten eine
Ansammlung der Viruspartikel in den Fraktionen 11 und 12. Demnach haben die Viruspartikel eine
Dichte von 1,33 + 0,02 g/cm’. Diese Ergebnisse entsprechen der Bestimmung der Dichte von MNV-1,
da diese mit 1,36 + 0,04 g/cm’ angegeben wurde (Karst, 2003).
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Abbildung 7: CsCl-Gradienten der Proben S36 (a) und M21 (b). Die Viruspartikel wurden
aufgereinigt und durch Ultrazentrifugation in einem CsCl-Dichtegradienten sedimentiert. Der
Gradient wurde fraktioniert und die Dichte der Einzelfraktionen bestimmt. Zudem wurde die
virale RNA innerhalb der Fraktionen quantifiziert. In den Diagrammen ist die Kopienanzahl
der viralen RNA im Verhiltniss zu der Dichte der Fraktionen dargestellt. In beiden Gradienten

haben sich die Viruspartikel den Frationen 11 und 12 angesammelt, was einer Dichte von 1,33 +

0,02 g/cm’ entspricht.



Ergebnisse 51

Neben der Dichte der Viruspartikel ist die Morphologie der Kapside ein familientypisches
Charakteristikum. MNV wird in die Familie der Caliciviridae eingeordnet. Typisch fiir alle Vertreter
dieser Familie sind ikosaedrische Partikel mit einer Grofle von 27 — 34 nm, die eine kelchdhnliche
Struktur auf der Partikeloberfliche aufweisen. Die Beschaffenheit der Kapside ldsst sich nach
Negativkontrastierung im Elektronenmikroskop gut visualisieren. Exemplarisch sind hier die
Ergebnisse der morphologischen Untersuchungen der Probe M21 dargestellt. Die
Negativkontrastierung erfolgte dabei zum einen mit der wissrigen Phase einer Kotsuspension und zum
anderen mit der Fraktion 11 der Dichtezentrifugation (vgl. Abbildung 7). Nach der Adsorption der

Viruspartikel an die Grids erfolgte die Kontrastierung mit Uranylacetat. AnschlieBend wurden die

Proben mit einem Transmissionselektronenmikroskop untersucht (Abbildung 8).

Abbildung 8: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der Probe M21. Anhand von
Negativkontrastierung mit Uranylacetat konnen Viruspartikel aus einer Kotsuspension (a+b)
sowie aus einer Fraktion eines CsCl-Gradienten (c+d) dargestellt werden. Die Partikel haben
eine durchschnittliche Gréfle von ca. 30 nm und zeigen die charakteristischen kelchiihnlichen

Strukturen auf ihrer Oberfliche.
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Bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung der Kotsuspension konnten regelmifige runde
Partikel dargestellt werden (Abbildung 8a), die gleichméBig auf dem Grid verteilt sind und eine
durchschnittliche Grofle von 30 nm aufweisen. Bei stirkerer VergroBerung sind die kelchdhnlichen
Strukturen auf der Kapsidoberfliche deutlich zu erkennen (Abbildung 8b). Bei der Untersuchung der
Fraktion 11 des CsCl-Gradienten konnten ebenfalls charakteristische Viruspartikel nachgewiesen

werden (Abbildung 8c+d).

3.1.3 Genetische Diversitat muriner Noroviren

Die morphologischen Untersuchungen der Proben zeigen, dass darin enthaltene Viruspartikel dem
2003 entdeckten MNV-1 entsprechen. Um genaue Aussagen hinsichtlich der verwandtschaftlichen
Beziehungen der Virusstimme zueinander und zu den bisher charakterisierten murinen Noroviren
MNV1-4 treffen zu konnen sind phylogenetische Analysen notwendig. Fiir eine ausfiihrliche Analyse
sollte daher aus ausgewdhlten Proben das virale Genom isoliert und sequenziert werden.
Totalsequenzen wurden von den Viren aus den Proben M21, S36 und S99 erstellt. Hierzu wurde
zunéchst die virale RNA prépariert und anschlieBend mittels Reverser Transkription das ss(+)RNA-
Genom in die komplementére einzelstrangige cDNA umgeschrieben. Anhand dieser Matrize konnten
zwei, sich Uberlappende Genomfragmente mittels PCR amplifiziert und anschlieBend in einen
prokaryonten Vektor kloniert werden. Fiir die PCR wurde eine Polymerase mit proof-reading Funktion
verwendet, um Sequenzunterschiede aufgrund der enzymatischen Prozessierung zu vermeiden.
Aufgrund der Klonierung der Genomfragmente fiir die anschlieBende Sequenzierung, konnte
sichergestellt werden, dass die jeweiligen Sequenzen von einem einzelnen PCR-Produkt stammten.
Die Sequenzen wurden mit Hilfe des Programm BioEdit phylogenetisch analysiert. Dabei wurden die
Sequenzen untereinander und mit den Referenzsequenzen verglichen und anhand der Kimura's 2-
Parameter Methode die evolutionédren Distanzen der Sequenzen kalkuliert. Als Referenzen dienten die
Sequenzen der Stimme MNV1-4 (Karst, 2003; Hsu, 2006). Um die ermittelten Distanzen graphisch
darstellen zu konnen wurde ein Stammbaum mithilfe der Neighbor-Joining Methode erstellt
(Abbildung 9). Zudem sind die prozentualen Identititen der Sequenzen zueinander in Tabelle 11

angegeben. Die Sequenzen der Virusstimme wurden in der Genbank publiziert (siche Anhang 6.4).
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Abbildung 9: Stammbaum der MNV-Genomsequenzen. Dargestellt sind die
verwandtschaftlichen Beziehungen der Totalsequenzen der zu charakterisierenden Stimme S36,
M21 und S99 (rot) zu den Referenzsequenzen MNV-1 (Genbank-Nr. AY228235), MNV-2
(DQ223041), MNV-3 (DQ223042) und MNV-4 (DQ223043). Die Zahlen an den
Verzweigungspunkten geben die Ergebnisse der Bootstrap Analyse (1000 Replikate) wieder. Die

Linge der Aste ist ein MaB fiir die evolutionire Distanz der Viren.

Tabelle 11: Prozentuale Nukleotididentititen der viralen Genome

M21 (%) S36 (%) S99 (%)
MNV-1 87,1 87,3 87,0
MNV-2 89,6 90,0 90,4
MNYV-3 90,7 91,0 91,2
MNV-4 89,8 90,0 91,6
M21 100 94,1 89,9
S36 94,1 100 90,1
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Die phylogenetische Analyse der Totalsequenzen zeigt, dass die Viren nicht nur morphologisch,
sondern auch molekulargenetisch, den murinen Noroviren zugeordnet werden konnen. Die
genetischen Distanzen der Stimme M21, S36 und S99 zu den Referenzsequenzen MNV1-4 liegen in
einem Bereich von 87 bis ca. 92 % Sequenzidentitit (Tabelle 11). Die Virusstimme M21 und S36 sind
etwas ndher miteinander verwandt (94,1 %), was eventuell auf ihr gemeinsame geographische
Herkunft (MPI) zuriickzufiihren ist. S99 dagegen bildet einen eigenstindigen Ast im Stammbaum und
auch die Sequenzidentititen verdeutlichen die Autonomie dieses Isolates. Die Bootstrap Analysen
ergeben fiir alle Verzweigungspunkte einen Wert von iiber 70 %, was als Signifikant erachtet wird und

somit alle Verzweigungen als gesichert betrachtet werden kdnnen.

Um die Sequenzunterschiede detaillierter untersuchen zu konnen, wurden SimPlot-Analysen der
Totalsequenzen durchgefiihrt. Diese Analyse ermoglicht eine genaue Darstellung der genetischen
Distanzen der Sequenzen im Bezug zu der entsprechenden Position innerhalb des Genoms. Dabei
konnen variable, bzw. konservierte Bereiche lokalisiert und dargestellt werden. Abbildung 10 stellt die
Distanzen der Sequenzen von MNV-1, M21 und S99 im Vergleich zu S36 dar. Diese Darstellung
verdeutlicht, dass die Diversititen der Sequenzen nicht {iber das ganze Genom gleichméBig verteilt
sind. Besonders auffillig ist der Bereich, in dem ORF1 und ORF2 aufeinander treffen, da es dort kaum
Sequenzunterschiede zwischen den Genomen gibt. Diese so genannte junction-Region ist demnach
sehr konserviert. Der konservierte Bereich setzt sich auch im 5'-Bereich von ORF2 fort. Im Gegensatz
dazu, zeichnen sich die Sequenzen im weiteren Verlauf von ORF2 durch sehr hohe Diversititen (bis zu

33%) aus, es handelt sich hier um eine sehr variable Doméne.



Ergebnisse 55

0,5
: MNV-1
0,45 - e M21
: — S99
04 -
035 -
< 03 -
X
Z] -
5025 -
2 ;
@ 0,2 -
0,15 -
0,1 4
0,05 -
0,0
0 1.000 2.000 3.000 4.000 5.000 6.000 7.000
Nterm NTPase | p18|VPg Pro Pol :
ORF1 ORF2 ORF3

Abbildung 10: SimPlot-Analyse des murinen Norovirus S36. Dargestellt werden die
Sequenzunterschiede zu den Stimmen MNV-1, M21 und S99 als relative Diversitiit im Bezug zu
der Position innerhalb des Genoms. Zur Orientierung ist eine schematische Darstellung der
Genomorganisation angegeben. Wiihrend der Ubergangsbereich von ORF1 zu ORF2 stark
konserviert ist, zeigen sich im 3'-Bereich des OFR2 sehr hohe Diversitiiten. Die vertikalen Linien
im Bereich der Polymerase (Pol) und des ORF2 geben die Lokalisationen der Primer fiir die

subgenomische Klassifizierung der MNV-Stimme an.

Anhand von SimPlot-Analysen und der Sequenzalignments der Totalsequenzen wurden zwei
subgenomische Bereiche bestimmt, welche einerseits die Diversititen der Genome charakterisieren
und andererseits von relativ konservierten Sequenzen flankiert werden. Aufgrund dieser Bereiche
sollten verschiedene Virusstimme, welche zuvor mittels der real-time PCR detektiert wurden,
klassifiziert werden. Mit Hilfe von Primern, welche die flankierenden Bereiche der subgenomischen
Regionen binden, wurden die entsprechenden Genomfragmente durch nested PCRs amplifiziert und
die PCR-Produkte anschlieBend sequenziert. In Abbildung 10 werden die Lokalisationen der Primer
durch vertikale Linien dargestellt. Bei den Genomfragmenten handelt es sich zum einen um ein
Teilstlick der RNA-Polymerase (ORF1; 312 bp) und zum anderen um ein Ausschnitt der
Kapsidsequenz (ORF2; 667 bp). Die Sequenzen wurden, zusammen mit den korrespondierenden
Bereichen der Stimme M21, S36 und S99 und der Referenzsequenzen (MNV1-4), phylogenetisch

analysiert. Anhand der ermittelten genetischen Distanzen wurden zwei Stammbdume erstellt, welche
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die verwandtschaftlichen Beziehungen der Virusstimme, bezogen auf die subgenomischen Bereiche,
visualisieren (Abbildung 11). Um die Stammb&ume miteinander vergleichen zu koénnen, wurde
zundchst der Begriff ,,genetisches Cluster” definiert. Als solches bezeichnet man eine minimale
Klassifizierungseinheit fiir Virusstimme, die sich reproduzierbar auf einem Ast im Stammbaum
gruppieren, welcher von anderen Asten deutlich unterschieden werden kann (Ando, 2000). Sequenzen,
bzw. Virusstimme innerhalb eines Clusters zeichnen sich durch geringe genetische Distanzen aus und
stehen daher in engen verwandtschaftlichen Verhéltnissen zueinander. In Abbildung 11 werden die
genetischen Cluster durch gestrichelte Linien hervorgehoben. In beiden Stammb#&umen gruppieren
sich die Viren in jeweils vier Cluster, welche sich von den Referenzsequenzen MNV1-4 separieren.
Die Virusstimme innerhalb der Cluster im Stammbaum fiir ORF1 haben genetische Distanzen von 0 —
0,0766 und im ORF2-Stammbaum von 0 — 0,0494. Die Bootstrap-Analysen verdeutlichen, dass diese

Clustereinteilungen reproduzierbar sind und daher als signifikant erachtet werden kdnnen.

Fiir die meisten Virusstimme wird die Clustereinteilung innerhalb des ORF1 im ORF2 reflektiert. Im
Gegensatz dazu gruppieren sich die Viren S25, S27 und S28 in verschiedene Cluster ein. Wahrend sie
im ORF1 anscheinend eng mit S36 verwandt sind, clustern sie im ORF2 mit M21. Auch die
Referenzsequenz MNV-4 ordnet sich unterschiedlich in den Stammbidumen ein. Im ORF1-

Stammbaum bildet sie einen eigenstindigen Ast, im ORF2 dagegen clustert sie mit S99.
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Abbildung 11: Phylogenetische Analyse der Teilsequenzen aus ORF1 (RNA-Polymerase, 312
bp) und ORF2 (VP1, 667 bp). Die korrespondierenden Sequenzen der Referenzstimme MNV1-4
und der Stimme M21, S36 und S99 sind angegeben. Die Virusstimme bilden in beiden
Stammbiumen jew. vier Cluster, die sich von den Referenzstimmen deutlich separieren. Die
Clustereinteilung wird durch gestrichelte Linien hervorgehoben. Mit wenigen Ausnahmen (rot)

ordnen sich die Viren in beiden Stammbidumen in identische Cluster ein.
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3.2 Nachweis homologer Rekombination bei murinen

Noroviren

3.2.1 In-vivo-Rekombinationsereignisse

Im Rahmen einer Koinfektion des Wirts mit zwei Subtypen einer Virusfamilie kann es zu einer
Neusortierung der genetischen Informationen der Virusstimme kommen. Bei der homologen
Rekombination, ein Phdnomen, welches fiir humane Noroviren bereits beschrieben wurde, findet dabei
ein Austausch von Genomregionen statt. Dieser Austausch kommt dadurch zustande, dass die RNA-
abhingige RNA-Polymerase wéhrend der Transkription im Bereich von homologen
Sequenzabschnitten von einem Elternstrang zum anderen wechselt, um dort mit der Synthese des
Virusgenoms fortzufahren. Die folgende Virusgeneration enthilt somit Genomabschnitte von beiden
Elternstringen. Demnach kann die unterschiedliche phylogenetische Zuordnung von
Genomfragmenten eines Virusstammes, wie sie in Abbildung 11 dargestellt wurde, ein Hinweis auf
intertypische Rekombination sein. Im Folgenden sollte demzufolge untersucht werden, ob es sich bei
den entsprechenden Viren (S28 bzw. MNV-4) um Rekombinanten handelt. Um diese Hypothese zu
iiberpriifen wurden SimPlot-Analysen dieser Viren durchgefiihrt. Dazu wurde ein groBeres
Genomfragment, welches idealerweise die bereits zuvor getestete Teilfragmente enthélt, amplifiziert
und nach Insertion in einen prokaryonten Vektor sequenziert. Das Amplifikat hatte eine Lénge von
2410 bp und beeinhaltet das 3'-Ende von ORF1 und den 5'-Bereich vom ORF2. Mittels der SimPlot-
Software wurden diese Sequenzen anschlieBend mit den putativen Elternstréngen verglichen und
analysiert. Aufgrund der unterschiedlichen Gruppierung des Stammes S28 in Abbildung 11 wurde die
Sequenz bei der SimPlot-Analyse mit M21 und S36 verglichen (Abbildung 12a). Das 3'-Ende des
untersuchten Genomfragmentes von S28, welches der RNA-Polymerase-Region im ORF1 entspricht,
hat hohe Similaritdten zu der Referenzsequenz S36 (ca. 98%). Dagegen zeigt die Sequenz in diesem
Bereich deutlich weniger Homologien zu M21. In der konservierten junction-Region nihern sich dann
alle drei Sequenzen phylogenetisch aneinander an, weitergehend werden die Similaritdten dann in 5'-
Richtung wieder geringer. Im Gegensatz zu den Sequenzen im ORF1, weist das Virus S28 im ORF2
jetzt hohere Similaritdten zu M21 als zu S36 auf. Die verwandtschaftlichen Beziehungen der Stimme

zueinander haben sich im ORF2 umgekehrt.
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Abbildung 12: SimPlot-Analysen der Rekombinanten S28 und MNV-4. Dargestellt werden
die relativen Similarititen der Nukleotidsequenzen der Stimme S28 (a) und MNV-4 (b) zu den
putativen Elternstringen. Wihrend S28 im Bereich von ORF1 hdohere Similarititen zu S36
aufweist, ist die Homologie im ORF2 zu M21 grofier. MNV-4 zeigt im ORF1 keine néhere
verwandtschaftliche Beziehung zu den Referenzen M21 und S99. Demgegeniiber sind die
relativen Similarititen im ORF2 und ORF3 zu S99 deutlich hoher, was auf eine gemeinsame

evolutionire Herkunft in diesem Genombereich hinweist.
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Abbildung 12b zeigt die SimPlot-Analyse der putativen Rekombinante MNV-4. Es werden die
relativen Similaritdten von MNV-4 zu den Stimmen M21 und S99 dargestellt. Da von allen Viren die
Totalsequenzen vorlagen, konnten hier die Similaritdten der gesamten Genome miteinander verglichen
werden. Dargestellt ist das 3'-Ende von ORF1, sowie ORF2 und ORF3. Wie schon im Stammbaum des
ORF1-Sequenzabschnittes ~ dargestellt (Abbildung 11), =zeigt MNV-4 innerhalb dieses
Genomabschnittes nur geringe verwandtschaftliche Beziehungen zu den Stimmen M21 und S99. Die
Similaritdten sind gering und entsprechen in etwa den Distanzen der Totalsequenzen (vgl. Tabelle 11).
Betrachtet man hingegen den Genombereich 3' von der konservierten junction-Region, ist ein enges
verwandtschaftliches Verhédltniss von MNV-4 zu S99 zu erkennen (relative Similéritdten >93%). Die
Ergebnisse der SimPlot-Analysen bekréftigen die Hypothese, dass es sich bei den Virusstimmen S28

und MNV-4 um intertypische Rekombinanten handelt.

3.2.2 In-vitro-Rekombination

Zu einer intertypischen Rekombination zweier Virusgenome kann es nur dann kommen, wenn beide
Genome sich in rdumlicher Nihe zueinender befinden. Dieses ermdglicht der RNA-abhéngigen RNA-
Polymerase wihrend der Transkription von einem Genom zum anderen zu wechseln und so die
genetische Information zweier Elterstrdnge zu einem neuen, hybriden Virusstamm zu vermischen.
Grundvoraussetzung fiir die Rekombination ist demnach die zeitgleiche Infektion einer Wirtszelle mit
genetisch differenten Viren. Da das murine Norovirus in vitro kultiviert werden kann, sollte mit
diesem Experiment die eben beschriebene Situation simuliert werden, um intertypische
Rekombinationsereignisse untersuchen zu konnen. Zunichst wurden die genetisch differenten MNV-
Stimme M21 und S99 auf RAW 264.7 Zellen angeziichtet. Dazu wurden Kotsuspensionen der
entsprechenden Proben hergestellt und die wéssrige Phase nach Zentrifugation sterilfiltriert. Mit
Verdiinnungen dieser Suspensionen wurden RAW 264.7-Zellen (ca. 50 — 80% konfluent) infiziert.
Nach Auftreten eines cpe bzw. der vollstindigen Lyse der Zellen (nach ca. 48 h) wurden die Viren

geerntet und die Titer der Virussuspensionen bestimmt.

Die anschliefende Kokultivierung der Isolate wurde in 6-well Platten durchgefiihrt, dabei diente je ein
well der Kultivierung der Elternviren (P-Generation) und in 3 wells wurden Kokultivierungen der
beiden Stdmme durchgefiihrt (ABC, F1-Generation). Fiir die Kokultivierungen wurden definierte
Verdiinnungen der Virusstocks (M21: 100xIDso; S99: 10xIDsy) gemischt und auf die Zellen gegeben.
Nach 1 stiindiger Infektion wurden die Virussuspensionen entnommen, frisches Anzuchtmedium auf
die Zellen gegeben und die Platten fiir 24 h im Brutschrank inkubiert. Durch dreimaliges Einfrieren

und Auftauen wurden die Zellen lysiert und die darin entstandene virale RNA prépariert.
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Mittels hyperspezifischer PCRs wurden die viralen Genome selektiv amplifiziert und charakterisiert.
Zunidchst wurden die Genome in einzelstringige cDNA umgeschrieben. Dabei wurde ein Primer
verwendet, welcher am poly-A-Schwanz der (+)RNA bindet und daher die unspezifische Synthese der
cDNAs, ohne eine Selektion bestimmter Typen, ermdglicht. Mit der gewonnenen cDNA wurden
anschliefend parallel vier PCRs durchgefiihrt. Dabei amplifiziet PCR 1 Virusgenome, die
ausschlieBlich M21 entsprechen, analog dazu ist PCR 2 spezifisch fiir den Elternstrang S99. PCR 3
und PCR 4 dagegen amplifizieren spezifisch die intertypischen Rekombinanten. So ergibt PCR 3 nur
dann ein Produkt, wenn ORF1 dem Elternstrang M21 entspricht und mit S99 (ORF2) rekombiniert
hat. PCR 4 erkennt das umgekehrte Rekombinationsereigniss, ORF1 von S99 hat mit dem ORF2 von
M21 rekombiniert. Die Auswertung der hyperspezifischen PCRs erfolgt mittels Gelelektrophorese,
wobei die Reaktionansétze parallel aufgetragen werden und so miteinander verglichen werden konnen
(Abbildung 13).
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Abbildung 13: Gelelektrophoretische Analyse der hyperspezifischen PCRs zur

Charakterisierung von Rekombinationsereignissen in vitro. Die Spezifitit der PCRs 1 — 4 ist
schematisch dargestellt, darunter befinden sich die Ergebnisse der PCRs nach separater
Kultivierung der Elternstringe (P-Generation, M21 und S99), bzw. der Kokultivierungen (F1-
Generation, Ansitze A, B, C). PCR 1 und PCR 2 amplifizieren spezifisch die Isolate M21 und
S99 in der P- und der F1-Generation. Die rekombinationsspezifischen PCRs 3 und 4 bilden in

den Ansitzen der F1-Generation Produkte, nicht aber in der P-Generation.

In der P-Generation wurden die Elternviren separat kultiviert und konnen dementsprechend mit den

Reaktionsansidtzen PCR 1 (M21, 1356 bp) und PCR 2 (S99, 1786 bp) amplifiziert werden. In PCR 3
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und PCR 4 werden keine Produkte gebildet, wodurch die Spezifitit der PCRs bestitigt wird. Auch die
Kontrollamplifikation, bei der die RNAs der Elternviren gemischt wurden liefern keine Produkte
(MIX), was eine artifizielle Bildung von rekombinanten Amplifikaten durch die PCR ausschliesst.
Dagegen konnen nach 24 stiindiger Kokultivierung der Viren (F1-Generation) zusétzlich zu den
Elternviren auch Rekombinanten nachgewiesen werden. Es haben beide untersuchten
Rekombinationsereignisse stattgefunden. Sowohl PCR 3 (1618 bp), als auch PCR 4 (1524 bp)
amplifizieren spezifisch in allen drei Ansdtzen der Kokultivierung (A, B, C) rekombinante

Virusgenome.

Um zu bestétigen, dass es sich bei den PCR-Produkten der F1-Generation tatsiachlich um Amplifikate
von Rekombinanten handelt, wurden SimPlot-Analysen der Sequenzen durchgefiihrt. Dazu wurden die
PCR-Produkte der PCR-Reaktionen 3 und 4 aus dem Elektrophoresegel ausgeschnitten, die DNA
extrahiert und anschlieBend in einen prokaryonten Vektor inseriert (TA-Klonierung). Nach
Transformation in kompetenten Bakterien (TOP10; E.coli) wurde die Plasmid-DNA vermehrt und
nach Extraktion sequenziert. In Abbildung 14 sind Beispiele der SimPlot-Analysen der In-vitro-
Rekombinanten dargestellt. Abbildung 14a zeigt die Analyse eines PCR-Produktes aus der PCR 3. Die
SimPlot-Analyse bestitigt die Rekombination des ORF1 von M21 mit dem ORF2 von S99. Analog
dazu bestitigt die Analyse der Sequenz des Produktes der PCR 4 das umgekehrte
Rekombinationsereigniss (Abbildung 14b). Anders als erwartet hat die Rekombination aber nicht in
der junction-Region, also im Ubergang von ORF1 zu ORF2 stattgefunden. Betrachtet man die
Sequenzalignments und SimPlot-Analysen genauer, ldsst sich ein homologer Bereich innerhalb des

ORF?2 charakterisieren. In diesem Bereich hat die Rekombination stattgefunden.
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Abbildung 14: SimPlot-Analysen der In-vitro-Rekombinanten. Nach Kokultivierung der
Isolate M21 und S99 findet in den infizierten Zellen Rekombination statt. Die Rekombinanten
wurden selektiv amplifiziert und sequenziert. (a) SimPlot-Analyse einer Rekombinante, deren
Genom im 5' Bereich MNV-M21 entspricht, dagegen im ORF2 dem Stamm S99 zugeordnet
werden kann. (b) Die genetischen Distanzen dieser Analyse verdeutlichen das umgekehrte
Rekombinationsereigniss. ORF1 des hybriden Genoms entspricht S99, ORF2 dagegen M21.
Innerhalb von ORF2 befindet sich ein homologer Sequenzbereich, in dem die In-vitro-

Rekombination stattgefunden hat.
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3.3 In-vitro-Charakterisierung genetisch differenter MNVs

Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die Virusstimme zwar morphologisch nicht
unterscheidbar sind, demgegeniiber aber gewisse genetische Diversititen aufweisen. In den folgenden
Experimenten sollte daher untersucht werden, inwiefern diese Stimme auch funktional unterschieden
werden konnen. Zu diesem Zwecke sollte die Pathogenese der Isolate M21, S99 und des Referenzvirus
MNV-1, welches freundlicherweise von Herbert W. Virgin und Christiane Wobus (Washington

University, USA) zur Verfiigung gestellt wurde, in vitro miteinander verglichen werden.

3.3.1 MNV-Stamme konnen anhand ihrer Kinetiken unterschieden

werden

Als ein mogliches Unterscheidungskriterium der Virusstimme wurde ihr Replikationverhalten in vitro
untersucht. Dazu wurden die Wachstumskinetiken einzelner Isolate bestimmt. Zundchst wurden
Virusstocks der Viren MNV-1, S99 und M21 durch Anzucht auf RAW 264.7-Zellen hergestellt.
Anschlielend wurde mittels Titration die Konzentration der Stocks bestimmt. Um eine vergleichbare
Ausgangskonzentration der Virusisolate einsetzen zu konnen, wurden die Virusstocks, der Titration
entsprechend, auf die letzte positive Verdiinnungsstufe eingestellt (MOI = 1). Mit diesen
Virusverdiinnungen wurden dann RAW 264.7-Zellen infiziert und anschlieBend im Brutschrank
inkubiert. Zu verschiedenen Zeitpunkten (1, 6, 12, 18, 24, 30 und 36h) wurden die Zellen lysiert und
die Konzentrationen der Virusgenome mittels real-time PCR quantifiziert. Abbildung 15 stellt die
Ergebnisse dieses Experimentes graphisch dar. Angegeben ist die Konzentration der Genomeinheiten
(Kopien / ml) in Abhéngigkeit von der Inkubationszeit. In den ersten 12 h zeigen die
Wachstumskinetiken der drei Isolate identische Verldufe. Wahrend zu den Zeitpunkten 1 und 6 h keine
Genomeinheiten nachweisbar sind, konnen nach 12 h Inkubationszeit in den Anséitzen vergleichbare
Virusmengen detektiert werden. Im weiteren Verlauf unterscheiden sich die Wachstumskurven in den
Virusmengen, die von den verschiedenen Isolaten repliziert werden. Wéhrend die Konzentrationen des
Referenzvirus MNV-1 und des Isolat S99 nach 36 h > 10° Kopien / ml erreichen, ist die
Replikationseffizienz des Isolates M21 mit einer Endkonzentration von ca. 10* Kopien / ml um den

Faktor 10 geringer.
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Abbildung 15: Wachstumskinetiken der Virusstimme MNV-1, S99 und M21. RAW 264.7-
Zellen wurden mit liquivalenten Viruskonzentrationen der Isolate infiziert (MOI = 1). Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Viruskonzentrationen der Infektionsansiitze mittels real-
time PCR quantifiziert. Der zeitliche Verlauf der Virusreplikation ist fiir die untersuchten Isolate
vergleichbar. Das Erreichen unterschiedlicher Endkonzentrationen nach 36h deutet aber auf

unterschiedliche Replikationseffizienzen der Virusisolate hin.

3.3.2 Interferon-beta—Sensitivitit

In vivo und in vitro Untersuchungen des Referenzvirus MNV-1 haben gezeigt, dass die Replikation des
Virus durch Faktoren des angeborenen Immunsystems beeinflusst wird (Wobus, 2004). Als Bestandteil
des primdren Immunsystems reagieren Zellen, die von einem Virus infiziert wurden, mit der
Produktion und Ausschiittung der Typ-I-Interferone IFNa und IFN. Durch entsprechende Rezeptoren
(IFNo/B-R) auf der Zelloberflache wird daraufthin ein antiviraler Status der infizierten (autokrin) und
der benachbarten (exokrin) Zellen induziert. Im Rahmen dieses Status wird unter anderem die
Translationsfahigkeit der Zellen reduziert, wodurch die Produktion von Virusproteinen gestoppt oder
ganz verhindert wird. In den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, inwiefern die
unterschiedlichen Replikationseffizienzen der Virusisolate in vitro eventuell auf unterschiedliche
Sensitivitdten gegeniiber Typ-I-Interferon zuriickzufiihren sind. Um diese Hypothese zu untersuchen,
wurden RAW 264.7-Zellen zunidchst mit den Virusisolaten M21, S99 bzw. MNV-1 infiziert. Die
anschliefende Inkubation erfolgte dann in Anwesenheit verschiedener Konzentrationen von INFf (1,
10 bzw. 25 U/ml Anzuchtmedium). Nach unterschiedlichen Inkubationszeiten (1, 6, 12, 18, 24, 30 und
36h) wurden die infizierten Zellen lysiert und die Viruskonzentrationen der Ansétze mittels real-time
PCR quantifiziert. In Abbildung 16 werden die unterschiedlichen Sensitivititen der Isolate gegeniiber
IFNP graphisch dargestellt. Zum Vergleich sind die Wachstumskinetiken der Virusisolate, in
Abwesenheit von IFNf, angegeben.
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Abbildung 16: Wachstumskinetiken der Stimme M21 (a), S99 (b) und des Referenzvirus

MNV-1 (c¢) in Abhiingigkeit verschiedener IFNB-Konzentrationen. Wihrend die Zugabe von

1U IFNB/ml die Replikation der Viren kaum beeinflufit, werden die Wachstumskinetiken durch

die Zugabe hoherer Konzentrationen IFNB (10 bzw. 25 U/ml) flacher. Es werden deutlich

geringere Endkonzentrationen erreicht, wodurch die IFNB-Sensitivitit der Viren bestitigt wird.

Bei dem Isolat S99 wird die Replikation durch IFNB zudem zeitlich verzogert.
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Durch Zugabe von 1U IFNB / ml in das Anzuchtmedium haben sich die Wachstumskinetiken der
Viren, im Vergleich zu denen in den Kontrollansétzen, nicht signifikant verdndert. Dagegen bewirkt
die Zugabe hoherer Konzentrationen IFNB (10 und 25 U / ml) eine deutliche Abflachung der
Wachstumskurven. Die Beeintrichtigung der Virusreplikation durch IFN fiihrt zu einer Reduktion der
Endpunkttiter nach 36h, welche bei allen drei Isolaten um den Faktor 100 geringer sind, als in den
Kontrollansétzen. Das Isolat S99 zeigt nicht nur eine deutliche Reduktion der finalen Virustiter, zudem
ist die Replikation auch zeitlich verzogert (Abb. 16b). In Anwesenheit der hoheren Konzentrationen
IFNP sind Virusgenome erst 18h nach der Infektion quantifizierbar. In den Kontrollen konnte schon

nach 12h Virusreplikation nachgewiesen werden.
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3.4 Nachweis persistierender Virusinfektionen

Die Kotproben, welche eingangs auf das Vorhandensein von MNV getestet wurden, stammten aus
Kifigen, in denen bis zu 10 Méuse untergebracht waren. Die Viruspridvalenzen kdnnen demzufolge
nicht einzelnen Tieren zugeordnet werden. Um die Infektion der Tiere genauer untersuchen zu kdnnen
wurden daher, aus einem Kéfig mit positivem Befund, Miuse herausgenommen und einzeln gesetzt.
Zur weiteren Untersuchung wurden vier IFNy-RI"-Miuse isoliert. Einen Tag nach der Isolation der
Maiuse wurden Kotproben aus den Kéfigen entnommen und anhand von real-time PCR das
Vorhandensein von MNV-RNA iiberpriift. Nachdem die Prévalenz bei allen vier Mausen bestitigt
wurde, erfolgte eine genetische Charakterisierung der ausgeschiedenen Viren. Dazu wurden zwei
subgenomische Bereiche mittels nested-PCR amplifiziert und anschlieBend sequenziert (vgl. 3.1.3).
Die Viren konnten dem Cluster um das Virus M21 zugeordnet werden (vgl. Abb.11). Uber einen
Beobachtungszeitraum von insgesamt 110 Tagen wurden regelméBig Kotproben der Tiere gesammelt
und die Virusausscheidung quantifiziert (Abbildung 17). Wahrend dieser Zeit wurde das Virus
kontinuierlich von den Maéusen ausgeschieden, was als eine persistierende Infektion der Tiere
angesehen werden kann. Die viral loads der Proben waren iiber den gesamten Beobachtungszeitraum

vergleichbar (Durchschnittlich ca. 10" Kopien / ml).
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Abbildung 17: MNV-M21 persistiert in natiirlich infizierten IFNy-RI”-Miusen. Am Tag 0
wurden die Miuse (n=4) voneinander getrennt und in separaten Kifigen untergebracht. In
regelmiifBigen Abstinden wurden Kotproben aus den Kéfigen entnommen und mittels real-time
PCR der viral load der Proben gemessen. Virussauscheidung konnte wihrend des gesamten

Beobachtungszeitraums (110 Tage) nachgewiesen werden.
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In der vorhergehenden Untersuchung konnte gezeigt werden, dass MNV-M21 in natiirlich infizierten
IFNy-RI”"-Miusen iiber einen lingeren Zeitraum persistiert. Aufgrund des Genotyps der Miuse kann
aber keine Aussage dariiber gemacht werden, ob die Persistenz der Pathogenese des Virus entspricht,
oder die Immundefizienz des Wirtes ursichlich fiir die andauernde Infektion ist. Um diesen Aspekt der
Persistenz zu untersuchen, wurden Wildtyp-Méuse (B16) mit MNV-M21 infiziert. Nachdem die Méuse
(n = 4) MNV-frei diagnostiziert wurden, erfolgte die Infektion der Mause durch orale Applikation von
jew. 200 pl eines Zellkulturiiberstandes mit einer 100 fachen MOI des Isolates M21. Der
Infektionsverlauf wurde durch regelmiBige Quantifizierung der Virusausscheidung charakterisiert
(Abbildung 18). Bereits 2 bzw. 3 (n=1) Tage nach oraler Gabe konnte die Ausscheidung des Virus im
Kot der Miuse nachgewiesen werden. Wie auch schon bei den IFNy-RI"-Miusen wurde das Virus
wiahrend des gesamten Beobachtungszeitraums (73 Tage) von den Wildtyp-Mausen ausgeschieden.

Die Inokulation der Mause mit dem Isolat M21 induziert eine persistierende Infektion.
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Abbildung 18: M21-Virus persistiert in Wildtyp-Miusen (Bl6) nach oral induzierter
Infektion. Am Tag 0 wurden die Méuse (n = 4) per os mit dem Isolat M21 (MOI = 100) infiziert.
Durch regelmiflige Untersuchungen von Kotproben mittels real-time PCR wurde der
Infektionsverlauf charakterisiert. Die Ausscheidung des Virus konnte 2-3 Tage post infectionem

(p.i.) erstmals detektiert werden und blieb iiber den gesamten Beobachtungszeitraum konstant.
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Mogliche Ursache einer Viruspersistenz kann die mangelnde Ausbildung spezifischer Antikorper sein,
weswegen das Immunsystem den Erreger nicht eliminieren kann. Im Folgenden sollte daher
untersucht werden, inwiefern es zu einer protektiven, humoralen Immunantwort im Rahmen der
persistenten Infektion von Wildtyp-Méausen mit M21 gekommen ist. Dazu wurde den Méausen, vor der
Inokulation und 21 Tage nach der Infektion, Serum entnommen und die Bildung spezifischer
Antikorper mittels Neutralisationstest nachgewiesen. Die Seren wurden zunidchst 1:30 in PBSo
verdiinnt und anschlieend sterilfiltriert. Es wurden Verdiinnungsreihen der Seren mit Anzuchtmedium
hergestellt und nach Zugabe einer definierten Menge MNV fiir 3h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend
wurden die Ansitze auf RAW264.7-Zellen gegeben und fiir ca. 63h im Brutschrank inkubiert. Bei der
mikroskopischen Auswertung wurde jene Serumverdiinnung bestimmt, bis zu der kein cpe oder die
komplette Lyse der Zellen nachweisbar war. Abbildung 19 stellt die Ergebnisse des
Neutralisationstests graphisch dar. Wéhrend in keinem der Seren, welche vor der Infektion entnommen
wurden (prd), Antikorper nachgewiesen werden konnten, haben alle vier Wildtyp-Méause (BI-1V) 21
Tage nach Infektion mit MNV-M21 (post) neutralisierende Antikorper gebildet.
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Abbildung 19: Neutralisationstest. 21d p.i. konnen in den Seren der infizierten Wildtyp-
Miuse (BI — BIV) neutralisierende Antikorper nachgewiesen werden (post). In den
Kontrollseren, die vor der oralen Applikation mit MNV-M21 entnommen wurden (pri) sind
keine neutralisierenden Antikorper vorhanden. Dargestellt wird der Mittelwert (n=3) der

Endpunkttitration indirekt, als reziproke Titerstufe.
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3.5 Antigendrift

Viren haben unterschiedliche Strategien entwickelt dem angeborenen oder dem adaptiven Imunsystem
zu entgehen. Die Mechanismen, welche es einem Virus ermoglichen persistierende Infektionen
auszuldsen, sind dabei sehr vielfiltig. Durch fortwihrende Anderungen der antigenen Eigenschaften
(Antigendrift) konnen Viren zum Beispiel die humorale Immunabwehr unterlaufen, da gebildete
protektive Antikorper nicht mehr in der Lage sind den Erreger zu erkennen. Da MNV-M21 ungeachtet
der Bildung neutralisierender Antikorper in der Lage ist eine persistierende Infektion auszuldsen,
sollte die Antigendrift des Virus untersucht werden. Alignments und SimPlot-Analysen der
Totalsequenzen verschiedener MNV-Stdmme hatten zuvor gezeigt, dass sich innerhalb vom ORF2 ein
hypervariabler Bereich befindet (vgl. Abb. 10), weswegen dieser Genombereich analysiert wurde.
Zudem kodiert ORF2 fiir das Kapsidprotein VP1, welches Doménen enthélt, die auf der Oberfliche
der Viruspartikel lokalisiert sind. Demzufolge verfiigt dieses Protein iiber entsprechende antigene
Eigenschaften. Um zu untersuchen, ob die Viren im Rahmen einer persistierenden Infektion ihre
antigenen Eigenschaften im ORF2 verdndern, wurden aus Kotproben der experimentell infizierten
Mause, entnommen am Tag 3 und Tag 73, die virale RNA prépariert und mittels nested PCR der ORF2
amplifiziert. Nach dem Klonieren der PCR-Produkte in einen prokaryonten Vektor wurden jeweils 5
Klone sequenziert. AnschlieBend wurden die Nukleotidsequenzen in die kodierten Proteinsequenzen
iibersetzt und phylogenetisch untersucht. Abbildung 20 zeigt einen Stammbaum, der die
verwandtschaftlichen Beziehungen der ORF2-Proteinsequenzen darstellt. Vergleicht man die AS-
Sequenzen der Viren aus einer Maus zu einem bestimmten Zeitpunkt miteinander, so stehen diese in
einem engen verwandtschaftlichen Verhidltnis zueinander. Dagegen konnen die ORF2-
Proteinsequenzen, welche zu unterschiedlichen Zeitpunkten der Infektion bestimmt wurden,
phylogenetisch voneinander unterschieden werden. Insbesondere bei den Méusen BI und BII ist
deutlich zu erkennen, dass die genetischen Distanzen der Viren wihrend der Persitenz immer grofer

zu MNV-M21 werden.
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Abbildung 20: Phylogenetische Analyse der AS-Sequenzen von ORF2. Zu unterschiedlichen
Zeitpunkten einer persistierenden Infektion (1= 3 Tage p.i., 2 = 73 Tage p.i.) wurde virale RNA
aus Kotproben der Miiuse (BI-III) isoliert und die Proteinsequenzen von ORF2 ermittelt. Viren,
die zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion einer Maus sequenziert wurden, gruppieren sich
auf unterschiedlichen Asten des Stammbaums. Dies spricht fiir eine evolutionire Entwicklung

des Virus im Rahmen der Persistenz.

Demgegeniiber wurde die genetische Stabilitdt des murinen Norovirus, ohne den Einfluss des
humoralen Immunsystems, Uberpriift. Dazu wurde das Isolat M21 in vitro passagiert. Der
Kulturiiberstand infizierter RAW 264.7-Zellen wurde verwendet, um naive Zellen zu infizieren. Nach
48 stiindiger Inkubation wurde die néchste Passage geerntet um damit wiederum neue Zellen zu

infizieren. Dieser Vorgang wurde 14mal wiederholt. Aus den Passagen 5 und 15 wurden die virale
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RNA isoliert und, wie schon zuvor beschrieben, die Proteinsequenzen des ORF2 ermittelt. Abbildung
21 zeigt die Ergebnisse der phylogenetischen Analyse der passagierten Viren. Wéhrend die Viren der
Passage 5 (M21-P5) sich phylogenetisch unterscheiden, finden sich in Passage 15 (M21-P15) nunmehr
Viren, welche eng miteinander verwandt sind und sich auf einem Ast des Stammbaums gruppieren.
Anscheinend kommt es zu einer klonalen Selektion eines einzelnen Virustyps durch die Passagierung

in vitro. Die Sequenz konnte bereits in der Passage 5 des Isolates nachgewiesen werden.
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Abbildung 21: Phylogenetische Analyse der ORF2-Proteinsequenzen von in vitro
passagiertem MNV-M21. Wihrend die Viren aus Passage 5 (M21-P5, blau) genetisch different
sind, grupppieren sich die Isolate aus Passage P15 (M21-P15, griin) auf einem Ast des

Stammbaums. Es kommt zu einer klonalen Selektion eines bestimmten Virustyps.

Im Folgenden sollte untersucht werden, in welchem Bereich von ORF2 sich die Proteinsequenzen der

persistierenden Viren voneinander unterscheiden, aufgrund derer die unterschiedliche phylogenetische
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Zuordnung in Abbildung 20 zustande kommt. Dazu wurden, zusitzlich zu den Sequenzen der Viren
aus den Wildtyp-Miusen, auch die ORF2 Sequenzen der persistent infizierten IFNy-RI"-Miuse zu
unterschiedlichen Zeitpunkten (Tag 1 und Tag 110) ermittelt. Insgesamt wurden 70 Proteinsequenzen
miteinander verglichen und anschlieBend die Entropie der ORF2-Proteinsequenz bestimmt. Die
Entropie ist ein Mal} fiir die Stabilitdt der Sequenz. Daraus ergeben sich Hinweise auf Bereiche
innerhalb von ORF2, welche stirkeren evolutiondren Anpassungen unterliegen und somit fiir die
Antigendrift verantwortlich sind. Abbildung 22 stellt die Entropie der ORF2-Proteinsequenz von
MNV-M21 dar. Es ist deutlich zu erkennen, dass die Proteinsequenz im N-terminalen Bereich von
ORF2 sehr stabil ist, d.h. hier finden nur wenige Verdnderungen statt. Dagegen unterliegt der C-
Terminus starker genetischer Entwicklung. Vergleicht man die Entropie der AS-Sequenz mit der
strukturellen Organisation des VP1-Proteins, so wird deutlich, dass insbesondere die P2-Doméne hohe

Entropiewerte aufweist. Das bedeutet, dass vor allem die Virusoberfldche einer Antigendrift unterliegt.
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Abbildung 22: Darstellung der Entropie der ORF2-Proteinsequenz von MNV-M21 im
Rahmen persistierender Infektionen. Wihrend der N-Terminus nur geringe Entropiewerte
aufweist und demzufolge recht stabil ist unterliegt der C-Terminus starker evolutioniirer
Verinderung. Zur Orientierung ist ein Schema der Unterteilung des VP1-Proteins in die
strukturellen Doméinen angegeben. (Modifiziert nach Katpally, 2008) Besonders die Sequenz der

P2-Domiine unterliegt starken Verinderungen.
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3.6 Herstellung und Testung kreuzreaktiver Peptidantikorper

Phylogenetische Analysen bestdtigen, dass die murinen Noroviren in einem engen
verwandtschaftlichen Verhéltnis zu den humanen Noroviren stehen. Diese nahe Verwandtschaft wird
unter anderem durch eine identische Genomorganisation der Viren unterstrichen. Ebenso ist die
Organisation der Doménen innerhalb von ORF2, welcher fiir das Strukturprotein VP1 kodiert,
vergleichbar. Ein Ziel der folgenden Arbeiten war die Herstellung von kreuzreaktiven Antikorpern,

anhand derer die antigenen Eigenschaften von Noroviren untersucht werden kdnnen.

3.6.1 Charakterisierung einer konservierten Peptidsequenz im ORF2

Zunichst wurden die ORF2-Aminosiuresequenzen verschiedener Noroviren aus unterschiedlichen
Genogruppen miteinander verglichen. Neben den murinen Noroviren lag dabei der Fokus auf
epidemiologisch relevanten Vertretern der humanen Noroviren, GII.4 und GII.7, da diese aktuell in der
Bevolkerung zirkulieren (Abbildung 1). Interessanterweise konnte ausgerechnet innerhalb der
ansonsten hypervariablen P2-Doméne ein Sequenzbereich identifiziert werden, welcher recht gut

zwischen allen Genogruppen konserviert ist (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Anhand von AS-Alignments der Kapsidproteine einiger Noroviren aus
unterschiedlichen Genogruppen kann ein konservierter Sequenzabschnitt identifiziert werden.
Die schematische Darstellung der Organisation des NV-VP1-Proteins verdeutlicht die
Lokalisation des konservierten Bereichs innerhalb der hypervariablen P2-Domiine. Fiir die
Herstellung spezifischer Antikorper wurden Peptide synthetisiert, welche humane (P-NV) bzw.

murine (P-MNV1, P-MNV2) Kapsidsequenzen enthalten.

Im Folgenden sollten die antigenen Eigenschaften dieses Kapsidbereiches untersucht werden. Dazu
wurden Peptide synthetisiert, welche die AS-Sequenzen des konservierten Bereichs der humanen
Noroviren (P-NV), bzw. die der murinen Noroviren (P-MNV1 und P-MNV2) darstellen. In Abbildung
23 sind die Peptide schematisch dargestellt. Fiir die Generierung spezifischer Antikorper wurden
Kaninchen mit den synthetisierten Peptiden immunisiert. Dabei wurde den Kaninchen das jeweilige
Antigen, vermischt mit Freundschen Adjuvants, subcutan appliziert und nach mehreren
Boosterinjektionen die Hyperimmunseren gewonnen. Als Kontrollantigen wurde das kultivierte und

aufgereinigte Isolat MNV-S99 fiir die Immunisierung verwendet.

3.6.2 Titration der Antiseren im MNV-ELISA

Um die Reaktivitit der Hyperimmunseren zu untersuchen, wurden diese zundchst in einem
Festphasen-ELISA titriert. Als Antigen diente dabei das Isolat MNV-S99, welches an die feste Phase
von Mikrotiterplatten gebunden wurde. Nach Verdiinnung der Seren in mehreren Stufen wurden diese
auf das Antigen gegeben. AnschlieBend wurden gebundene Antikorper mittels eines Peroxidase-
gekoppelten Sekundérantikorpers detektiert. Dieser Antikorper erkennt spezifisch das Fc-Fragment der
Primérantikorper aus den Antiseren. Mittels einer enzymatischen Farbreaktion kann diese Bindung
quantifiziert werden. Die Auswertung des ELISA erfolgt photometrisch, wobei die optische Dichte der
Ansitze gemessen wird, welche in indirektem Verhéltnis zu der spezifischen Antikorperkonzentration
in den Antiseren steht. Die Ergebnisse der ELISAs sind in Tabelle 12 zusammengefasst. Die
Hyperimmunseren zeigen eine sehr gute Reaktivitit gegeniiber dem, an die Titerplatten gebundenen,
Isolat MNV-S99. Die OD-Werte der Peptidantiseren sind vergleichbar mit denen des Kontrollserums
a-MNV-599, welches durch Immunisierung der Kaninchen mit dem Isolat S99 generiert wurde.
Sowohl die Titrationsreihen der Antiseren gegen die murinen Noroviruspeptide (o-P-MNV1, o-P-
MNV?2) als auch die des Antiserums gegen das humane Noroviruspeptid (a-P-NV) zeigen hohe

Konzentrationen spezifischer Antikorper an.

Tabelle 12: Ergebnisse der Titration der Antiseren im MNV-ELISA.
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Titerstufe o-MNV-S99 o-P-MNV1 o-P-MNV?2 a-P-NV
1: 1000 >3,0 >3,0 >3,0 >3,0
1: 2000 >3,0 >3,0 >3,0 >3,0
1: 4000 >3,0 >3,0 >3,0 >3,0
1: 8000 >3,0 >3,0 >3,0 >3,0
1: 16.000 >3,0 2,393 >3,0 >3,0
1: 32.000 2,873 1,702 2,915 >3,0
1: 64.000 2,779 0,948 2,035 2,802
1: 128.000 2,416 0,531 1,288 2,518
1: 256.000 1,998 0,271 0,742 2,047
1: 512.000 1,393 0,153 0,405 1,437
1: 1.024.000 0,835 0,079 0,203 0,819
Leerwert 0.015 0,017 0,015 0,027

Getestet wurden die Reaktivitiiten der Peptidantiseren (a-P-MNV1, o-P-MNV2 und a-P-NV)
und des Kontrollantiserums (a-MNV-S99) gegeniiber insolubilisiertem MNV-S99. Angegeben

sind die OD-Werte, gemessen bei 450 nm gegen die Referenzwellenléinge (620 nm).

3.6.3 Peptidantiseren detektieren MNV-S99 in infizierten Zellen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Antiseren eine sehr hohe Reaktivitéit gegeniiber gebundenen
MNV-S99 aufweisen, sollte untersucht werden, inwiefern die darin enthaltenen Peptidantikorper mit
nativen MNV-Proteinen, wie sie wihrend einer Infektion in der Zelle gebildet werden, interagieren
konnen. RAW 264.7-Zellen wurden mit MNV-S99 (MOI = 100) infiziert und fiir 24 h im Brutschrank
inkubiert. Fir die indirekte Immunfluoreszenz wurden die Zellen zunichst fixiert, anschlieBend
erfolgte die Inkubation mit einer 1:100 Verdiinnung der Peptidantiseren a-P-NV, a-P-MNV1 bzw. a-P-
MNV2. Mittels eines Fluorochrom-gekoppelten Sekundérantikorpers, welcher die Peptidantikorper
erkennt, kann deren Bindung an die Virusproteine nachgewiesen und im Fluoreszenzmikroskop
dargestellt werden (Abbildung 24). Die Auswertung der indirekten Immunfluoreszenz bestétigt, dass
die Peptidantikdrper in der Lage sind spezifisch an Virusproteine in infizierten Zellen zu binden.

Parallel zu dem MNV-ELISA kann auch in diesem Experiment die intergenotypische Kreuzreaktivitit
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des Peptidantikorpers, welcher gegen das humane Noroviruskapsid gebildet wurde (a-P-NV), gezeigt

werden. In beiden Testsystemen bindet er spezifisch an das MNV-Kapsidprotein.

uninfiziert MNV-S99

o-Kaninchen
FITC

o-P-NV

MNV-S99 MNV-S99

w-P-MNV1 a-P-MNV2

Abbildung 24: Visualisierung der Antikérperbindung mittels indirekter Immunfluoreszenz.
Die Peptidantikorper a-P-NV, o-P-MNV1 und o-P-MNV2 binden spezifisch Virusproteine in
MNV-S99 infizierten RAW 264.7-Zellen. Die Bindung wurde mit einem FITC-gekoppelten
Sekundirantikorper detektiert (griin). Die Zellkerne wurden mit Dapi angefirbt (blau). Zur
Kontrolle wurden uninfizierte Zellen mit dem Sekundir-AK gefirbt, um unspezifische Bindung

des AKs an Zell- oder Virusproteine ausschliefen zu konnen.

3.6.4 Peptidantiseren im Neutralisationstest

Durch die Bindung von Immunglobulinen kénnen Proteine in ihrer Funktion beeintrachtigt werden.
Aufgrund der Anheftung der spezifischen Antikdrper an die Virusoberfliche kann zum Beispiel die
Interaktion mit dem Rezeptor verhindert und somit eine Infektion unterbunden werden. Durch einen
Neutralisationstest konnen protektive Antikorper, welche in der Lage sind eine Infektion zu
verhindern, in Seren von immunisierten Kaninchen nachgewiesen werden. Um die Antiseren auf das
Vorhandensein von neutralisierenden Antikdrper zu testen, wurden diese zunéchst in mehreren Stufen
verdiinnt und mit einer definierten Viruskonzentration (MNV-S99-P16; 1:10% inkubiert. Nach
erfolgter Antigen-Antikorper-Reaktion wurden RAW 264.7-Zellen zu den Ansitzen gegeben, um die
verbliebene Infektiositdt der Viren zu iiberpriifen. Die Auswertung des Neutralisationstestes erfolgte

mikroskopisch anhand des Auftretens eines cytopathogenen Effektes bei erfolgter Infektion. Wird
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aufgrund von neutralisierenden Antikorpern die Infektion verhindert bleiben die Zellen intakt. Die
Serumverdiinnungen dienten der Bestimmung der Antikorpertiter (Endpunkttitration). In Abbildung 25
sind die Ergebnisse der Neutralisationstests in einem S#ulendiagramm zusammengefasst. Die
Konzentration der neutralisierenden Antikérper in den Peptidseren wird indirekt anhand der
reziproken Titerstufe der Endpunktbestimmung dargestellt. Zur Kontrolle wurden Neutralisationstests
mit den Seren der Kaninchen durchgefiihrt, die vor Durchfiihrung der Immunisierung entnommen
wurden (Prdiimmunserum). Wéhrend sich die Antiseren der Kaninchen, immunisiert mit dem Peptid P-
NV und P-MNVI1, hinsichtlich der neutralisierenden Eigenschaften kaum von den Prdimmunseren
unterscheiden, finden sich in den Hyperimmunseren a-P-MNV2 deutlich erhdhte Konzentrationen
protektiver Antikorper. Die Reaktivititen dieser Hyperimmunseren sind vergleichbar mit den
neutralisierenden Eigenschaften der Seren jenes Kaninchens, welches mit dem Isolat MNV-S99

immunisiert wurde.
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Abbildung 25: Nachweis neutralisierender Antikérper in den Peptidantiseren. Kaninchen
wurden mit den synthetisch hergestellten Peptiden P-NV, P-MNV1 und P-MNV2 bzw. dem
Isolat MNV-S99 immunisiert. Vor (Priimmunserum) und nach Immunisierung
(Hyperimmunserum I und II) wurde mittels Neutralisationstest die Konzentration protektiver
Antikérper in den Seren bestimmt (n=3). In den Hyperimmunseren o-P-MNV2 und a-MNV-S99
ist die Konzentration neutralisierender Antikérper im Vergleich zu den Praiimmunseren deutlich

erhoht.
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3.6.5 Kreuzreaktivitiat der Antikorper gegeniiber verschiedenen

Norovirus Genogruppen

Da die Antikorper gegen Peptide generiert wurden, die einen intertypisch konservierten Bereich
innerhalb von Norovirus-Kapsidproteinen darstellen, sollte in den folgenden Experimenten die

Kreuzreaktivitdten der Peptidantikorper tiberpriift werden.

Zunichst wurden die Antiseren im Westernblot eingesetzt, um die Reaktivititen der Peptidantikérper
gegeniiber denaturierten und linearisierten Kapsidproteinen zu testen. Dazu wurden rekombinant
hergestellte Kapsidproteine der Genogruppen GI, GII, und als Kontrolle die Proteine des Isolats MNV-
S99, unter denaturierenden Bedingungen in einem PAA-Proteingel aufgetrennt und anschlieBend
mittels Elektrotransfer auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen. Die Membranen wurden mit einer
Verdiinnung der Antiseren inkubiert, um die Peptidantikorper mit den Proteinen interagieren zu lassen.
Der Nachweis der Antikorperbindung erfolgte anhand eines Peroxidase-gekoppelten
Sekundirantikérpers. Durch Zugabe eines entsprechenden Substrates kommt es dann zu einer
Chemolumineszenz, die durch Belichtung eines Rontgenfilmes sichtbar gemacht werden kann. Somit
stellt sich die Antikorperbindung als Schwérzung auf dem Film dar (Abbildung 26). Wéhrend die
Westernblots die spezifische Bindung der Peptidantikoérper an das VP1 Protein von MNV bestétigen
(vgl. Tab. 12), unterscheiden sich die Antiseren in den Reaktivititen gegeniiber den unterschiedlichen
Kapsidproteinen von humanen Noroviren. Der Peptidantikdrper a-P-NV bindet an die Kapsidproteine
der Genogruppe GII (GII.4 und GIL.7), aber nicht an die der Genogruppe GI (GI.1 und GI.6). Im
Gegensatz dazu reagiert der Antikorper a-P-MNV1 sehr gut mit den Proteinen der Genogruppe GI,
aber nur schwach mit Genogruppe GII. Der Antikérper o-P-MNV2 hingegen bindet, mit
vergleichbarer Intensitit, an alle getesteten Kapsidproteine und hat demzufolge sehr gute

kreuzreaktive Eigenschaften.
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GIL.7
MNV

GI.1
Gl.6
GIlL.4

a-P-NV

— 64 kDa
o-P-MNV1 — 64 kDa
o-P-MNV2 — 64 kDa

Abbildung 26: Westernblot zur Darstellung kreuzreaktiver Peptidantikorper. Rekombinant
hergestellte Norovirus-Kapsidproteine der Genotypen GI.1, G1.6, GIL.4 und GIL.7 wurden in
einem Proteingel aufgetrennt und nach Transfer auf eine Nitrocellulosemembran mittels der
Antiseren detektiert. Wihrend sich die Antikérper a-P-NV und o-P-MNV1 in der Reaktivitit
gegenilber der Genogruppen GI und GII unterscheiden, zeigt o-P-MNV2 eine gute
Kreuzreaktivitit. Zur Kontrolle wurden die Reaktivititen der Peptidantikérper gegen das

MNV-Kapsidprotein bestitigt.

Des Weiteren wurden die Kreuzreaktivititen der Antiseren im Festphasen-ELISA getestet.
Rekombinant hergestellte Kapsidproteine wurden an die feste Phase der Mikrotiterplatten gebunden
und anschlieBend durch Titration der Antiseren detektiert. Die Auswertung der ELISAs erfolgt, wie in
3.6.2 beschrieben, photometrisch anhand einer antikdrperabhingigen Farbreaktion. In Abbildung 27
sind die Titrationskurven der Antiseren graphisch dargestellt. Zum Vergleich sind die Titrationskurven
der Peptidantikorper gegen insolubilisiertes MNV-S99 (vgl. Tab. 12) angegeben (Abb. 27a). Wie auch
schon im Immunoblot zeigt a-P-NV eine deutliche Reaktivitit gegeniiber dem GII.7 Kapsidprotein,
wohingegen GI.1 nur schwach gebunden wird. Die Titrationskurven von a-P-MNV1 ergeben sehr gute
Reaktivitidten gegeniiber den Kapsidproteinen GI.1 und GII.4 im ELISA, was im Gegensatz zu den
Ergebnissen des Westernblot steht, da dort die Bindung an GII.4 deutlich reduziert war. Die schwache
Reaktivitdt von a-P-MNV1 gegen GII.7 wird in beiden Experimenten bestdtigt. Die Titrationskurven
von o-P-MNV2 zeigen ebenfalls Diskrepanzen bezogen auf die Bindungseffizienzen in den
unterschiedlichen Experimenten. Wihrend die Bindung des Peptidantikérpers an GI.1 und GIIL.4
bestitigt wird, ist die Reaktivitit von a-P-MNV2 gegen GII.7 im ELISA deutlich reduziert.
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Demgegeniiber konnten im Westernblot keine quantitativen Unterschiede bei der Bindung an die

unterschiedlichen Antigene festgestellt werden.
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Abbildung 27: Nachweis kreuzreaktiver Peptidantikorper im Festphasen-ELISA. Fiir die

Titration der Antiseren wurden rekombinant hergestellte Kapsidproteine der NV Genotypen

GI.1 (b), GII.4 (c) und GIL7 (d) and die feste Phase gebunden. Zum Vergleich ist die Titration

der Seren gegen insolubilisiertes MNV-S99 (a) angegeben. Dargestellt sind die Titrationskurven

der Antiseren a-P-NV (blau), a-P-MNV1 (rot) und a-P-MNV2 (gelb).
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4 Diskussion

Priivalenz genetisch differenter muriner Noroviren

Nach der Entdeckung und erstmaligen Beschreibung eines Norovirus, welches M4iuse infiziert,
wurden mehr als 12000 Labormduse in den USA und Kanada untersucht. Mittels dieser
Seroprivalenzstudie ist gezeigt worden, dass MNV eines der am haufigsten vorkommenden murinen
Pathogene ist. In 22,1% der untersuchten Seren wurden Antikérper gegen MNV-1 gefunden (Hsu,
2005). Basierend auf diesen Hintergrundinformationen wurde im Rahmen dieser Arbeit die Privalenz
von MNV in Laborméusen in Berlin untersucht. Mittels real-time PCR konnte das Virus in 55% der 82
untersuchten Kotproben nachgewiesen werden. Auffallig ist die unerwartet hohe Pravalenz von MNV
in den Tieren, im Vergleich zu den Daten aus Nordamerika. Die Verwendung unterschiedlicher
diagnostischer Methoden konnte urséchlich fiir diese deutlichen Unterschiede sein. Wiahrend in dieser
Arbeit ein direkter Erregernachweis durchgefiihrt wurde, erfolgte der Nachweis einer Infektion in der
Vergleichsstudie indirekt anhand von spezifischen Antikdrpern in den Seren der Labormiuse. Es
besteht die Mdglichkeit, dass nicht alle infizierten Méuse Antikorper gegen MNV ausbilden oder die
Seren zu einem Zeitpunkt der Infektion entnommen wurden, an dem es noch zu keiner messbaren
humoralen Immunantwort gekommen ist. Eine zeitabhidngige Reduktion der Antikorpertiter nach einer
Infektion oder mangelnde Kreuzreaktivititen (unterschiedliche Serotypen) konnten ebenfalls eine
Rolle spielen. Vergleichbare Untersuchungen beziiglich der humoralen Immunantwort bei humanen
Noroviren zeigen, dass gebildete protektive Antikorper virusspezifisch sind und der Schutz vor

Neuinfektionen zudem zeitlich begrenzt ist (Matsui, 2000; Parrino, 1977).

Uberraschend ist die Hohe der MNV-Privalenz in Labormiusen, die ansonsten unter keimfreien
Bedingungen gehalten werden. Das Potential, persistierende Infektionen zu induzieren (Hsu, 2006,
eigene Beobachtungen), die hohe Umweltresistenz der Viren (Cannon, 2006) und die fakal-orale
Transmissionsroute (Wobus, 2006) konnen zu dieser hohen Prévalenz beigetragen haben. Zudem
konnten bei keiner der infizierten Méuse Krankheitssymptome festgestellt werden, was in Einklang
mit der Beschreibung weiterer MNV-Stimme (MNV2-4) steht (Hsu, 2006) und auBBerdem zu einer

unbemerkten Verbreiterung des Virus beigetragen haben konnte.

Im Gegensatz dazu zeigten RAG2”/Stat]”- Miuse, die mit MNV-1 infiziert waren, einen letalen
Krankheitsverlauf assoziiert mit Meningitis, zerebraler Vaskulitis, Hepatitis und Pneumonie (Karst,
2003; Ward 2006). Die Frage, inwiefern die Ausprigung der Immundefizienz oder aber
unterschiedliche Pathogenitéiten der Virusstimme urséchlich fiir die Ausbildung einer letalen Infektion
sind, lésst sich zu diesem Zeitpunkt nicht eindeutig beantworten. Einerseits zeigten Wildtyp-Mause
nach Inokulation mit MNV-1 keine Krankheitssymptome, andererseits verdeutlichten molekulare
Charakterisierungen, dass dieses Virus genetisch different zu den Stimmen MNV2-4 und den hier

untersuchten neuen Stdmmen ist. In der vorliegenden Arbeit konnte kein Zusammenhang zwischen der



Diskussion 84

Infizierbarkeit und dem Genotyp der Maiuse festgestellt werden. Es wurden keine Hinweise auf
unterschiedliche MNV-Privalenzen bei immundefizienten, transgenen oder Wildtyp-Méusen
gefunden. Fiir eine statistisch verwertbare Aussage ist die Anzahl der untersuchten Proben allerdings

Zu gering.

Als diagnostische Methode zum Nachweis einer MN V-Infektion wurde in dieser Arbeit zunichst eine
real-time PCR etabliert, die nicht nur den Nachweis sondern auch die Quantifizierung der viralen
Genome in Kotroben ermoglicht. Morphologische und genetische Untersuchungen der Proben S36
und M21 haben bestitigt, dass sich in den Kotproben intakte Viruspartikel befinden, die eindeutig als
murine Noroviren charakterisiert wurden. Durch in-vitro-Kultivierungen und anschlieBende per orale
Infektionen von Wildtyp-Mausen mit dem Isolat M21 konnte gezeigt werden, dass ausgeschiedene
Viruspartikel infektids sind und zudem die fiékal-orale Transmissionsroute bestdtigt werden. Die
Quantifizierung der Genoméquivalente in den Proben ldsst allerdings nur indirekt eine Aussage iiber
die Menge der infektiosen Partikel zu (Baert, 2008, eigene Beobachtungen). Die Anzahl der
infektiosen Partikel ist geringer als der quantifizierte viral load in den Kotproben (Faktor 10 — 100).
Eine Erkldrung dafiir ist, dass mittels der real-time PCR auch die Genome defekter oder nicht-
infektioser Partikel nachgewiesen werden konnen. In den Viruspartikeln kénnen sich, neben dem
viralen Genom, auch subgenomische RNAs befinden, die aufgrund der Lokalisation der
Primerbindungsstellen innerhalb von ORF2 ebenfalls detektiert werden. Diese Diskrepanz zwischen
dem viral load und der tatsdchlichen Infektiositdt einer Probe wurde auch schon bei anderen Viren,

zum Beispiel den Enteroviren, beschrieben (Kopecka, 1993).

Die Gattung der Noroviren zeichnet sich durch hohe genetische Diversititen aus. Anhand von
molekulargenetischen Methoden kdnnen die verwandtschaftlichen Beziehungen der Stimme analysiert
werden, aufgrund derer dann eine Klassifizierung der Viren erfolgt. So wird diese Virusgattung in 5
verschiedene Genogruppen aufgeteilt, innerhalb derer zusétzlich genetische Cluster unterschieden
werden. Die humanen Noroviren werden den Genogruppen GI, GII und GIV zugeordnet, bovine
Noroviren der Genogruppe GIII und MNV-1 ist der Prototyp der neuen Genogruppe GV (Ando, 2000;
Katayama, 2002; Zheng, 2006). Die phylogenetischen Analysen in dieser Arbeit zeigen, dass die Viren
innerhalb der Genogruppe der murinen Noroviren, vergleichbar zu denen der humanen Noroviren oder
auch anderer Caliciviren, genetische Diversititen aufzeigen, die eine weitere Unterteilung in
genetische Cluster ermoglichen. Diese Clustereinteilung wird anhand der Sequenzen von
verschiedenen Viren in zwei subgenomischen Bereichen unabhingig voneinander bestétigt. Die hier
untersuchten MNV-Stimme wurden mittels der Stammbdume in vier neue genetische Cluster
eingeteilt, die sich deutlich von den Stimmen MNV1-4 differenzieren. Viren innerhalb eines Clusters
haben Sequenzhomologien von 0-7,7% (ORF1) bzw. 0-4,9% (ORF2). Das Muster der
Clustereinteilung ist vergleichbar mit den Divergenzen von Sapoviren (SV), einer weiteren Gattung
aus der Familie Caliciviridae (Schuffenecker, 2001). Insbesondere die Distanzen zwischen den

Clustern der ORF2-Sequenzen sind dabei vergleichbar, was fiir engere verwandtschaftliche
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Verhiltnisse bzw. eine hohere evolutionére Stabilitdt der Viren innerhalb dieser beiden Genogruppen
spricht. Demgegeniiber sind die humanen Noroviren deutlich divergenter, was Ausdruck einer bereits
langer andauernden Evolution und/oder eines hoheren Selektionsdrucks sein konnte. Die
Sequenzheterogenititen dieser RNA-Viren sind vermutlich das Ergebnis einer hohen Mutationsrate

der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase, welche nicht {iber eine proofireading-Funktion verfiigen kann.

Homologe Rekombination

Der Begriff ,,homologe Rekombination“ beschreibt die Entstehung von hybriden RNA-Viren, bei der
homologe Elternstrange involviert sind, beziehungsweise crossovers in homologen Bereichen der
Virusgenome stattfinden konnen (Lai, 1992). Als zugrunde Iliegender Mechanismus der
Rekombination von RNA-Viren wird das copy-choice Modell favorisiert. Dieses Modell wurde
erstmals aufgrund eines Rekombinationsereignisses bei Polioviren vorgeschlagen und konnte
inzwischen anhand mehrerer experimenteller Systeme bestdtigt werden (Copper, 1974; Nagy &
Simon, 1997). Hintergrund dieses Modells ist, dass die virale RNA-abhingige RNA-Polymerase
wihrend der Genomreplikation von einem RNA-Molekiil zu einem anderen wechselt und so hybride
RNAs (Virusgenome) gebildet werden konnen. Wenn die Replikase dabei mit dem Kopieren des neuen
Stranges exakt an der Position fortfdhrt, an der sie den alten Strang verlassen hat, resultiert dies in

einer neuen, replikationsfahigen Generation.

Die Entstehung rekombinanter Virusstimme, deren Genome Abschnitte unterschiedlicher
evolutiondrer Herkunft beinhalten, ist von grofer Bedeutung bei der genetische Klassifizierung von
Viren. Neben der hohen Fehlerrate der Polymerase tragen demnach auch intertypische
Rekombinationsereignisse entscheidend zu der genetischen Diversitidt und Variation der RNA-Viren
bei (Worobey & Holmes, 1999). Besondere Vorsicht ist daher bei der Bewertung von
phylogenetischen  Stammbdumen geboten, welche lediglich aufgrund von einzelnen
Genomausschnitten berechnet wurden. Es ist nicht immer praktikabel, die komplette Sequenz eines
Genoms fiir die phylogenetischen Analysen zu bestimmen. Fehlerhafte Klassifizierungen konnen
jedoch vermieden werden, indem alternativ mehrere repriasentative Genomausschnitte sequenziert und
analysiert werden. In dieser Arbeit wurden daher je ein Ausschnitt aus dem ORF1, bzw. dem ORF2 der
Viren amplifiziert und sequenziert. Die verwandtschaftlichen Verhéltnisse der einzelnen Amplifikate
zueinander wurden dann anschlieend parallel und unabhéngig voneinander untersucht. Tatsichlich
konnten aufgrund der phylogenetischen Analysen dieser subgenomischen Bereiche hybride MNV-
Stdmme identifiziert werden. Unterschiedliche Gruppierungen dieser Viren in Abhéngigkeit von dem
untersuchten Genomabschnitt lieBen Rekombinationsereignisse  vermuten. Weiterfiihrende
Charakterisierungen der betreffenden Stimme mittels SimPlot-Analysen bestétigten die homologen
Rekombinationen. Aufgrund vergleichbarer molekulargenetischer Untersuchungen von humanen

Sapoviren sowie von bovinen und humanen Noroviren konnten homologe Rekombinationsereignisse
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auch schon bei anderen Vertretern der Caliciviren nachgewiesen werden (Ambert-Balay, 2005; Bull,
2005; Han, 2004; Hansman, 2005; Katayama, 2002; Schreier, 2000). In diesen Studien, einschlieBlich
der hier beschriebenen, hat die Rekombination in einem homologen Sequenzbereich im Ubergang von

ORF1 zu ORF2, der junction Region, stattgefunden.

Mehrere theoretische copy-choice Modelle postulieren einen Zusammenhang zwischen der Synthese
subgenomischer RNAs und der homologen Rekombination von RNA-Viren. Sie basieren auf der
Vermutung, dass komplexe Sekundérstrukturen, wie sie zum Beispiel von dem subgenomischen
Promoter in der ORF1/ORF?2 junction Region gebildet werden, den Switch der Polymerase von einem
Strang zum nédchsten beglinstigen konnen (Kim & Kao, 2001). Die Bildung eben solcher
subgenomischer RNAs bei murinen und humanen Noroviren und die beschriebene Rekombination in
der junction Region bestirken diese Theorie (Simmonds, 2008; Bull, 2005). Andererseits wurden auch
Rekombi-nationsereignisse an anderer Stelle des Genoms von humanen Noroviren beschrieben
(Rohayem, 2005; Waters, 2007). SimPlot-Analysen von Rekombinanten, welche in dieser Arbeit in
vitro generiert wurden, zeigen dementsprechend, dass in diesem Modelsystem die homologe

Rekombination innerhalb der ORF2-Kapsidsequenz stattgefunden hat.

In dieser Arbeit konnte erstmals die homologe Rekombination von Noroviren in vitro dargestellt
werden. Die Moglichkeit, homologe Rekombination von RNA-Viren unter kontrollierten Bedingungen
zu simulieren, kann entscheidend dazu beitragen, zugrunde liegende Mechanismen aufzukldren. Durch
gezielte Manipulationen einzelner Faktoren konnte deren Einflul auf die homologe Rekombination
iiberpriift werden. Die Synthese einer subgenomischen RNA, die Bildung von sekundidren RNA-
Strukturelementen und deren Rolle bei der Rekombination von Noroviren kann so im Modelsystem
dargestellt und getestet werden. Eine Simulation der Rekombination unter Verwendung vollstindig
charakterisierter Isolate ermdglicht die Uberpriifung der Frage, ob intertypische Rekombination auch
an anderen Stellen des MNV-Genoms stattfindet oder inwiefern lediglich der Austausch von kurzen

Genomabschnitten moglich ist.

Funktionale Aspekte der Klassifizierung

Abgesehen von epidemiologischen und evolutiondren Untersuchungen ist die Subklassifizierung einer
Virusgruppe in genetische Cluster nur dann von groBerer Bedeutung, wenn funktionale Aspekte diese
detaillierte Klassifizierung bestérken. So konnen Viren einer Gattung beispielsweise zusétzlich durch
unterschiedliche antigene Eigenschaften (Serogruppen) oder aufgrund ihrer Pathogenese differenziert
werden. Bei den humanen Noroviren sind derartige Informationen mangels eines
Kultivierungssystems limitiert bezichungsweise auf die Anwendung rekombinant hergestellter
Viruspartikel (VLPs) oder Replikonsysteme reduziert. Dagegen kdnnen murine Noroviren auf einer

monozytiaren Zelllinie kultiviert werden (Wobus, 2004) und ermoglichen so eine genauere
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Untersuchung ihrer pathogenen Eigenschaften. Ein Ansatzpunkt der in vitro Charakterisierung von
MNV-Isolaten aus unterschiedlichen Clustern war in dieser Arbeit die Detektion von eventuell
unterscheidbarem Replikationsverhalten der Viren. Tatséchlich konnten Unterschiede bei den
Replikationseffizienzen genetisch differenter MNVs nachgewiesen werden. Wahrend MNV-S99 und
MNV-1 in diesen Experimenten hohere Endpunkttiter erreichten und zudem bereits nach 48h ein
100%iger cpe der infizierten Zellen beobachtet wurde, waren die Titer des Isolates MNV-M21 um den
Faktor 100 geringer und die vollstindige Lyse der Zellen wurde erst nach 72h erreicht. Fiir die
Staimme MNV-2, MNV-3 und MNV-4 wurden dhnliche Unterschiede beschrieben. So bildeten MNV-3
und MNV-4 ebenfalls bereits nach 48h einen 100%igen cpe aus, wihrend MNV-2 diesen erst nach 72h
erreichte (Hsu, 2005). Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Stammbédumen der Teilsequenzen
(insbesondere ORF2), wird deutlich, dass unterschiedliche Wachstumskinetiken mit den
verwandtschaftlichen Beziehungen der Virusstimme korrelieren. Viren mit vergleichbarem
Replikationsverhalten sind enger miteinander verwandt und lassen sich auch phylogenetisch von Viren

mit differenten Kinetiken unterscheiden.

IFNB-Sensitivitit

Fiir MNV-1 konnte in vivo und in vitro gezeigt werden, dass die Pathogenese dieses Virus abhéngig
von der Typ-I-Interferon gesteuerten antiviralen Immunantwort ist (Karst, 2003; Wobus 2004; Chang
& George, 2007). Es wurde beschrieben, dass MNV-1-infizierte Zellen Typ-I-Interferone sezernieren
und dass auflerdem die Replikation von MNV-1 durch Vorinkubation der Zellen mit 50 Units IFNa
deutlich reduziert wird. Nachdem in dieser und in anderen Arbeiten ein unterschiedliches
Replikationsverhalten genetisch differenter MNVs in vitro gezeigt werden konnten, wurde die
Arbeitshypothese aufgestellt, dass diese Ergebnisse auf unterschiedliche Sensitivititen der Isolate
gegeniiber Typ-I-Interferon hinweisen. Um diese Hypothese zu iberpriifen, wurde das
Replikationsverhalten der Stimme MNV-1, MNV-S99 und MNV-M21 in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von IFNP untersucht. Bei isolierter Betrachtung der Viruskonzentrationen nach 36h
zeigt sich bei allen Isolaten eine vergleichbar deutliche Reduktion der Titer in Abhéngigkeit der IFNf-
Konzentrationen. Das Replikationsverhalten dieser Stimme wird gleichermallen durch IFNf
beeintrachtigt. Dagegen kann ein Unterschied in den Verldufen der Wachstumskinetiken festgestellt
werden. Durch die Zugabe von 10 bzw. 25 Units IFNP, zeigt MNV-S99 ecine zeitlich verzogerte
Wachstumskurve, was darauf hinweist, dass dieses Isolates insbesondere in der frithen Phase der
Replikation sehr sensitiv auf das Interferon reagiert. Die Ergebnisse dieser Experimente bestitigen
aber nicht die Hypothese, dass die unterschiedlichen Replikationeffizienzen der Stdmme in vitro
Ausdruck verschiedener IFNB-Sensitivititen sind. Ein Aspekt, der in diesen Experimenten allerdings
nicht beriicksichtigt wird, ist die Moglichkeit, dass aufgrund der Infektionen mit unterschiedlichen

Stédmmen auch unterschiedliche Mengen an endogenen Typ-I-Interferonen gebildet werden kdnnen,
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wodurch ebenso das Replikationsverhalten der Stimme beeinflusst wiirde. Es konnte bereits fiir
mehrere Viren ein escape Mechanismus beschrieben werden, welcher die Supprimierung der
zellularen IFN-Antwort beinhaltet (Garcia-Sastre, 2006; Haller, 2006). Um also den genaueren
Zusammenhang zwischen Replikationsverhalten und IFNB-Sensitivitit der Viren zu verstehen, sind
weiterfiihrende Experimente, die unterschiedliche Aspekte der Interaktion zwischen Virus und Zelle

betrachten, notwendig.

Zusammengefasst unterstiitzen diese in vitro Charakterisierungen der MNV-Stimme jedoch eine
Subklassifizierung der Genogruppe GV, da diese Viren nicht nur phylogenetisch, sondern auch

hinsichtlich ihrer Pathogenititen unterscheidbar sind.

Persistenz von Noroviren und Immune escape

Aufgrund regelméBiger Uberpriifungen von Kotproben natiirlich infizierter IFNy-R”-Miuse konnte
eine andauernde Virusausscheidung und damit eine persistierende Infektion dieser Tiere mit MNV-
M21 nachgewiesen werden. Dabei wurde ein gleichbleibender viral load iiber einen Zeitraum von 110
Tagen in den Kotproben detektiert. Durch die Isolation des Virus und anschlieBende orale Infektion
von Wildtyp-Maiusen konnte gezeigt werden, dass MNV-M21 auch in dem neuen Wirt persistiert. Die
Persistenz ist somit ein Pathogenitdtsmerkmal des Virus und bildet sich nicht aufgrund des Genotyps
des Primarwirts aus. Die Immundefizienz der IFNy-R”-Miuse hat allenfalls zur Persistenz beigetragen
ist aber nicht ihre Ursache. Eine andauernde fakale Virusausscheidung und damit eine persistierende
Infektion von Wildtyp-Méiusen konnte auch fiir die murinen Noroviren MNV-2, MNV-3 und MNV-4
gezeigt werden (Hsu, 2006). In dieser Vergleichsstudie wurde den Tieren ebenfalls in vitro kultiviertes
Virus oral appliziert und die Ausscheidung anschlieBend fiir einen Zeitraum von 8 Wochen mittels
PCR iiberpriift. Interessanterweise konnte MNV-1 nach oraler Inokulation von Wildtyp-Mausen nicht
oder nur fiir kurze Zeit (max. 7 Tage) in den Kotproben der Tiere nachgewiesen werden (Hsu, 2006;
Karst, 2003). Demgegeniiber induziert MNV-1 in RAG1”-Miusen ebenfalls ein persistierende
Infektion (Karst, 2003). Dieses differente Persistenzverhalten der Stimme deutet darauf hin, dass die
Pathogenitidt von MNV-1 eine andere ist, als die von MNV-2, MNV-3, MNV-4 und dem in dieser
Arbeit beschriebenen MNV-M21.

Im Fall von MNV-1 lassen die Ergebnisse vermuten, dass die Persistenz auf den Genotyp des Wirts
zuriickzufiihren ist. Mause, in denen eines der rag-Gene (RAG1 / RAG2) ausgeschaltet ist, unterliegen
einer kompletten Blockade ihrer lymphozytiren Entwicklung. Demzufolge konnen diese Tiere keine
Antikorper und T-Zell Rezeptoren ausbilden. Da MNV-1 in diesen Tieren persistiert, wird vermutet,
dass die adaptive Immunantwort essentiell fiir die Kldrung der Infektion ist. Einerseits konnte diese
Hypothese in einer Folgearbeit bekriftigt werden (Chachu, 2008), andererseits konnten einzelne

Punkte diese aber auch widerlegen. Zum einen wurden in der Vergleichsstudie (Hsu, 2006) und auch
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in der oben genannten Folgearbeit (Chachu, 2008) fiir die Infektion der Méause in vitro kultiviertes
MNV-1 verwendet. Bei diesem Isolat wurden unterschiedliche Attenuierungsmutationen beschrieben
(Wobus, 2004; Bailey, 2008). Diese Mutationen konnten Ursache fiir die mangelnde Persistenz von
MNV-1 in den Wildtyp-Miusen sein. Zum anderen wurde durch die intraperitoneale Gabe von MNV-
spezifischen Antikorpern eine Reduktion, nicht aber die vollstindige Elimination von MNV-1 in
RAGI1-Miusen erreicht (Bailey, 2008). Da diese Tiere im Folgenden nicht mehr auf eine
Virusauscheidung hin untersucht wurden, konnte eine Kldrung der Infektion nicht endgiiltig gezeigt

werden.

Demgegeniiber induzieren MNV-M21 sowie MNV2-4 persistierende Infektionen in Wildtyp-Mausen.
In dieser Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass MNV-M21 dabei ungeachtet der Ausbildung von
neutralisierenden Antikdrpern in der Lage ist im Wirt zu persistieren. Auch wihrend der Infektion von
Wildtyp-Méusen mit MNV2-4 werden spezifische Antikorper gebildet (Hsu, 2006). Die humorale
Immunantwort ist somit nicht ausreichend, um die Infektion des Wirtes zu beenden. Aufgrund dieser
Ergebnisse wurde die Hypothese aufgestellt, dass MNV-M21 durch Verdnderung der antigenen
Eigenschaften (Antigendrift) der adaptiven Immunantwort entgehen kann. Tatséchlich konnte gezeigt
werden, dass sich die Proteinsequenz von VP1 im Verlauf der Persistenz verdndert. AS-Substitutionen
waren dabei hauptsidchlich in der P2-Domine des Kapsidproteins lokalisiert. Im Gegensatz dazu
zeichnet sich die VP1-Sequenz von M21 bei einer parallel durchgefiihrten in vitro Passagierung des
Virus durch hohe Stabilitdit aus. Zusammenfassend sprechen diese FErgebnisse fiir eine
immuninduzierte Evolution von ORF2. Vergleichbar zu den humanen Noroviren ist die P2-Doméne
auf der Virusoberfliche lokalisiert und spielt hochstwahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der
Rezeptorbindung (Tan, 2003; Katpally, 2008). Fiir MNV-1 konnte gezeigt werden, dass eine einzelne
Punktmutation innerhalb dieser Doméne ausreicht, um die spezifischen Bindung eines
neutralisierenden Antikorpers aufzuheben (Wobus, 2004; Lochridge & Hardy, 2007). Aufgrund der
Bildung neutralisierender Antikdrpern unterliegen die Viren einem Selektionsdruck. Verdnderungen
der antigenen Eigenschaften ermdglichen somit die Viruspersistenz, was als escape Mechanismus
angesehen werden kann. Vergleichbare Beobachtungen wurden auch bei einem anderen Mitglied der
Caliciviridae, dem felinen Calicivirus, gemacht. Dies ist ein respiratorisches Virus bei Katzen,

welches ebenfalls persistierende Infektionen ausbilden kann (Radford, 1998).

Das humane Norovirus bildet in der Regel keine persistierenden Infektionen aus. Bei 26% zufillig
ausgesuchter Patienten konnte allerdings eine ldnger andauernde Virusausscheidung nachgewiesen
werden (Rockx, 2002). Bei Patienten mit geschwichtem Immunsystem kann es ebenfalls zu einer
untypischen, andauernden Virusausscheidung kommen (Goller, 2004; Lee, 2008; Simon, 2006).
Untersuchungen bei einem chronisch infizierten Patienten ermoglichten es, die Mutationsrate von NV
darzustellen. Dabei konnten ebenfalls hauptsidchlich Verdnderungen in der hypervariablen P2-Doméne
gezeigt werden (Nilsson, 2003). Die beschriebenen Mutationen bewirkten eine strukturelle Anderung

der Domine, was womoglich die Ausbildung eines neuen Phénotyps mit verdnderten antigenen
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Eigenschaften bedeutet. Studien beziiglich der Evolution von NV lassen vermuten, dass die Persistenz
des humanen Norovirus GII.4 in der Bevolkerung ebenso auf Antigendrift der P2-Doméne

zuriickzufiihren ist (Allen, 2008; Lindesmith, 2008; Siebenga, 2007).
Antigene Eigenschaften und Grundlagen der Impfstoffentwicklung

Betrachtet man die stetig steigende Zahl der Norovirusinfektionen weltweit, stellt sich die Frage der
Notwendigkeit eines Impfstoffes. Zwar ist der Verlauf einer Infektion vergleichsweise harmlos und
von kurzer Dauer, bei Kleinkindern und &lteren Menschen kann es aber aufgrund der starken
Dehydrierung zu fatalen Verldufen kommen. Die wachsende Zahl der élteren Bevolkerung begiinstigt
das Auftreten von Ausbruchserkrankungen, was nicht zuletzt auch eine bedeutende Skonomische
Komponente beinhaltet. Eine Impfung, zunichst von Risikogruppen (Kinder, Alte, Krankenhaus- und
Pflegepersonal), konnte helfen, die hohen Pridvalenzen und Inzidenzen deutlich zu reduzieren.
Bisherige Untersuchungen haben gezeigt, dass die aufgrund einer Infektion erworbene Immunitét
gegen humane Noroviren kurzweilig und auBlerdem relativ Virusstamm-spezifisch ist (Matsui &
Greenberg, 2000). Persistenzuntersuchungen lassen zudem eine immungesteuerte virale Evolution
vermuten (s.0. Nilsson, 2003). Ein Ansatz der Impfstoffentwicklung konnte daher die Identifikation
von Virusstrukturen sein, die stabil aus evolutiondrer Sicht sind, d.h. keiner Antigendrift unterliegen
und aufgrund ihrer antigenen Eigenschaften die Bildung von protektiven Antikérpern bewirken. Diese
sollten eine Infektion neutralisieren konnen und gleichzeitig moglichst kreuzreaktiv gegeniiber

verschiedenen Virusstimmen sein.

In dieser Arbeit konnte ein Sequenzbereich innerhalb des VP1 Proteins von Noroviren identifiziert
werden, welcher diesen Kriterien entspricht. Die Gegebenheit, dass die Aminosduresequenz in diesem
Bereich zwischen allen untersuchten Genogruppen (GI, GII und GV) konserviert ist, spricht fiir eine
sehr hohe genetische Stabilitdt. Diese konservierte Sequenz ist in der P2-Doméne von ORF2
lokalisiert. Proteinstrukturen, welche von dieser Domine gebildet werden, befinden sich auf der
Oberflache von Viruspartikeln und besitzen antigene Eigenschaften. Zudem befinden sich innerhalb
dieser Domine Strukturen, welche hdchstwahrscheinlich fiir die Rezeptorbindung zustéindig sind.
Daher konnen spezifische Antikorper, welche diese Strukturen erkennen, die Rezeptobindung
blockieren und so eine Infektion der Zielzelle verhindern. Durch Immunisierungen von Kaninchen mit
synthetischen Peptiden wurden Antikorper gegen den beschriebenen Bereich generiert. Es wurden
Peptide verwendet, die zum einen MNV spezifische (P-MNV1, P-MNV2), und zum anderen NV
spezifische (P-NV) Sequenzen enthielten. Alle Peptid-Antikorper zeigten deutliche Reaktivitdten
gegeniiber MNV und konnten mit dem Virus in verschiedenen Testsystemen interagieren (ELISA,
IFA). Allerdings war nur der Antikorper, welcher gegen P-MNV2 generiert wurde, in der Lage, die
Infektion von MNV zu neutralisieren. Interessanterweise wurde parallel zu dieser Arbeit die

Bindestelle eines neutralisierenden monoklonalen Antikorpers, welcher gegen MNV-1 generiert wurde



Diskussion 91

(MAb A6.2.1; Wobus, 2004), gemappt und es zeigte sich, dass dieser Antikorper dasselbe Epitop im
Kapsid bindet, wie a-P-MNV2 (Lochridge & Hardy, 2007).

In weiteren Experimenten wurden die Kreuzreaktivititen der Antikdrper gegeniiber verschiedenen
Norovirus-Kapsidproteinen analysiert. Dabei wurden zunédchst die Reaktivitdten der Antikdrper gegen
denaturierte VP1-Proteine im Westernblot getestet. Die Peptidantikorper detektierten gleichermassen
MNYV, unterschieden sich aber in ihren Reaktivititen gegeniiber den NV-Kapsidproteinen. Wahrend a-
P-NV und a-P-MNV 1 unterschiedliche Bindungsspezifititen hinsichtlich der Genogruppen GI und GII
aufwiesen, zeigte a-P-MNV2 sehr gute kreuzreaktive Eigenschaften. Im Gegensatz dazu reagierten die
Antikorper a-P-NV und a-P-MNV1 im ELISA mit Proteinen, welche sie zuvor im Westernblot nicht
detektieren konnten. Diese unterschiedlichen Spezifititen in Abhingigkeit von dem verwendeten
Testsystem weisen darauf hin, dass die Bindung der Antikorper o-P-NV und a-P-MNV1 von der
Konformation der Kapsidproteine beeinflusst wird. Die Abhéngigkeit der Antikorperbindung von der
Proteinstruktur wurde auch fiir den monoklonalen Antikérper A6.2 vermutet (Wobus, 2004), da dieser
ebenfalls natives Virus erkennen kann, nicht aber linearisiertes Kapsidprotein im Westernblot

detektiert.

Untersuchungen beziiglich der antigene Eigenschaften von humanen Sapoviren haben gezeigt, dass die
Spezifititen im ELISA davon abhédngen, ob es sich um einen Antigen- oder einen Antikdrper-ELISA
handelt (Hansmann, 2007). Wahrend im Antikorper-ELISA, wie er auch in der vorliegenden Arbeit
angewandt wurde, die Seren Kreuzreaktivitidten gegen unterschiedliche Antigene zeigten, konnten die
unterschiedlichen antigenen Eigenschaften der Kapside im Antigen-ELISA differenziert werden. Die
kreuzreaktiven Bindungseigenschaften der Antikorper a-P-NV und a-P-MNV1 im Antikdrper-ELISA

sollten demnach mit entsprechenden Antigen-ELISAs verifiziert werden.

Demgegeniiber sind die Bindungsspezifititen des Antikorpers a-P-MNV2 unabhidngig von der
Struktur bzw. dem durchgefiihrten Testsystem. Der hier beschriebene konservierte Bereich innerhalb
der P2-Domine beinhaltet demzufolge ein Epitop, welches geeignet ist, spezifische Antikorper
herzustellen, die sowohl mit Noroviren verschiedener Genogruppen kreuzreagieren und zudem in der
Lage sind, eine Infektion zu neutralisieren. In zukiinftigen Studien konnte daher untersucht werden,

inwiefern sich dieses Epitop fiir eine Impfstoffentwicklung eignen wiirde.
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6

Anhang

6.1 Abkiirzungsverzeichnis

Ak
APS

as

AS

bp
BSA
Casp.
CAST
CCL3
CDh
cDNA
cpe
DMEM
DMSO
DNA

dNTP

E.coli
EDTA
ELISA
FCV

FKS

anti

Antikorper
Ammoniumperoxidisulfat
antisense

Aminoséure

Basenpaar

bovines Serumalbumin
Caspase

Calpastatin

Chemokin, Motiv CC, Ligand 3
cluster of differentiation
komplementire DNA
cytopathischer Effekt
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure

Desoxyribonukleosid (Adenosin, Cytosin, Guanosin,

Tymidin)- Triphosphat

Escherichia coli
Ethylendiamintetraacetat

Enzyme Linked Immunosorbent Assay
felines Calicivirus

fotales Kélberserum
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GFAP-BLC glial fibrillary acidic protein-B-lymphocyte chemo-
attractant

IDs infektiose Dosis (50%)

IFN Interferon

IgG Immunglobulin G

ITAC interferon-inducible T-cell alpha-chemoattractant

kb Kilobasen

kDa Kilodalton

LB Luria Bertrani-Medium

LFA-1 lymphocyte function-associated antigen-1

LPS Lipopolysaccharid

LyZ Lysozym M

MNV murines Norovirus

MOI multiplicity of infection

mRNA messenger Ribonukleinsdure

nt Nukleotid

NV humanes Norovirus

OD optische Dichte

ORF offener Leserahmen (open reading frame)

PAA Polyacrylamid

PAGE Polyacrylamidgelelektrophorese

PBS phosphat buffered saline

PBSo phosphat buffered saline ohne Mg**- und Ca**-Ionen

PCR polymerase chain reaction

p-i. post infectionem

Pol Polymerase



Abkiirzungsverzeichnis 102

Pro Protease

PSEN Presenilin

RAG recombination-activating gene

RdRp RNA-abhingige RNA-Polymerase
RHDV rabbit haemorrhagic disease virus
RNA Ribonukleinséure

RT Raumtemperatur

] sense

SCID severe combined immune deficiency
SDS Natrium (sodium) dodecylsulfat

SRA scavenger Rezeptor A

SSC sodium chloride/sodium citrate (buffer)
STAT signal transducer and activator of transcription
TBE Tris-Borsdure-EDTA-Puffer

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin
tg transgen

TLR toll-like Rezeptor

TNF Tumor Nekrose Faktor

Tris Trishydroxymethylaminomethan

U Unit; Einheit

UpM Umdrehungen pro Minute

uv Ultraviolett

VPg viral protein, genome-linked

wt Wildtyp

YFPH yellow fluorescent protein H
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Aminosduren (Ein-Buchstaben-Code):

Alanin

Cystein
Asparaginsiure
Glutaminsdure
Phenylalanin
Glycin

Histidin

Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin

Glutamin

Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan

Tyrosin
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6.3 Oligonukleotide

Alle hier aufgelisteten Oligonukleotide fiir PCR und Sequenzierung wurden von der Firma BioTez

Berlin-Buch GmbH bezogen. Die Oligonukleotide wurden vom Hersteller, frei von Schutzgruppen,

durch Gel-Filtration gereinigt und lyophilisiert, geliefert. Von allen Primern wurde eine Stammldsung

(100 M) angesetzt und bei -20°C gelagert.

Name / Orientierung Sequenz Lokalisierung
sense (s) antisense (as) (5'-3") ORF / nt*
aTag as gCC AAC gAC Cgg gAg gCC AgC

mnv-3 as gCg gAATTC CTA TgC CCT gCT ACT CCC gAT C 3 7286-7307
mnv-4 s TgC TAC CCA ggATCA AgA gg 2 5565-5584
mnv-5 S ACC CTg ATT gAg CAg gAT gg 2 5578-5997
mnv-6 S gCg gAATTC ACC ATg gCT ggT gCT CTT TTT gg 3 6681-6700
mnv-8 as gCT gCCCCATCAgAgTgA g 3 6843-6861
mnv-9  as gCAAgT CgA CCATCC ggT Ag 2 5733-5752
mnv-10 s TCT TCT TgA TgT gCg TCg Ag 2 5535-5554
mnv-11  as CgT gCA CAg CCg Cgg CTg TAT C 2 5757-5778
mnv-14 s gTg AAATgA ggA Tgg CAA CgC CAT CTT CTg 1 1-30
mnv-23 s CgC Agg AAC gCT CAg CAg TC 1 5029-5048
mnv-25  as ggA AgA TCC Agg ggT CAATTT gg 2 5202-5224
mnv-27  as ggA ACAAgATCC Tgg CCg CTg 2 5102-5123
mnv-28 s TCTACCACTACT CTg TCT AC 1 448-467
mnv-29  as CgCACTTCC TCAACT CAg CC 1 593-612
mnv-30 s gCCCTgATTCTCCTT gCT g 1 933-951
mnv-31 s Tgg CTA ggA TTA gCA Tgg C 1 1426-1444
mnv-32 s CAT gAg gCC AgA CTA CAg CC 1 1949-1968
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mnv-33

mnv-34

mnv-35

mnv-36

mnv-37

mnv-38

mnv-39

mnv-42

mnv-43

mnv-44

mnv-45

T7

M13rev

as

as

as

as

TCACCT CCATCC TgC Agg C
TTg ACT ggA ATg Tgg TTg gC
AACACC Tgg gTT gTg ATT gg
ACC Agg CCACCCATg CCAAC
CCCTgCACCACACAgCTg
CCTAACTCT gCC ATC CAC CAg
CTC ggg AAT CACATC CTg g
CAT gTT CTg gCg CAC CTC gCC
CgC gAA gAT gAA ggg CCC ATC
CCg CCT TgA gAACACCCT Yg
gCA gCT Cgg ATC ATg gTg CC
AAT ACg ACT CACTAT Agg g

CAg gAA ACA gCT ATg AC

2452-2470

2911-2930

3432-3451

3970-3989

4452-4469

6211-6231

6258-6276

3626-3646

4215-4235

3821-3840

4113-4132

* bezogen auf die Totalsequenz von MNV-1 (Genbank-Nr.: AY228235)
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6.4 Genbanknummern der veroffentlichten Sequenzen

Teilsequenzen
Virusstamm Mauslinie Genbank-Nr. ORF1 Genbank-Nr. ORF2
S6 IFN-y RI" EF531578 EF531588
S11 Myd 887 EF531579 EF531589
S15 RAG 1" EF531580 EF531590
S28 TLR 4" EF531292
S29 TLR 2/47 EF531581 EF531596
S31 TLR 2/47 EF531582 EF531594
S37 CD1 wt EF531583 EF531597
S74 Galectin 3™ EF531584 EF531592
S90 GFAP-BLC tg EF531585 EF531595
S93 ITAC (A)" EF531586 EF531591
S97 ITAC (B)” EF531587 EF531593
Totalsequenzen
Virus Mauslinie Genbank-Nr.
MNYV Berlin 04/06/DE IFN-y RI" DQ911368
Stamm M21
MNV Berlin 05/06/DE RAG 17 EF531290
Stamm S36
MNYV Berlin 06/06/DE YFPH tg EF531291

Stamm S99




Danksagung

Bei Herrn Prof. Dr. Detlev Kriiger mochte ich mich fiir die Betreuung und Unterstiitzung der

vorliegenden Arbeit bedanken.

Insbesondere mochte ich mich bei meinem Doktorvater Herr PD Dr. Eckart Schreier fir die
wissenschaftliche Anleitung und engagierte Betreuung bedanken. Besonders unsere zahlreichen

Gespriche iiber ,,Gott und die Welt* werden mir in guter Erinnerung bleiben.

Ein besonderer Dank gilt auch Herrn Dr. Uwe Klemm. Ohne ihn und sein Team wire ein grofer Teil

dieser Arbeit nicht moglich gewesen.

Des Weiteren mochte ich mich bei Silvia und Tomas Porstmann fir die Zusammenarbeit bei der

Erstellung und Charakterisierung der Antikdrper bedanken.

Frau Dr. Marina Hohne danke ich fiir die Bereitstellung der NV-Kapsidproteine.

Frau Dr. Sabine Diedrich und Herrn Dr. Andreas Mas Marques danke ich fiir ihre Unterstiitzung und

Diskussionsbereitschaft.

Was wire ein Labor, ohne die fleissigen TAs? Ein riesen Dank an Ute Pdtzold, Katrin Stanossek, Sonja

Zimmermann und Daniela Gutt.

Nicht zuletzt mochte ich auch allen anderen Mitarbeitern des Robert Koch-Institutes danken, wobei

ich vor allem das Sequenzierteam und die Abteilung ZBS4 erwéhnen mdchte.



Lebenslauf

e Personliche Daten

Birthe Miiller
geboren am 17.04.1973 in Giitersloh

deutsche Staatsangehorigkeit, ledig

e Bildungsgang

2005 — 2008 Doktorandin am Robert Koch Institut, Berlin
2004 Diplomarbeit am Institut fiir Klinische und Molekulare Virologie,
Erlangen

Titel: Bedeutung N-terminaler Sequenzen des HTLV-1 Tax-Proteins fiir die
Zellzyklus-Stimulation.

1999 — 2004 Studium der Molekularen Medizin an der Friedrich-Alexander

Universitét, Erlangen — Niirnberg

1992 Abitur am Stidtischen Gymnasium, Giitersloh

e Berufliche Titigkeiten

1995 — 1999 Anstellung als BTA an der Friedrich-Alexander Universitét,

Erlangen — Niirnberg

1992 — 1994 Staatliche Ausbildung zur Biologisch-Technischen Assistentin an der
Bernd-Blindow Schule, Biickeburg

e Publikationen

2007 Miiller B., Klemm U., Mas Marques A., Schreier E.
Genetic diversity and recombination of murine noroviruses in immunocompromised

mice. Archives of Virology (2007) 152: 1709 - 1719

2005 Fraedrich K., Miiller B., Grassmann R.
The HTLV-1 Tax protein binding domain of cyclin-dependent kinase 4 (CDK4)
includes the regulatory PSTAIRE helix. Retrovirology, 2005 Sept 15; 2:54



Publikation

Genetic diversity and recombination of murine noroviruses in immunocompromised

mice

B. Miiller, U. Klemm, A. Mas Marques, E. Schreier

Archives of Virology (2007); 152 (9): 1709 - 19

Murine noroviruses (MNV) are newly identified pathogens which infect laboratory mice. In this study,
we found a high prevalence (64.3%) of MNV in various breeding colonies of immunocompromised,
transgenic and wild-type mouse lines. All mice survived infection with no signs of clinical disease.
Faeces samples were collected from animals housed in two separate laboratory mouse colonies in
Berlin, Germany, and screened using quantitative reverse transcription (RT)-PCR. We have determined
the complete nucleotide sequence of 3 novel MNV strains. Furthermore, we sequenced two
subgenomic regions within open reading frames (ORFs) 1 and 2 that are suitable for genotyping.
Sequence analysis of the full-length and partial genomes obtained valuable data on genetic diversity of
murine noroviruses. The discordance of genotype affiliation of some MNVs shown in ORF1 and

ORF2 suggests intertypic recombination events in vivo.
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