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1 EINLEITUNG 

1.1 Das Newcastle Disease Virus 

1.1.1 Historische Aspekte und Verbreitung des Erregers 

Das Newcastle Disease Virus (NDV), auch aviäres Paramyxovirus 1 (APMV-1) genannt, ist der 

Erreger der atypischen Geflügelpest oder Newcastle Krankheit (Newcastle Disease, ND). Bei 

der ND handelt es sich um eine hochkontagiöse Erkrankung des Geflügels, insbesondere bei 

Hühnern und Puten, die in vielen Ländern der Welt zu bedeutenden wirtschaftlichen 

Verlusten in der Geflügelindustrie führt. Nachweislich sind mehr als 250 Vogelarten für das 

NDV empfänglich (Alexander and Jones, 2001). 

Als zoonotischer Erreger kann das NDV auch den Menschen infizieren und ruft in ihm 

hauptsächlich milde Erkrankungen mit grippeähnlichen Symptomen oder eine temporäre 

Konjunktivitis hervor. Bis heute gibt es nur einen Bericht einer tödlich verlaufenen NDV-

Infektion beim Menschen (Goebel et al., 2007). Eine Übertragung von Mensch zu Mensch ist 

bisher nicht beschrieben, wohingegen eine Übertragung vom Menschen auf das Geflügel 

möglich ist (Swayne et al., 2003). 

Erstmalig wurde die für die ND typische Klinik im Frühjahr 1926 von Dr. T. M. Doyle nahe 

Newcastle-upon-Tyne, England, beschrieben (Doyle, 1927). Zur gleichen Zeit brach die 

Krankheit auf der Insel Java, Indonesien (Kraneveld, 1926; zitiert von Alexander, 1988a), in 

Korea und in Indien aus. In den USA verbreitete sich Mitte der 1930er Jahre vorerst eine 

milde Form der Krankheit (Beach, 1942). Diese Krankheit wurde zunächst als 

Pneumoenzephalitis bezeichnet, bis sie mit Hilfe serologischer Tests eindeutig als ND 

identifiziert werden konnte (Beach, 1944). Besonders Kalifornien wurde später von der 

schweren Verlaufsform der ND heimgesucht, welche mit der illegalen Einfuhr von Ziervögeln 

aus Südostasien und Zentral- und Südamerika in Verbindung gebracht worden ist (Alexander, 

1988b; Francis, 1973). Seit den 1970er Jahren kam es in Europa (Nordirland 1973; Italien 

1987, 1988, 2000; Belgien und Niederlande 1992; Deutschland 1993) wiederholt zu 

Ausbrüchen der ND (Alexander, 1995, 2001; Leslie, 2000). Auch in den letzten Jahren kam es 

zu regelmäßigen Ausbrüchen der ND, die nicht nur Geflügelbestände wie z. B. in Kamerun, 

Zentralafrika oder Nigeria (Snoeck et al., 2013) oder dem Iran (Boroomand et al., 2016) 
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betrafen, sondern auch andere Tiere wie Eulen in Israel (Haddas et al., 2014) oder 

Kormorane und Möwen in den USA (Diel et al., 2012b). 

Das NDV ist heute weltweit endemisch (OIE, 2012). Nachdem es im europäischen Raum 

wiederholt zu Epidemien kam, wurde in Deutschland 1995 eine Impfpflicht gegen ND für alle 

Hühner- und Putenbestände eingeführt (Geflügelpestverordnung 2005, §7), um das 

Auftreten dieser Tierseuche und die damit verbundenen wirtschaftlichen Verluste zu 

minimieren. 

 

1.1.2 Taxonomie, Morphologie und Genomorganisation 

Das NDV wird innerhalb der Ordnung Mononegavirales der Familie Paramyxoviridae, und 

innerhalb des Genus Avulavirus dem Aviären Avulavirus-1 zugeordnet (Afonso et al., 2016). 

Anhand ihrer serologischen und genomischen Charakteristika lassen sich die Aviären 

Avulaviren derzeit in 19 Spezies unterteilen (Amarasinghe et al., 2018), wobei das Genus 

Avulavirus erst kürzlich um die Spezies Avian Avulavirus 13-19 erweitert wurde (Lee et al., 

2017; Neira et al., 2017; Thampaisarn et al., 2017; Thomazelli et al., 2017). 

Für die Klassifizierung der APMV-1-Isolate wurden historisch zwei verschiedene Systeme 

genutzt, um die Isolate in Linien (Aldous et al., 2004; Aldous et al., 2003) bzw. Genotypen 

(Czeglédi et al., 2006) zu unterteilen. Dies führte jedoch zu Diskrepanzen bei der Zuordnung 

einzelner genetischer Gruppen. Diel, da Silva et al. verwenden auf Grundlage des von 

Czeglédi etablierten Systems eine allgemein gültige Klassifizierung, welche die 

APMV-1-Isolate in die Klassen I und II gliedert, gefolgt von einer Unterteilung der Klasse II in 

15 Genotypen. Dieser phylogenetischen Einteilung liegen die Gensequenzen des F-Proteins 

von 712 Virusisolaten zugrunde (Diel et al., 2012a). Inzwischen wurde die Klasse II um drei 

zusätzliche Genotypen erweitert. Sie besteht nun aus insgesamt 18 Genotypen (Dimitrov 

et al., 2016). 

Die behüllten Virionen zeichnen sich durch eine pleomorphe Gestalt aus und weisen neben 

sphärischen Formen mit einer Größe von 150-300 nm auch filamentöse Partikel auf. Die aus 

einer Lipiddoppelschicht bestehende Virushülle stammt von der Plasmamembran der 

Wirtszelle und ist durch die Einlagerung der transmembranen viralen Oberflächenproteine, 

dem Fusionsprotein (F-Protein) und dem Hämagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN-

Protein),  gekennzeichnet, wobei die Verteilung der Oberflächenproteine zufällig erfolgt. An 
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der Innenseite der Virushülle befindet sich das mit ihr assoziierte Matrixprotein (M-Protein), 

welches sowohl mit F und HN, als auch mit dem Nukleoprotein (NP) interagiert. Das NP ist 

Bestandtteil des für die Vertreter der Mononegavirales charakteristischen 

Ribonukleoproteinkomplexes (RNP-Komplex), welcher in helikaler Form vorliegt und das NP, 

das Phosphoprotein (P-Protein), die RNA-abhängige RNA-Polymerase (L-Protein) und das 

Genom umfasst (Abb. 1) (Lamb and Parks, 2013). Der RNP-Komplex stellt die kleinste 

infektiöse Einheit dar (Nagai et al., 1989). 

 

 

 

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines ND-Viruspartikels. Die virale RNA liegt helikal aufgewunden im 

Virion vor und bildet zusammen mit dem Nukleoprotein (NP), dem Phosphoprotein (P) und der RNA-

abhängigen RNA-Polymerase (L) den Ribonukleoproteinkomplex. Das Matrixprotein (M) ist mit der Innenseite 

der Hüllmembran assoziiert, und interagiert mit dem Nukleoprotein (NP) und den in die Hüllmembran 

eingelagerten Oberflächenproteine F und HN. 

 

Das NDV-Genom wird von einer nicht segmentierten, ca 15,2 kb großen, einzelsträngigen 

RNA negativer Polarität gebildet, die die sechs aufeinander folgenden Gene für NP-P-M-F-

HN-L in 3-́5 -́Richtung trägt. Flankiert wird das Genom von terminalen Sequenzabschnitten ς 

einem 3-́Leader mit konservierter Promotorsequenz und einem 5´-Trailer mit 

Terminatorsequenz ς welche an ihren äußeren Enden revers komplementär zueinander sind. 

Die einzelnen Gene des NDV sind durch intergene Regionen unterschiedlicher Länge 

getrennt und nach folgendem Schema aufgebaut: 
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3ó 5ó                      NP P M HN L                             
            F   

Trailer 
114 nt 

31 nt   1 nt Leader 
55 nt 

  1 nt 47 nt 1 nt 

Intergene Regionen 

  Genstart,   Genende,   Nichtkodierende Region. 

Genstartsequenz ς nicht kodierende Region ς offener Leserahmen ς nicht kodierende Region 

ς Genendsequenz (Abb. 2) (Lamb and Parks, 2013). 

Für das NDV existiert in der NCBI GenBank eine Vielzahl von Genomsequenzen, deren 

Längen und Enden jedoch nicht immer korrekt bestimmt worden sind. Das bedeutet, dass 

vielfach die 3 -́ und 5 -́Enden nicht revers komplementär zueinander sind. Bislang wurden 

drei unterschiedliche Genomlängen sicher bestimmt (Czeglédi et al., 2006). NDV der Klasse I 

sind durch eine Genomlänge von 15198 Nukleotiden (nt) gekennzeichnet und werden 

weltweit aus Wasservögeln isoliert. Im Vergleich zu den Stämmen der Klasse II, Genotyp I-IV 

mit einer Genomlänge von 15186 nt, besitzen sie zusätzlich 12 nt im P-Gen. Die 

Genotypen V-VIII der Klasse II weisen zusätzlich sechs nt in der 5´-nichtkodierenden Region 

des NP-Gens auf und verfügen somit über eine Genomlänge von insgesamt 15192 nt 

(Czeglédi et al., 2006). Alle drei Genomgrößen entsprechen einem Vielfachen von sechs und 

erfüllen die für die Virusfamilie charakteristische αǊǳƭŜ ƻŦ ǎƛȄάΣ ǿŜƭŎƘŜ ŦǸǊ ŘƛŜ wŜǇƭƛƪŀǘƛƻƴ 

essentiell ist (Calain and Roux, 1993; Kolakofsky et al., 1998; Peeters et al., 2000). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Schematische Darstellung des NDV-Genoms. Das ca. 15,2 kb große Genom kodiert in 3´-5 -́

Richtung für die Proteine NP, P, M, F, HN und L. Die Genomenden werden von einer 3´-Leadersequenz (55 

Nukleotide) und einer 5-́Trailersequenz (114 Nukleotide) flankiert, welche an ihren Enden revers 

komplementär zueinander sind. Die einzelnen Gene sind durch unterschiedlich lange intergene Regionen 

getrennt. Jedes Gen ist nach folgendem Schema aufgebaut: Genstartsequenz-nichtkodierende Region-

offener Leserahmen-nichtkodierende Region-Genendsequenz. 
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1.1.3 Struktur und Funktion der viralen Proteine 

Die Proteine des Ribonukleoproteinkomplexes (NP, P und L) 

Das phosphorylierte Nukleoprotein (NP) besteht aus 489 Aminosäuren (AS) und ist mit 

einem Molekulargewicht von etwa 53 kDa das am häufigsten in der infizierten Zelle 

vorhandene Virusprotein. Es ist mit seinem konservierten aminoterminalen Bereich eng mit 

der viralen RNA assoziiert und bedingt somit einerseits die helikale Struktur des 

Nukleokapsids und andererseits schützt es die RNA vor Proteasen (Choppin, 1988). Die 

Interaktion mit dem Phosphoprotein (P) und der RNA-abhängigen RNA-Polymerase (L) 

erfolgt über den carboxyterminalen Teil des Proteins und ist Voraussetzung für die korrekte 

Transkription und Replikation des viralen Genoms (Hamaguchi et al., 1983; Lamb and Parks, 

2013). 

Das 395 AS umfassende und in monomerer oder trimerer Form vorliegende P-Protein weist 

ein Molekulargewicht von 53-55 kDa auf und ist durch eine starke Phosphorylierung an 

spezifischen Serin- und Threoninresten gekennzeichnet (Ganar et al., 2014; Qiu et al., 2016b; 

Smith and Hightower, 1981). Sein Carboxyterminus zeichnet sich durch eine 

Oligomerisierungsdomäne aus, die gleichzeitig den Bindungsort für das NP und das L-Protein 

darstellt. Als Kofaktor im P- und L-Komplex und als Chaperon, das die fehlerhafte 

Verpackung nicht-viraler RNA durch das NP verhindert, stellt das P-Protein eine essentielle 

Komponente für die virale RNA-Synthese dar (Samal, 2011). Für NDV ist der Mechanismus 

der RNA-Editierung des P-Gens mehrfach gezeigt worden. Er ist durch die 

posttranskriptionelle Insertion eines oder zweier Guanosinreste an der Editierungsstelle, und 

die daraus resultierende Entstehung von insgesamt drei mRNA-Spezies gekennzeichnet 

(Steward et al., 1993). Neben der mRNA für das P-Protein (uneditiert) entstehen zusätzlich 

die mRNAs für das V-Protein (Insertion eines Guanosinrestes) und das W-Protein (Insertion 

zweier Guanosinreste) (Steward et al., 1993). Während das V-Protein bereits 2003 

nachgewiesen werden konnte und bekannt ist, dass es als Interferon-Antagonist im 

Stoffwechsel der Wirtszelle eine bedeutende Rolle spielt (Mebatsion et al., 2003; Park et al., 

2003), konnte die Existenz des W-Proteins erst kürzlich gezeigt werden (Karsunke et al., 

2019).  

Das L-Protein ist mit 2204 AS das größte virale Protein und weist ein Molekulargewicht von 

249 kDa auf. Das für das L-Protein kodierende Gen ist das am stärksten konservierte Gen des 
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NDV (Wise et al., 2004). Es liegt am weitesten vom Promotor entfernt und bildet im RNP-

Komplex mengenmäßig den geringsten Anteil. Das L-Protein ist wesentlich an der Steuerung 

von Transkription und Replikation des viralen Genoms, welche durch die Assoziation mit den 

NP und P-Proteinen gewährleistet wird, beteiligt. Darüber hinaus werden dem L-Protein alle 

enzymatischen Prozesse, wie das 5´-Capping (Colonno and Stone, 1976), die 3-́

Polyadenylierung (Lamb and Parks, 2013) und die Methylierungsreaktionen (Colonno and 

Stone, 1975) zugeschrieben, die für die Synthese funktioneller RNA notwendig sind. 

 

Das Matrixprotein (M) 

Das M-Protein umfasst 364 AS und besitzt ein Molekulargewicht von 39 kDa (McGinnes and 

Morrison, 1987). Es interagiert sowohl mit der Lipidhülle als auch mit den zytoplasmatischen 

Domänen der Oberflächenproteine F und HN (Garcia-Sastre et al., 1989) und dem 

Nukleokapsid. Das M-Protein besitzt zwei basische AS-Cluster, die eine 

Kernlokalisationssequenz bilden und für den Kerntransport des Proteins essentiell sind 

(Coleman and Peeples, 1993). Neben seiner Stützfunktion durch die Anlagerung unterhalb 

der Virushülle und die Wechselwirkung mit den Aktinfilamentstrukturen (Giuffre et al., 1982) 

wird dem M-Protein eine entscheidende Rolle bei der Virusmorphogenese und -freisetzung 

zugewiesen (Samal, 2011). 

 

Die Oberflächenproteine (F und HN) 

Das F-Protein und das HN-Protein stellen als Oberflächenproteine des NDV die zwei 

Hauptimmunogene dar (Boursnell et al., 1990; Lamb and Parks, 2013). 

Das F-Protein ist als homotrimeres Spikeprotein in der Virushülle verankert (Russell et al., 

1994) und vermittelt durch die Fusion von Virus- und Wirtszellmembran den Eintritt des 

Virions in die Zielzelle. Es besteht aus einem globulären Bereich mit einem aminoterminalen 

Signalpeptid, der proteolytischen Spaltstelle, dem Fusionspeptid, heptad repeat-Sequenzen, 

sowie einer Transmembrandomäne und einer carboxyterminalen, zytoplasmatischen 

Domäne (Abb. 3) (Morrison, 2003).  
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des NDV F-Proteins. Signalpeptid (SP), Spaltstelle (SpS), Fusionspeptid 

(FP), heptad repeat-Sequenzen (HR1-4), Transmembrandomäne (TMD), Zytoplasmatische Domäne (ZD). 

 

F ist ein aus 553 AS bestehendes Typ-I-Membranprotein, welches zunächst als ca. 67 kDa 

großes Vorläuferprotein F0 gebildet wird. Erst durch proteolytische Spaltung in die 

Untereinheiten F1 (ca. 55 kDa) und F2 (ca. 12 kDa), die über eine Disulfidbrücke kovalent 

verbunden bleiben, wird F in seine aktive Form umgewandelt (Samson et al., 1980). In 

Abhängigkeit von der AS-Sequenz am Carboxyterminus der F2-Untereinheit erfolgt diese 

Spaltung durch trypsinähnliche Proteasen oder durch Proteasen der Furinfamilie. Die 

Bedeutung der  AS-Sequenz an der Spaltstelle für die Pathogenität des NDV konnte bereits 

von Nagai et al. gezeigt werden (Nagai et al., 1976). Durch die proteolytische Spaltung 

werden sowohl der Carboxyterminus der F2-Untereinheit als auch der stark hydrophobe 

Aminoterminus der F1-Untereinheit freigelegt (Rott and Klenk in Alexander, 1988c). Nach der 

Spaltung kann der hydrophobe Bereich der F1-Untereinheit mit dem HN-Protein interagieren 

und wirkt nach einer Konformationsänderung als Fusionspeptid (Kohama et al., 1981; 

Morrison et al., 1993; Morrison, 2003). Dieses Fusionspeptid vermittelt im Infektionsverlauf 

die Viruspenetration durch die Fusion von Virus- und Wirtszellmembran. In Abhängigkeit von 

der Virulenz des NDV-Stammes kann es neben der Verschmelzung von Virus- und 

Wirtszellmembran auch zur Verschmelzung von Zellmembranen untereinander kommen, 

welche Ursache für die Bildung von Synzytien infizierter Zellen sind (Sergel and Morrison, 

1995). 

  

HR4 

 

 Potentielle Glykosylierungsstellen 

F
1(AS 117-553)

 F
2 (AS 1-116)

 

          

SP SpS FP HR1 HR3 HR2 TMD ZD 
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Das HN-Protein liegt als Homotetramer vor und zählt zu den Typ-II-Membranproteinen. Es 

besteht aus einem aminoterminalen zytoplasmatischen Bereich, gefolgt von einer 

Transmembrandomäne, einer Stieldomäne und einer globulären Kopfregion (Lamb and 

Parks, 2013), die durch zwei Rezeptorbindungsstellen gekennzeichnet ist (Abb. 4) (Iorio 

et al., 2001; Zaitsev et al., 2004). 

  

  

 

 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des NDV HN-Proteins. Zytoplasmatische Domäne AS 1-26 (ZD), 

Transmembrandomäne AS 27-48 (TMD), Stielregion AS 49-143, Globuläre Domäne AS 144-571/577/616,  

heptad repeat-Sequenzen (HR1-2). 

 

Es hat eine molekulare Masse von ca. 63 kDa, kann bis zu sechs Glykosylierungsstellen 

aufweisen (Millar et al., 1986) und ist in der Virusmembran verankert. Vergleicht man 

Sequenzen unterschiedlicher NDV-Stämme, so wird deutlich, dass aufgrund 

unterschiedlicher Positionen des Stopkodons im HN-ORF Proteine unterschiedlicher Länge 

vorkommen (Sakaguchi et al., 1989; Samal, 2011; www.ncbi.nlm.nih.gov), wobei die 

Mehrzahl aller NDV ein HN mit Längen von 571, 577 bzw. 616 AS aufweisen. Charakteristisch 

für avirulente (lentogene) Stämme ist eine HN-Länge von 616 AS. Dabei handelt es sich um 

ein Vorläuferprotein (HN0), das nach Abspaltung eines glykosylierten Fragmentes an der 

Zelloberfläche aktiviert wird (Garten et al., 1980; Gorman et al., 1988; Nagai and Klenk, 

1977; Nagai et al., 1976; Sato et al., 1987). Hochvirulente (velogene) Stämme sind häufig 

durch eine HN-Länge von 571 AS gekennzeichnet, wohingegen lentogene NDV häufig ein HN 

von 577 bzw. 616 AS aufweisen.  

Die Hämagglutination und die Neuraminidaseaktivität zählen zu den wichtigsten 

Eigenschaften des HN-Proteins. Über die Abspaltung von N-Acetyl-Neuraminsäureresten und 

die damit verbundene Annäherung des Virus an die Zielzelle erfolgt  die Anheftung des Virus 

an die Wirtszelle. Die Abspaltung der Neuraminsäurereste verhindert zum einen eine 

erneute Infektion der Zelle durch ein anderes Viruspartikel und zum anderen die Aggregation 

   

TMD HR2 

     

HR1 

Potentielle Glykosylierungsstellen 

ZD Stielregion Globuläre Domäne 
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freiwerdender Viruspartikel während des Ausschleusungsprozesses (Budding) (Lamb and 

Parks, 2013). Zusammen mit dem F-Protein ist das HN-Protein an der Membranfusion 

maßgeblich beteiligt. Nach Bindung des Virus an die Neuraminsäurereste über das HN-

Protein kommt es nach Freilegen einer hydrophoben Domäne des HN zur Interaktion mit 

dem Fusionspeptid des F-Proteins, gefolgt von dessen Konformationsänderung und dem 

Einleiten der Membranfusion (McGinnes et al., 2002; Takimoto et al., 2002). 

 

1.1.4 Replikationszyklus 

Die Adsorption des Virus an die Zelloberfläche (Attachment) stellt den ersten Schritt im 

Replikationszyklus des NDV dar. Über das HN-Protein bindet das Virus an den zellulären 

Rezeptor, die N-Acetyl-Neuraminsäure, die durch die Neuraminidaseaktivität abgebaut wird, 

was eine räumliche Nähe zwischen Virus und Zelle bewirkt. Sowohl durch die räumliche 

Nähe zwischen Virus und Zelle als auch durch die Wechselwirkung zwischen F und HN 

kommt es zu einer Konformationsänderung im F, gefolgt von der Verankerung des 

hydrophoben Fusionspeptids in der Zellmembran und der pH-unabhängigen Verschmelzung 

beider Membranen (Penetration) (Lamb and Parks, 2013). Nach Vollendung der 

Membranfusion wird der RNP-Komplex, der die genomische RNA enthält, ins Zytoplasma 

entlassen (Uncoating), in dem die Replikation stattfindet. Zu geringen Anteilen kann die 

Freisetzung des RNP-Komplexes auch durch rezeptorvermittelte Endozytose oder Caveolae-

abhängige Endozytose erfolgen (Cantin et al., 2007). Nach Freilassung des RNP-Komplexes in 

das Zytoplasma kommt es zunächst zur Transkription subgenomischer mRNAs. Der aus NP, P 

und L bestehende Transkriptionskomplex bildet zunächst vom viralen Promotor ausgehend 

am 3-́Ende eine nicht gecappte und nicht polyadenylierte Leader-RNA, der regulatorische 

Eigenschaften zugesprochen werden (Kurilla et al., 1985). Der Transkriptionskomplex 

wandert nun fortwährend Richtung 5´-Ende der RNA, wobei die Genstart- und 

Genendsequenzen jedes einzelnen Gens als Start-Stopp-Mechanismus fungieren (Millar and 

Emmerson in Alexander, 1988d). Die gebildeten mRNAs, deren Capping, Polyadenylierung 

und Methylierung durch die RNA-abhängige RNA-Polymerase erfolgen, dienen als Template 

für die Translation der Proteine. Erst nach Vorhandensein ausreichender Mengen freier NP 

kann das Umschalten von Transkription zur Replikation des Genoms erfolgen (Lamb and 

Parks, 2013). Dabei kommt es zur Interaktion zwischen den NP-Proteinen mit der Leader-



Einleitung 

10 

RNA, gefolgt von einer Antitermination der neugebildeten RNA an den Genendsequenzen. 

Zusammen mit P- und L-Protein kann es nun zur Synthese eines durchgängigen Antigenoms 

(Plusstrang-RNA) kommen, welches keinerlei Capstrukturen bzw. Polyadenylierungen 

aufweist und als Grundlage für die Synthese neuer genomischer viraler RNA dient. Die neu 

synthetisierte virale RNA bildet mit den am rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER) 

gebildeten und im Golgi-Apparat prozessierten Proteinen NP, P und L neue RNP-Komplexe 

(Peeples in Alexander, 1988e). Auch F und HN werden am rER gebildet, anschließend im 

Golgi-Apparat glykosyliert, das F0-Vorläuferprotein in seine Untereinheiten F1 und F2 

gespalten und anschließend, wie der RNP-Komplex und das M-Protein, zur Plasmamembran 

transportiert. Der Zusammenbau der Virionen erfolgt an Membran-Lipid-Rafts, gefolgt vom 

Ausstülpen der Plasmamembran und Freisetzen der Viruspartikel durch Knospung (Budding) 

(Laliberte et al., 2006). 

 

1.1.5 Klinisches Bild und Pathogenese 

Bei einer Infektion mit APMV-1 kommt es zu unterschiedlichen Verlaufsformen. Neben dem 

Virusstamm haben auch das Alter bzw. der Immunstatus der Tiere sowie das Umfeld (Stress, 

Hygiene) und Sekundärerkrankungen Einfluss auf die Ausprägung des Krankheitsbildes 

(Kaleta, 1992b). 

Zu denen durch APMV-1 hervorgerufenen klinischen Symptome zählen respiratorische, 

gastrointestinale und neuronale Symptome sowie ein Rückgang der Legeleistung, welche 

abhängig vom Pathogenitätstyp des APMV-1 unterschiedlich stark ausgeprägt sind. Die 

Einteilung der Isolate in unterschiedliche Pathogenitätstypen erfolgt anhand des 

intrazerebralen Pathogenitätsindex (ICPI). Stämme, die einen ICPI < 0,7 aufweisen, gelten als 

lentogen und verursachen nur milde respiratorische Erkrankungen in Jungtieren, während 

ältere Tiere meist symptomfrei bleiben. Mesogene (mittlere Pathogenität) Stämme zeichnen 

sich durch einen ICPI von 0,7ς1,5 aus und verursachen neben respiratorischen Symptomen 

hauptsächlich bei Jungtieren auch Störungen des ZNS, verbunden mit einer Mortalitätsrate 

von bis zu 50 %. Velogene (hohe Pathogenität) NDV sind durch einen ICPI > 1,5 

gekennzeichnet und werden je nach Induktion von neurologischen Störungen oder 

hämorrhagischen Läsionen zusätzlich in neurotrop und viscerotrop unterteilt. Nach Infektion 
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mit einem velogenen Isolat beträgt die Mortalität der Tiere aller Altersklassen bis zu 100 % 

(Beard, 1984; Alexander et al., 2008). 

 

1.1.6 Diagnostik 

Besteht in Europa der Verdacht eines ND-Ausbruchs in einem Geflügelbestand, so sind 

festgelegte diagnostische Verfahren sowohl für die Bestätigung als auch die Differenzierung 

der ND-YǊŀƴƪƘŜƛǘ ŘǳǊŎƘȊǳŦǸƘǊŜƴΦ IƛŜǊōŜƛ ōŜȊƛŜƘǘ ǎƛŎƘ ŘŜǊ .ŜƎǊƛŦŦ DŜŦƭǸƎŜƭ ŀǳŦ α9nten, Gänse, 

Fasane, Hühner, Laufvögel, Perlhühner, Rebhühner, Tauben, Truthühner und Wachteln, die 

zur Zucht oder zur Erzeugung von Fleisch oder Konsumeiern oder zur Aufstockung des 

Wildbestandes gehalten werdenά (Geflügelpestverordnung 2005, §1). 

Um die ND eindeutig zu diagnostizieren, ist die Virusisolierung und Charakterisierung 

erforderlich. Zum Routineverfahren der ND-Diagnostik gehört die Virusanzucht im 

spezifiziert pathogenfreien (SPF) embryonierten Hühnerei (ECE), wobei Tracheal- oder 

Oropharyngeal- und Kloakentupfer von lebenden Tieren bzw. Organproben bereits 

verstorbener Tiere genutzt werden. Anschließend erfolgt der Nachweis von NDV in der 

Allantoisflüssigkeit mittels Hämagglutinationstest (CEC, 1992). Zur Virusidentifikation finden 

neben dem Hämagglutinationshemmtest (Alexander et al., 1987) auch der Enzyme-linked 

Immunosorbent Assay (Snyder et al., 1984) und der Virus-Neutralisationstest Anwendung. 

Zusätzlich zu den serologischen Methoden werden molekularbiologische Verfahren wie die 

reverse Transkriptase Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) und die RT Echtzeit (realtime) PCR 

(RTqPCR) mittels spezifischer Primer genutzt (Miller et al., 2010), wobei sich die RTqPCR 

durch ihre hohe Sensitivität auszeichnet. Verschiedene RTqPCR-Verfahren, basierend auf 

unterschiedlichen Abschnitten im NDV-Genom (Matrix-Gen-Assay, Fusions-Gen-Assay 

Polymerase-Gen-Assay) werden zur NDV-Charakterisierung angewandt (Miller et al., 2010). 

Zur Einschätzung der Pathogenität eines einzelnen NDV-Isolates wird der ICPI-Test 

herangezogen. Zur Bestimmung des ICPI werden Eintagsküken intrazerebral mit virushaltiger 

Allantoisflüssigkeit, die einen Hämagglutinationstiter von җ 24 aufweist, infiziert, über acht 

Tage beobachtet und der Gesundheitszustand der Tiere täglich bewertet (gesund=0 Punkte, 

krank=1 Punkt und tot=2 Punkte). Der ICPI ergibt sich aus der Summe der Bewertungen, 

bezogen auf die Anzahl der Tiere und Beobachtungstage. Neben dem ICPI können auch die 

mittlere Absterbezeit der Embryonen nach Virusinokulation ins Ei (MDT) und der intravenöse 



Einleitung 

12 

Pathogenitätsindex (IVPI), der in sechs Wochen alten Hühnern bestimmt wird, zur 

Einschätzung der Virulenz des Isolates herangezogen werden (Alexander, 1988h). 

Entsprechend der EU-Richtlinie (CEC, 1992) gelten NDV mit einem ICPI җ 0,7 als Seuchenvirus 

und sind anzeigepflichtig. 

 

1.2 Das Paramyxovirus-1 der Taube 

1.2.1 Einordnung des Erregers 

Die Paramyxovirose der Taube ist in erster Linie eine Erkrankung von Brief-, Rasse-, Stadt- 

und Wildtauben, die durch den Taubentyp des APMV-1 (PPMV-1) hervorgerufen wird. Doch 

auch andere Vögel wie z.B. Falken, Kakadus, Fasane oder Rotkehlchen und vor allem 

Wirtschaftsgeflügel sind für den Erreger empfänglich (Abolnik et al., 2008). Auch das PPMV-1 

hat zoonotisches Potential und kann unter bestimmten Bedingungen zu einer 

Lungenentzündung und sogar zum Tod führen (Goebel et al., 2007; Svraka et al., 2010). 

Nach der phylogenetischen Einteilung von Czeglédi (Czeglédi et al., 2006) und Diel (Diel 

et al., 2012a)  werden die PPMV-1-Isolate der Klasse II, Genotyp VI zugeordnet (Abb. 5). 
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Abbildung 5:  Ausschnitt einer schematischen Darstellung des phylogenetischen Baumes ausgewählter NDV-

Stämme und des PPMV-1 R75/98, basierend auf dem Vergleich von F-Gensequenzen (offener Leserahmen). 

Die Einteilung des PPMV-1-Isolates R75/98 in den Genotyp VI erfolgte nach Czeglédi et al. (Czeglédi et al., 

2006).  

Die hohe genetische Diversität innerhalb dieses Genotyps erfordert eine weitere 

Untergliederung in neun Subgenotypen (Diel et al., 2012a). Die einzelnen Subgenotypen und 

deren Verbreitung sind in Tabelle 1 aufgelistet. 

 

Tabelle 1: Phylogenetische Einordnung der PPMV-1-Subgenotypen und deren Verbreitung (Dimitrov et al., 

2016). Innerhalb der Klasse II der APMV-1 werden die PPMV-1-Isolate dem Genotyp VI zugeordnet, welcher in 

neun Subgenotypen unterteilt wird. Die PPMV-1-Isolate sind weltweit verbreitet. 

Klasse Genotyp Subgenotyp Verbreitung 

II VI 

VIa Asien, Europa, Mittlerer Osten und USA seit 1990 

VIb 
Mittlerer Osten Ende 1960er ς Anfang 1970er; 

Argentinien, China, Italien und USA 1984 ς 2007 

VIc Ost-Asien in den 1980ern und 1990ern 

VId Europa während der 1990er 

VIe China 1996 ς 2012 
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Klasse Genotyp Subgenotyp Verbreitung 

VIf USA 1984 ς 2007 

VIg Nigeria, Russland und Ukraine 2005 ς 2011 

VIh Argentinien 1997, Kenia und Nigeria 2007 ς 2013 

VIi Italien 2010 ς 2011, Nigeria 2013 

 

1.2.2 Historie des PPMV-1 

Während in den 1970er Jahren PPMV-1-Infektionen nur sporadisch auftraten, kam es in den 

1980er Jahren zu einer seuchenhaften Ausbreitung in nahezu allen europäischen Ländern. 

Der Mittlere Osten (Irak) wird als Ursprung dieses seuchenhaften Auftretens vermutet, wo 

es in den 1970er Jahren zu TŀǳōŜƴŜǊƪǊŀƴƪǳƴƎŜƴ ƪŀƳΣ ŘƛŜ ǾƻǊŜǊǎǘ ŀƭǎ αǾƛǊŀƭŜ 

9ƴȊŜǇƘŀƭƻƳȅŜƭƛǘƛǎά ōȊǿΦ αƪƻƴǘŀƎƛǀǎŜ tŀǊŀƭȅǎŜά ōŜȊŜƛŎƘƴŜǘ ǿǳǊŘŜƴ (Al Falluji et al., 1979). 

Kaleta et al. konnten mittels in vitro und in vivo-Untersuchungen den Nachweis erbringen, 

dass das Isolat BVC 78 aus dem Jahr 1981 dem Taubentyp der APMV-1 zuzuordnen war und 

den Ursprung der Panzootie der Tauben darstellte (Kaleta et al., 1985). Mit Hilfe 

monoklonaler Antikörper konnte das Virus als Subtyp P (Pigeon) des APMV-1 charakterisiert 

werden (Alexander et al., 1987; Collins et al., 1989). Die rasche Verbreitung des Erregers in 

Europa erfolgte im Jahr 1981 von Italien ausgehend (Biancifiori and Fioroni, 1983) über 

Deutschland 1982 (Richter, 1983a, b), Österreich 1983 (Schusser, 1984) bis nach 

Großbritannien 1983/84 (Alexander et al., 1985b). Der Ausbruch in Geflügelbeständen in 

Großbritannien machte bereits damals deutlich, dass nicht nur Tauben von diesem Subtyp 

betroffen sein können (Alexander and Parsons, 1984). 

Die Ausbreitung des Erregers der Taubenparamyxovirose wurde durch Handel, 

Ausstellungen und Flugwettbewerbe begünstigt. Bis heute sind PPMV-1 weltweit verbreitet 

und führen überwiegend zu Erkrankungen und Verlusten in Taubenbeständen (Alexander, 

2001). Besonders in China kommt es bis heute zu regelmäßigen PPMV-1 Epidemien (Wei 

et al., 2018). 

 

1.2.3 Infektionsverlauf und Erregertropismus 

Die Infektion mit PPMV-1 kann aerogen über die Schleimhäute des Respirationstraktes oder 

oral-fäkal über die Schleimhäute des Digestionstraktes stattfinden. Die Virusausscheidung 
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erfolgt hauptsächlich über den Kot erkrankter Tiere (Kaleta, 1992b), über kontaminierte 

Nahrung bzw. kontaminiertes Wasser (McFerran and McCracken in Alexander, 1988f). 

Bereits am ersten Tag nach Infektion über den oronasalen Weg kommt es zur Virämie und 

Erregerausscheidung, wobei das Maximum der Ausscheidung an den Tagen 5-10 erfolgt. Am 

ersten Tag der Virämie ist das Virus mittels Virusisolierung bereits in Lunge, Leber, Milz und 

peripheren Leukozyten nachweisbar. Vom 2. bis zum 7. Tag ist der Erreger in allen inneren 

Organen, besonders im Nierengewebe, Gehirn und Rückenmark, detektierbar, wobei die 

Virusmenge im Darm sehr gering ausfällt. Aus Kot und Niere kann der Erreger am längsten 

isoliert werden (bis 13 Tage nach Infektion). Auch die Virusübertragung über das Brutei, die 

meist mit erhöhter Embryomortalität bzw. einer schlechteren Schlupfrate einhergeht, wurde 

bereits beschrieben (Kaleta, 1992b). 

 

1.2.4 Klinisches Bild und Pathogenese 

Wie für das APMV-1 bereits beschrieben (Abschn. 1.1.5), kommt es auch bei einer Infektion 

mit PPMV-1 zu unterschiedlichen Verlaufsformen, bedingt durch Faktoren wie den 

Virusstamm, das Alter bzw. den Immunstatus der Tiere und Sekundärerkrankungen (Kaleta, 

1992b). 

Es sind zwei Formen der Erkrankung bekannt. Die klinisch apparente Form ist neben einer 

Allgemeinerkrankung auch durch das Auftreten neuronaler Symptome gekennzeichnet. Dem 

gegenüber steht die klinisch inapparente Form, welche sich trotz nachweisbarer 

APMV-1-Antikörper im Blut des infizierten Tieres und die Ausscheidung des Virus über den 

Kot durch das Fehlen charakteristischer Krankheitssymptome auszeichnet. Infizierten Tieren 

mit derartigem Krankheitsverlauf wird eine große Bedeutung hinsichtlich der 

Erregerausbreitung in Zusammenhang mit Ausstellungen und Wettflügen zugeschrieben, da 

sie unbemerkt das Virus verbreiten können. 

Zielorgane des Virus sind neben den Schleimhäuten des Respirations- und 

Gastrointestinaltraktes der Legeapparat und das zentrale Nervensystem (ZNS). Im Falle einer 

apparenten Verlaufsform kommt es nach einer Inkubationszeit von 5-14 Tagen (bis zu 

vier Wochen) zunächst zu einer Allgemeinerkrankung, die durch Symptome wie Apathie, 

verringerte Futteraufnahme und erhöhte Wasseraufnahme gekennzeichnet ist. Aufgrund der 

erhöhten Wasseraufnahme kommt es zur sogenannten Polyurie. Diese ist an geformten 
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Kotbestandteilen, die von einer Wasserlache umgeben sind, zu erkennen. Nach der Phase 

der Polyurie können bei bis zu 30 % der erkrankten Tiere neuronale Störungen beobachtet 

werden. Es kann jedoch auch ohne eine vorangegangene Allgemeinerkrankung zu Störungen 

des ZNS kommen. Wie auch bei der NDV-Infektion der Hühner kommt es zu Ataxie, die sich 

in der Paralyse der Flügel, Gleichgewichtsstörungen, dem Schiefhals (Torticollis) oder einer 

vollständigen Lähmung des Tieres äußern kann (Alexander and Jones, 2001). Trotz des 

langen Anhaltens der neuronalen Symptome, könnten Tauben theoretisch nach dieser Phase 

der Erkrankung wieder genesen, jedoch erlösen viele Halter die Tiere nach einer längeren 

Krankheitsdauer. Die Morbiditätsrate liegt zwischen 30 % und 70 %, die Mortalitätsrate 

beträgt 10 %, wobei sich diese durch eine gleichzeitige bakterielle Infektion des Tieres 

erhöhen kann (Vindevogel and Duchatel in Alexander, 1988g). Die Todesfälle sind meist 

durch die Unfähigkeit zur Wasser- und Futteraufnahme bedingt (Kaleta, 1992a). 

Die Einteilung der Isolate in unterschiedliche Virulenzgruppen erfolgt wie bei NDV 

(Abschn. 1.1.5) anhand des ICPIs in lentogene, mesogene und velogene Stämme. Auch bei 

PPMV-1 werden die velogenen Stämme zusätzlich in viscerotrop und neurotrop unterteilt 

(Beard, 1984; Alexander et al., 2008). 

 

1.2.5 Bedeutung der PPMV-1-Infektion für Geflügelbestände 

Durch die Übertragbarkeit des PPMV-1 auf Hühner stellt das Virus auch für das 

Wirtschaftsgeflügel eine Bedrohung dar. 1984 kam es in Großbritannien zu mehr als 23 ND-

Ausbrüchen in Geflügelbeständen, gefolgt von der Tötung mehrerer hunderttausender Tiere 

um die Seuche erfolgreich einzudämmen. Ursache für diese Ausbrüche war Futter, das durch 

Kot und Kadaver erkrankter Wildtauben kontaminiert war (Alexander et al., 1985b). 

Gekennzeichnet waren die PPMV-1-Ausbrüche hauptsächlich durch eine um bis zu 90 % 

verminderte Legeleistung, das Auftreten von Diarrhoe und zentralnervösen Symptomen. Die 

Mortalitätsrate betrug 30 % nach Auftreten von ZNS-Symptomen. Die für den Ausbruch 

verantwortlichen Isolate wiesen, mit Ausnahme eines einzigen Isolates (ICPI 0,7), ICPI-Werte 

von 1,5ς2,0 auf. 

Nur wenige Jahre später kam es in Irland und erneut in Großbritannien zu weiteren 

Ausbrüchen der ND bei Geflügel, die durch das PPMV-1 ausgelöst wurden (Alexander, 1995, 

2001). 
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Auch in Deutschland wurde das Vorkommen von PPMV-1 in Hühnern in einer 

wissenschaftlichen Studie bestätigt (Werner et al., 1999). Im Rahmen dieser Studie wurden 

635 APMV-1 Isolate der Jahre 1992-96 untersucht, von denen 149 Isolate dem Taubentyp 

zugeordnet wurden. Von diesen 149 Isolaten stammten 129 aus Tauben, neun Isolate aus 

exotischen Vögeln, jeweils ein Isolat aus einem Fasan und einer Ente und insgesamt neun 

Isolate aus Hühnern. Die Einstufung der Isolate hinsichtlich ihrer Virulenz reichte von 

mesogen (146 Isolate) bis velogen (3 Isolate) und die mit dem Taubentyp infizierten Tiere 

zeigten deutliche Krankheitssymptome, was das Gefährdungspotential für Geflügel durch 

das PPMV-1 deutlich unterstreicht. Es wurde außerdem nachgewiesen, dass Tauben auch 

Träger velogener APMV-1 Hühnerstämme sein können. Bis heute kommt es zu sogenannten 

Spillover-Ereignissen, die sowohl subklinisch (Mulisa et al., 2014) als auch von klinischen 

Symptomen begleitet (Dodovski Aleksandar, 2013) verlaufen können. 

Sowohl die Ausprägung der klinischen Symptome in verschiedenen Spezies als auch die 

Pathogenität wurde hinreichend für verschiedene PPMV-1-Isolate untersucht. Die 

unterschiedlichen klinischen Symptome wurden mittels experimenteller Infektion von 

Tauben, Hühnern und Puten mit acht verschiedenen PPMV-1-Isolaten nachgewiesen (Kaleta, 

1992b). Während alle acht Isolate bei den Tauben Polyurie und später Flügellähmung und 

Torticollis auslösten, kam es bei den Hühnern in je einem Fall zu keiner Symptomatik bzw. zu 

einem milden Krankheitsverlauf. In den Puten führten insgesamt zwei der Isolate zu keinerlei 

Symptomatik und die Krankheit der meisten Tiere verlief ohne neurologische Störungen. 

Dennoch war die Anzahl der verstorbenen Tiere bei den Puten am höchsten. Auch in einer 

kürzlich durchgeführten Studie zeigte sich die unterschiedliche Ausprägung der Klinik und die 

damit einhergehenden histopathologischen Veränderungen, welche in den experimentell 

infizierten Tauben am stärksten ausgeprägt waren, gefolgt von Hühnern und Puten 

(Olszewska-Tomczyk et al., 2018). 

Hinsichtlich ihrer Pathogenität ist ein Großteil der PPMV-1-Isolate dem mesogenen Pathotyp 

zuzuordnen. Alexander und Parsons (1984) führten Untersuchungen an 40 PPMV-1-Isolaten 

hinsichtlich ihrer Pathogenität durch, deren ICPI-Werte zwischen 1,28 und 1,76 und deren 

IVPI-Werte zwischen 0 und 1,81 lagen (Alexander and Parsons, 1984). Ebenso wurden 

57 Virusisolate von Tauben aus 12 europäischen Ländern, Israel, Japan und dem Sudan aus 

den Jahren 1981-1983 in einer umfangreichen Studie analysiert. 

Pathogenitätsbestimmungen ergaben ICPI-Werte von 1,06 - 1,79 und IVPI-Werte von 0 - 2,44 
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(Alexander et al., 1985a). Weiterhin zeigten Isolate aus Tauben nach mehrmaligen Passagen 

in Hühnern eine Pathogenitätssteigerung für Tauben und Hühner, die durch einen erhöhten 

ICPI bzw. IVPI gekennzeichnet waren (Alexander and Parsons, 1984). Ein ähnliches Ergebnis 

zur Pathogenitätssteigerung zeigten auch Kommers et al. mit vier PPMV-1-Isolaten, wobei 

sich die klinische Symptomatik hauptsächlich auf Depressionen und wenige neuronale 

Symptome in den vier Wochen alten Hühnern beschränkte, es jedoch bei den zwei Wochen 

alten Hühnern vermehrt zu klinischen Symptomen mit Todesfolge kam (Kommers et al., 

2001). Auch Dortmans et al. zeigten, dass die Pathogenität für ein PPMV-1-Isolat nach 

mehrmaliger Passage in Hühnern bedingt durch Punktmutationen im L- und P-Protein 

anstieg (Dortmans et al., 2011a). Auch wenn mit PPMV-1 infizierte Geflügelbestände nicht 

zwangsläufig Symptome aufweisen (de Almeida et al., 2013; Mulisa et al., 2014), 

verdeutlichen diese Pathogenitätssteigerungen die Gefahr, die potentiell von den im 

Geflügel zirkulierenden PPMV-1-Isolaten ausgehen kann.  

Wie zahlreiche Untersuchungen zeigten, können Tauben einerseits symptomfreie Träger des 

Virus sein, aber in Abhängigkeit vom Gesundheitszustand, dem Virusstamm und den 

Umweltbedingungen auch erkranken. Häufig konnten dem Genotyp VI zugeordnete Isolate, 

aber auch NDV anderer Genotypen, aus Tauben isoliert werden. Somit kann den Tauben in 

zweifacher Hinsicht eine Bedeutung für das Wirtschaftsgeflügel zugeschrieben werden. 

Einerseits können die in den Taubenpopulationen vorkommenden PPMV-1-Isolate auf 

Hühner übertragen werden und zu seuchenhaften Ausbrüchen beim Wirtschaftsgeflügel 

führen, andererseits sind Tauben auch empfänglich für die in Geflügel vorherrschenden 

APMV-1-Isolate (Kommers et al., 2003) und können diese erneut auf Geflügel übertragen.  

 

1.3 Das reverse genetische System 

1.3.1 Entwicklung 

Die gezielte Veränderung viraler Genome wurde durch die Verfügbarkeit reverser 

genetischer Systeme (RGS) möglich. Die Entwicklung der reversen Genetik begann bereits 

1976 mit der Generierung des manipulierten DNA-Virus Simian Virus 40, das die DNA des 

Bakteriophagen Lambda trug (Goff and Berg, 1976). Wenige Jahre später gelang die 

Etablierung weiterer RGS für verschiedene DNA-Viren wie Adenoviren (Jones and Shenk, 

1978), Herpesviren (Post and Roizman, 1981) und Pockenviren (Panicali and Paoletti, 1992). 
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Mit der Veränderung der cDNA eines retroviralen Genoms folgte kurze Zeit später die 

Entwicklung von RGS für positivsträngige RNA-Viren wie Retroviren (Wei et al., 1981), 

Polioviren (Racaniello and Baltimore, 1981) oder Togaviren (Liljestrom et al., 1991; Rice 

et al., 1987). Die reverse Genetik von DNA- und positivsträngigen RNA-Viren hat den Vorteil, 

dass bereits das Virusgenom ohne assoziierte Proteine infektiös ist. Die Transfektion viraler 

Nukleinsäure ist in diesem Fall ausreichend, um einen Replikationszyklus zu initiieren.  

Bei negativsträngigen RNA-Viren wird dagegen die kleinste infektiöse Einheit durch den RNP-

Komplex gebildet. Negativstrang-RNA-Viren benötigen ihre eigene RNA-abhängige RNA-

Polymerase, um die mRNA-Synthese zu initiieren. 1989 wurde ein Helfervirus-abhängiges 

System für Influenzaviren etabliert (Luytjes et al., 1989), bei dem die RNP-Komplex-

Komponenten in trans zur Verfügung gestellt wurden. Dieses System war jedoch für 

nichtsegmentierte, negativsträngige RNA-Viren nicht anwendbar, da der Prozess der 

Rekombination, also der Austausch von Genomsegmenten, sehr selten auftritt. 1986 gelang 

mit der Generierung eines T7-RNA-Polymerase-exprimierenden Vaccinia-Virus der erste 

Schritt in der Entwicklung eines RGS für Negativstrang-RNA-Viren. Dabei wurde das Gen der 

vom Bakteriophagen T7 kodierten RNA-Polymerase mit einem Trankriptionspromotor des 

Vaccinia-Virus gekoppelt und dieses Konstrukt in das Vaccinia-Virus-Genom integriert. Eine 

Infektion von Säugetierzellen mit Vaccinia-Viren bei paralleler Transfektion des 

rekombinanten Vaccinia-Virus-Plasmids führte zur stabilen Expression der T7-RNA-

Polymerase (Fuerst et al., 1986). Die Herstellung von Expressionsplasmiden für die Proteine 

NP, P und L, die unter Kontrolle des T7-Promotors gestellt wurden, stellte einen wichtigen 

Schritt in der Weiterentwicklung zu einem Helfervirus-freien System dar (Pattnaik and 

Wertz, 1991). Das zusätzliche Flankieren der Genomenden mit einer Hepatitis-Delta-

Virus (HDV)-Ribozymsequenz und der damit gewährleisteten Generierung korrekter 

3´-Enden transkribierter cDNA durch die autokatalytische Spaltung des Ribozyms, markierte 

einen weiteren Schritt in der Optimierung des RGS (Perrotta and Been, 1990, 1991). 1994 

wurde diese Verfahrensweise erstmalig für das Gesamtgenom eines Tollwutvirus angewandt 

(Conzelmann and Schnell, 1994; Schnell et al., 1994) und zukünftig analog für weitere 

Vertreter der Ordnung Mononegavirales genutzt. Die Entwicklung von Zelllinien, die die T7-

Polymerase stabil exprimieren, bedeutete eine weitere Verbesserung in der Entwicklung des 

RGS für Negativstrang-RNA-Viren (Buchholz et al., 1999). 
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1.3.2 Das reverse genetische System des NDV 

Für das NDV sind verschiedene RGS beschrieben. Diese basieren beispielsweise auf den 

lentogenen Stämmen La Sota (Peeters et al., 1999), Clone 30 (Römer-Oberdörfer et al., 

1999), Hitchner B1 (Nakaya et al., 2001), NDV4-C (Zhang et al., 2013), dem mesogenen 

Stamm Beaudette C (Krishnamurthy et al., 2000), den velogenen Stämmen Herts/33 (de 

Leeuw et al., 2005), ZJ1 (Liu et al., 2007) und SG10 (Liu et al., 2015) und dem lentogenen 

PPMV-1-Isolat AV324 (Dortmans et al., 2009). 

Für die Herstellung des rekombinanten Clone 30 wurde das NDV-Genom als dsDNA in 5´-3 -́

Richtung in einen Ǉ·уʵ¢-Vektor inseriert, wobei das 5´-Ende von der T7-Polymerase-

Promotorsequenz und das 3´-Ende von einer HDV-Ribozymsequenz mit nachfolgender T7-

Terminationssequenz flankiert wird (Perrotta and Been, 1990, 1991; Schnell et al., 1994). Die 

T7-Polymerase-Promotorsequenz stellt den korrekten Start der Transkription durch die T7-

Polymerase, die konstitutiv in der verwendeten Zelllinie BSR-T7/5 exprimiert wird, sicher 

(Buchholz et al., 1999). Die HDV-Ribozymsequenz garantiert die Generierung des korrekten 

5´-Endes der neu entstehenden viralen RNA. Zusätzlich befinden sich drei 

Guanosinnukleotide zwischen dem T7-Promotor und dem ersten Nukleotid der viralen 

Sequenz, die der Transkriptionssteigerung dienen (Römer-Oberdörfer et al., 1999). Für die 

Bildung des RNP werden die Proteine NP, P und L benötigt. Diese werden durch die 

Kotransfektion von Helferplasmiden bereitgestellt, die den entsprechenden ORF unter 

Kontrolle des T7-Promotors und eine IRES-Sequenz enthalten. Nach erfolgreicher Translation 

der RNP-Proteine können diese mit dem viralen Antigenom komplexieren und genomisch 

orientierte vRNA bilden. Diese stellt die Grundlage für die Bildung neuer Viruspartikel dar 

(Römer-Oberdörfer et al., 1999). Jedoch weist die Generierung infektiöser Viruspartikel 

besonders bei lentogenen Viren aufgrund der reduzierten Replikationseffizienz häufig eine 

geringe Ausbeute auf. Liu et al. entwickelten ein System, welches sich dadurch auszeichnet, 

dass es die drei Plasmide des RNP-Komplexes in einem Plasmid vereint und der gesamte 

Transfektionsansatz aus insgesamt zwei Plasmiden, anstatt der normalerweise genutzten 

vier Plasmide, besteht (Liu et al., 2017). So konnte nicht nur die Transfektionsrate velogener 

NDV-Isolate gesteigert werden, sondern auch die Transfektionsrate lentogener NDV-Isolate 

wurde erheblich verbessert. 
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1.3.3 Einsatz rekombinanter NDV 

Durch die gezielte Veränderung des viralen Genoms können rekombinante NDV generiert 

werden, um z. B. Pathogenitätsstudien durchzuführen oder auch Protein-Protein-

Interaktionen zu untersuchen (de Leeuw et al., 2005; Huang et al., 2004b; Kim et al., 2014; 

Römer-Oberdörfer et al., 2006; Römer-Oberdörfer et al., 2003). Der Austausch ganzer Gene 

im Virusgenom gegen die anderer Viren ermöglicht zum einen die Untersuchung von 

möglichen Pathogenitätsmarkern (Dortmans et al., 2009; Heiden et al., 2014; Huang et al., 

2004b; Wakamatsu et al., 2006b) und zum anderen die Nutzung des Virus als Vektor zur 

Fremdgenexpression. Für Reportergene wie die Chloramphenicol-Acetyltransferase (CAT) 

und das grün fluoreszierende Protein (GFP) konnte die Insertion eines Fremdgens in das 

NDV-Genom und die damit einhergehende Expression des entsprechenden Proteins gezeigt 

werden (Engel-Herbert et al., 2003; Krishnamurthy et al., 2000). Die Eignung als Vektor war 

damit bewiesen und konnte nun für die Expression immunogener Fremdproteine angewandt 

werden. 

Die Untersuchung des NDV als potentielle Vektorvakzine ist vielfach in der Literatur 

beschrieben. So induzierten rekombinante NDV Immunreaktionen gegen Proteine humaner 

Krankheitserreger wie das Hämagglutinin des Influenzavirus (DiNapoli et al., 2010; Nakaya 

et al., 2001), gegen das Gag-Protein des Humanen Immundefizienz-Virus (HIV) (Lawrence 

et al., 2013) und des Simianen Immundefizienz-Virus (Nakaya et al., 2004), gegen 

Glykoproteine des HIV, gegen das Fusionsprotein des Humanen Respiratorischen Synzytial-

Virus (Martinez-Sobrido et al., 2006), gegen das HN-Protein des Humanen 

Parainfluenzavirus 3 (Bukreyev et al., 2005) und gegen das Spike-Protein des SARS-

Coronavirus (Dinapoli et al., 2007). Auch die Testung von NDV als Vektorvakzine in der 

Veterinärmedizin ist vielfach beschrieben, wie z. B. die Expression der Glykoproteine gN und 

gG des Rifttalfieber-Virus (Kortekaas et al., 2010), die Expression des Glykoproteins gD des 

Bovinen Alphaherpesvirus-1 (Khattar et al., 2010) oder die Expression der G- und F-Proteine 

des Nipah-Virus (Kong et al., 2012). Leider erzeugen diese Vektorvakzinen häufig nur einen 

Teilschutz, da Säugetiere nicht zu den natürlichen Wirten des NDV zählen und 

geringpathogene NDV in diesen Organismen stark attenuiert sind, was sich wiederum 

negativ auf die Schutzwirkung auswirken kann (Khattar et al., 2010; Martinez-Sobrido et al., 

2006). 
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Anders hingegen sieht es im Geflügel aus, wo sich das Virus nicht nur im Respirationstrakt, 

sondern auch im Verdauungstrakt vermehrt und so eine verbesserte Schutzwirkung erzielt 

werden kann. Für eine Reihe von Geflügelpathogenen, wie z. B. das aviäre 

Metapneumovirus, das Virus der infektiösen Bursitis oder das aviäre Influenzavirus (AIV) 

stellt das NDV einen potentiellen Vektor dar (Hu et al., 2011; Huang et al., 2004a; Schröer 

et al., 2009; Steglich et al., 2013). Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass 

Doppelinsertionen in das Genom möglich sind, da das NDV das Einfügen zweier Fremdgene, 

wie zum Beispiel das Hämagglutinin- und das Neuraminidasegen des AIV bis zu einer Größe 

von mindestens 3,5 kb toleriert, ohne in seiner Replikation deutlich beeinträchtigt zu werden 

(Ramp et al., 2011). 

Diese Vektoreigenschaft konnte ebenfalls für das onkolytisch wirkende NDV zur Expression 

immunstimulatorischer Moleküle, wie z. B. IFN, IL-2, IgG-Antikörper oder TNF-ʰ genutzt 

werden, was zukünftig eine Bedeutung für die Entwicklung von Krebstherapeutika haben 

könnte (Janke et al., 2007; Puhler et al., 2008; Vigil et al., 2007; Zamarin et al., 2009). 

 

1.4 Virulenzdeterminanten des NDV 

Die Virulenz des NDV wird nachweislich multigen bestimmt und kann den Gewebe- und 

Organtropismus, die Interaktion mit dem Immunsystem des Wirtes oder die virale 

Replikation betreffen (Hunag et al., 2004b; Dortmans et al., 2011b; Kim et al., 2011). Die 

Existenz unterschiedlicher RGS ermöglicht die Veränderung viraler Genome und somit die 

Untersuchung deren Auswirkungen auf die Virulenz. Dabei konnte den einzelnen NDV-

Proteinen ein Einfluss auf die Virulenzausprägung zugeschrieben werden (Abb. 6) (Dortmans 

et al., 2011b). 
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Abbildung 6: Einfluss der einzelnen NDV-Proteine auf die Virulenz (aus Dortmans et al., 2011). Die Ergebnisse 

basieren auf ICPI-Tests rekombinanter NDV-Stämme, bei denen einzelne NDV-Gene unterschiedlich pathogener 

NDV-Isolate mittels reverser Genetik substituiert wurden. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen. 

 

1.4.1 Einfluss der Oberflächenproteine 

Das F-Protein 

Die Oberflächenproteine vermitteln die Virusanlagerung und Fusion und haben damit einen 

bedeutenden Einfluss auf die Virulenz des Virus. Dem Fusionsprotein kommt dabei die 

entscheidende Bedeutung zu, denn die Spaltung des Proteins ist Voraussetzung, dass 

Virusnachkommen neue Zellen infizieren können und damit eine systemische Ausbreitung 

verursachen. Der Wirt des NDV weist zwei verschiedene Klassen von Proteasen in seinem 

Gewebe auf: die trypsinähnlichen Proteasen im Respirations- und Intestinaltrakt, und die 

ubiquitär vorkommenden Proteasen der Furinfamilie. 

Bereits in den 1970er Jahren wurde der Zusammenhang zwischen der Virulenz von NDV, und 

der Spaltbarkeit des F-Proteins durch verschiedene zelluläre Proteasen beschrieben (Nagai 

et al., 1976). Lentogene NDV weisen einzelne basische AS im Bereich der F-

Spaltstellensequenz (112G/E-K/R-Q-G/E-R*L117) und ein Leucin an AS-Position 117 auf. 

Entsprechend kann die Aktivierung ausschließlich durch Trypsin und trypsinähnliche 

Proteasen erfolgen, wodurch die Infektion auf den Respirations- und Intestinaltrakt 

beschränkt ist. Demgegenüber sind mesogene und velogene NDV durch eine polybasische 

Aminosäuresequenz am Carboxyterminus der F2-Untereinheit, die aus einzelnen oder Paaren 

aufeinanderfolgender basischer AS bestehen kann und einem Phenylalanin an AS-
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Position 117, dem Aminoterminus der F1-Untereinheit, gekennzeichnet 

(112K/R-R-Q/K-K/R-R*F117) (Collins et al., 1993). Diese polybasische AS-Sequenz wird von 

ubiquitär vorkommenden Proteasen der Furinfamilie erkannt und führt zur systemischen 

Ausbreitung des NDV im Organismus. Mit der Etablierung des reversen genetischen Systems 

für NDV und der damit möglichen Generierung rekombinanter NDV mit gezielten 

Mutationen in ausgewählten Sequenzabschnitten konnte die Bedeutung der F-Spaltstelle als 

eine der wichtigsten Virulenzdeterminanten bestätigt werden (Panda et al., 2004; Peeters 

et al., 1999). Die gezielte Mutation des monobasischen Spaltstellenmotivs (112G-R-Q-G-

R*L117) im rekombinanten lentogenen NDV La Sota bzw. Clone 30 in das polybasische 

Spaltstellenmotiv (112R-R-Q-R-R*F117) führte zu einer Virulenzsteigerung und resultierte in 

mesogenen Virusrekombinanten (Peeters et al., 1999; Römer-Oberdörfer et al., 2003), 

welche nach Inokulation in vier Wochen alte Hühner jedoch nur einen geringen Einfluss auf 

die Ausprägung der Klinik im Vergleich zum lentogenen Stamm hatte (Wakamatsu et al., 

2006a). Diese und weitere Arbeiten zeigten, dass die alleinige Veränderung der F-

Spaltstellensequenz zwar in mesogenen Virusrekombinanten resultierte, aber ein ICPI > 1,5 

und damit ein velogenes Virus nicht generiert werden konnte. Innerhalb des polybasischen 

F-Spaltstellenmotivs existieren zwei unterschiedliche Varianten. Entweder werden zwei 

Paare basischer AS durch ein Glutamin an AS-Position 114 getrennt oder es folgen 5 basische 

AS aufeinander. Mutiert man die für virulente NDV typische F-Spaltstellensequenz 

112R-R-Q-K-R*F117 des NDV Beaudette C zu 112R-R-R-K-R*F117, resultiert ein rekombinantes 

NDV, das stärker attenuiert ist als das rekombinante Ausgangsvirus NDV Beaudette C (Samal 

et al., 2011).  

Eine basische AS an Position 114 im F-Protein konnte auch bei fünf von 27 untersuchten 

Taubenisolaten nachgewiesen werden, die alle über eine polybasische AS-Sequenz an der F-

Spaltstelle verfügten. Interessanterweise waren 13 der insgesamt 27 Isolate durch einen 

ICPI < 0,7 gekennzeichnet und somit als lentogen einzustufen, wobei diese Isolate beide 

Formen der polybasischen F-Spaltstelle aufwiesen (Meulemans, 2002). Auch der Austausch 

eines F-Proteins mit polybasischem Spaltstellenmotiv eines lentogenen Taubenisolates 

(112R-R-R-K-R*F117) gegen das des velogenen NDV Herts/33 (112R-R-Q-K-R*F117) zeigte nicht 

die erwartete Virulenzsteigerung (Dortmans et al., 2009) und verdeutlichte, dass die F-

Spaltstelle allein nicht ausschlaggebend sein kann. Auch ein Teilaspekt der hier zugrunde 

liegenden Arbeit zeigt, dass neben der AS-Sequenz der Spaltstelle auch andere 
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Sequenzabschnitte des F-Proteins einen Einfluss auf die Pathogenität haben. Der Austausch 

verschiedener Bereiche des F-Proteins im lentogenen Clone 30-Hintergrund gegen die 

entsprechenden Bereiche des F-Proteins eines mesogenen Taubenisolates führte zur 

Generierung rekombinanter NDV, die trotz gleicher AS-Spaltstellensequenz ICPIs von 0.59 ς 

1.36 aufwiesen; also sowohl dem lentogenen, als auch dem mesogenen Pathotyp 

entsprachen (Heiden et al., 2014). Dabei konnte vor allem der zytoplasmatischen Domäne 

eine entscheidende Rolle bei der Virulenzausprägung zugesprochen werden. Weitere 

Bereiche des F-Proteins wie z. B. einzelne Abschnitte der F1-Untereinheit haben ebenfalls 

Einfluss auf die NDV-Virulenz. Besonders dem Aspartat an AS-Position 403 wird eine 

Bedeutung für die Fusionsaktivität des F-Proteins zugeschrieben (Kim et al., 2016). 

Das NDV F-Protein besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen an den AS-

Positionen 85, 191, 366, 447, 471 und 541 (de Leeuw and Peeters, 1999; Paldurai et al., 

2010), von denen vier (85, 191, 366, 471) nachgewiesenermaßen glykosyliert sind. Um den 

Einfluss der einzelnen Glykosylierungsstellen näher zu untersuchen, wurden diese einzeln 

mutiert, was zu einer Verringerung der Fusionsaktivität bei allen vier Mutanten führte. Die 

Mutation an AS Position 85 hatte zusätzlich eine verminderte Spaltbarkeit des F-Proteins und 

eine reduzierte Expression an der Zelloberfläche zur Folge (McGinnes et al., 2001). Die 

Glykosylierungsstellen 191 und 471 befinden sich in den als heptad repeat-Sequenz 

bezeichneten Regionen HR1 bzw. HR2, welche maßgeblich an der Umfaltung des Proteins 

während des Fusionsprozesses beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, dass die 

gleichzeitige Substitution des Asparagins an den Positionen 191 (HR1) und 471 (HR2) durch 

ein Glutamin Einfluss auf das Glykosylierungsmuster hatte und ein rekombinantes NDV 

hervorbrachte, das sich durch eine effizientere Replikation sowohl in vitro als auch in vivo 

sowie durch einen erhöhten ICPI und eine stärkere humorale Immunantwort im Huhn 

auszeichnete (Samal et al., 2012).  

Dem zytoplasmatischen Bereich des NDV F-Proteins wird ebenfalls ein Einfluss auf die 

Pathogenität des NDV zugeschrieben. Mutationen in dieser Region (AS 524, 527) resultierten 

in Virusrekombinanten mit verstärkter Fusionsaktivität, verbesserter Replikation und 

erhöhter Pathogenität (Samal et al., 2013). 
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Das HN-Protein 

Wie beschrieben, vermittelt das HN-Protein die Adsorption des Virus an die Zelloberfläche 

und durch die Komplexbildung mit dem F-Protein maßgeblich den Viruseintritt in die 

Wirtszelle (Takimoto et al., 2002). Da sowohl Adsorption als auch Viruseintritt wesentlich für 

die Infektion sind, können Unterschiede auf molekularer Ebene Einfluss auf die Virulenz 

haben. Um dies zu untersuchen, wurde zum einen der Austausch ganzer HN-Gene zwischen 

NDV-Stämmen unterschiedlicher Virulenz genutzt. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen 

waren jedoch widersprüchlich. Der Austausch des HN-Proteins des lentogenen Stammes La 

Sota gegen das des mesogenen Stammes Beaudette C führte zu einer Virulenzsteigerung 

(MDT: 96 Ƙ Ҧ 84 ƘΣ L/tLΥ лΣлл Ҧ лΣтрύ. Umgekehrt ergab der Austausch des HN von 

Beaudette C gegen das von La Sota eine Verringerung der Virulenz (MDT: 62 Ƙ Ҧ тн h, ICPI: 

мΣру Ҧ мΣлнύ όIǳŀƴƎ et al., 2004b). Ähnliche Ergebnisse erzielten de Leeuw et al. mit dem 

Austausch der HN-Gene zwischen dem velogenen Stamm Herts/33 und dem lentogenen 

Stamm La Sota (de Leeuw et al., 2005). Im Gegensatz dazu führte bei Wakamutsu et al. der 

Austausch des lentogenen La Sota HN gegen das HN vom mesogenen Beaudette C weder zu 

einer erhöhten Pathogenität (MDT: > 90 Ƙ Ҧ > 90 ƘΤ L/tLΥ лΣлл Ҧ лΣллύ, noch zu einem 

veränderten klinischen Verlauf in Hühnern. Der Austausch des HN von Beaudette C gegen 

das von La Sota hatte nur einen minimalen Einfluss (MDT:  пу Ƙ Ҧ сл ƘΣ L/tLΥ мΣсс Ҧ мΣруύ 

(Wakamatsu et al., 2006b). Auch ein Austausch der HN-Gene zwischen einem mesogenen 

NDV-Isolat und einem neurotropen bzw. viszerotropen velogenen NDV-Isolat führte zu 

keiner Steigerung vom mesogenen zum velogen Pathotyp (Estevez et al., 2007).  

Bereits seit den 1980er Jahren sind NDV-Isolate mit unterschiedlich langen offenen 

Leserahmen für das HN-Gen bekannt (Sakaguchi et al., 1989). Zunächst zeigte ein Vergleich 

vorhandener Sequenzdaten, dass avirulente NDV-Stämme ein HN-Protein mit 616 AS 

aufwiesen und velogene NDV-Isolate durch eine HN-Länge von 571 AS gekennzeichnet 

waren. Es kann jedoch nicht zwangsläufig von der Länge des HN-Proteins auf die 

Pathogenität geschlossen werden. So zeigten Römer-Oberdörfer et al., dass eine 

Veränderung der HN-Länge im lentogenen Clone 30-Virushintergrund weder in vitro noch 

in vivo einen Einfluss auf die Pathogenität des NDV hatte. Auch das zusätzliche Einfügen 

einer polybasischen AS-Sequenz an der proteolytischen Spaltstelle des F-Proteins führte zu 

keinem anderen Ergebnis (Römer-Oberdörfer et al., 2003). Kim et al. konnten hingegen 

nachweisen, dass eine Verlängerung des HN eines velogenen NDV-Isolates zu einer 
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Veränderung der Pathogenität von NDV führen kann (Kim et al., 2014). Diese moderate 

Verringerung der Pathogenität konnte zusätzlich durch den Austausch eines Arginins gegen 

ein Cystein an AS-Position 596 verstärkt werden, welches typisch für das lentogene NDV 

Ulster ist. 

Um nun einzelnen Regionen des HN-Proteins einen möglichen Einfluss auf die Pathogenität 

zuzuschreiben, wurden Veränderungen in unterschiedlichen Bereichen wie der 

zytoplasmatischen Domäne, der Stielregion oder auch der globulären Kopfregion (Abb. 4) 

vorgenommen. Letztere weist z. B. zwei Rezeptorbindungsstellen auf, welche in ihrer 

Interaktion mit den Rezeptoren gestört werden, wenn es zu Substititionen der AS 220, 222 

und 224 im membranproximalen Bereich der globulären Kopfregion kommt (Corey et al., 

2003). 

Deletionen der ersten vier AS bzw. eine Substitution der sechsten AS im zytoplasmatischen 

Bereich des HN beeinflussen die Pathogenität, die Fusionsaktivität und die Interaktion mit 

anderen viralen Proteinen (Kim et al., 2009). Auch Veränderungen der AS-Sequenz der 

Stielregion zeigen die Bedeutung des HN als Virulenzdeterminante. So führte die 

Substitution von Leucin gegen Alanin, Glycin oder Prolin an Position 94, die sich zwischen 

den zwei heptad repeat-Sequenzen des HN befindet, zu einer gestörten Interaktion zwischen 

dem HN- und dem F-Protein und einer verminderten Fusionsfähigkeit (Melanson and Iorio, 

2004). Weiterhin typisch für die Mehrzahl der NDV-Stämme ist ein Cystein an der AS-

Position 123, das für die Ausbildung von Disulfidbrücken und somit für die Bildung von HN-

Dimeren verantwortlich ist (McGinnes and Morrison, 1994b; Mirza et al., 1993). NDV, die an 

dieser Position ein Tryptophan aufweisen, zeigten eine verringerte Rezeptorbindung und 

eine verminderte Neuraminidase- und Fusionsaktivität (McGinnes and Morrison, 1994a). Mit 

Hilfe rekombinanter NDV konnte gezeigt werden, dass ein Austausch des beim lentogenen 

NDV Clone 30 natürlich vorkommenden Tryptophans an AS Position 123 des HN gegen 

Cystein zu einer leicht gesteigerten Virulenz führte  (Römer-Oberdörfer et al., 2006).  

Neben der Aminosäuresequenz haben auch die Proteinmodifikationen sowie die  

Glykosylierung des HN einen Einfluss auf die Pathogenität der NDV. Untersuchungen zum HN 

des Stammes AV (McGinnes and Morrison, 1995) und des Beaudette C haben gezeigt, dass 

das HN sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen besitzt (AS 119, 341, 433, 481, 508 und 

538), von denen die vier erst genannten funktionell sind. Mit Hilfe reverser Genetik wurden 

die Glykosylierungsstellen (G) AS 119, 341, 433, und AS 481 einzeln bzw. die Kombination 
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G119+G341 eliminiert, mit der Folge einer verminderten Virulenz bzw. einer veränderten 

Fusionsaktivität der resultierenden Virusrekombinanten (Panda et al., 2004). 

 

1.4.2 Proteine des RNP-Komplexes 

Die Proteine des RNP-Komplexes sind Voraussetzung für die Bildung des Nukleokapsids und 

den damit verbundenen Schutz der viralen RNA vor Degradation.   

Mit Hilfe rekombinanter NDV wurde in den vergangenen Jahren der Einfluss der einzelnen 

Proteine des RNP-Komplexes auf die Virulenz untersucht. Rout und Samal untersuchten den 

Einfluss mit Hilfe des lentogenen NDV-Isolates La Sota und des mesogenen NDV-Isolates, 

Beaudette C. Dabei wurden die einzelnen RNP-Proteine ausgetauscht. Es zeigte sich, dass die 

Substitution des L-Proteins des mesogenen Beaudette C gegen das des lentogenen La Sota 

sowohl zu einer verbesserten Replikation in vitro und in vivo, als auch zu einer 

Virulenzsteigerung im Vergleich zum parentalen Stamm Beaudette C führte. Die Substitution 

von sowohl NP als auch P des Beaudette C gegen die entsprechenden Proteine des La Sota 

führten zu keiner Virulenzsteigerung. Der Austausch von NP, P und L im La Sota-Hintergrund 

gegen die Proteine des Beaudette C hatte keinerlei virulenzsteigernde Wirkung  (Rout and 

Samal, 2008). In einer späteren Studie konnte der Einfluss des L-Proteins auf die Virulenz von 

NDV erneut bestätigt werden, wobei hier der Austausch der Gene für die Proteine des RNP-

Komplexes zwischen dem mesogen Stamm Beaudette C und dem velogenen Stamm 

Texas GB erfolgte. Der Austausch der Proteine erfolgte sowohl einzeln als auch und in 

Kombination. Zusätzlich zeigte sich, dass der Austausch der RNP-Gene des höher 

pathogenen Isolates (Texas GB) in den etwas niedriger pathogenen Hintergrund des 

Beaudette C zu einer Virulenzsteigerung führte. Der simultane Austausch von NP, P und L 

des velogenen Texas GB in den mesogenen Hintergrund von Beaudette C zeigte den größten 

Effekt hinsichtlich einer Virulenzsteigerung (Paldurai et al., 2014). Wurden die Gene der 

Proteine des RNP-Komplexes einzeln ausgetauscht, konnte dem L-Protein die größte 

Bedeutung zugeschrieben werden. Bereits für andere Vertreter der Paramyxoviren, wie dem 

Masernvirus und dem humanen Parainfluenzavirus, konnte der Zusammenhang zwischen 

Attenuierung und Mutationen im L-Protein nachgewiesen werden (Bankamp et al., 2002; 

Murphy and Collins, 2002; Skiadopoulos et al., 1998; Takeda et al., 1998).  
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Auch Untersuchungen an Taubenisolaten zeigten, dass die Proteine des RNP-Komplexes 

Einfluss auf die Virulenz haben. Dortmans et al. erbrachten den Nachweis, dass alle drei 

Proteine des RNP-Komplexes die Virulenz von NDV beeinflussen können (Dortmans et al., 

2010). Wurde das lentogene PPMV-1 Isolat AV324 als Hintergrund genutzt und die Gene für 

die RNP-Proteine gegen die des velogenen APMV-1 Isolates Herts/33 ausgetauscht, so kam 

es, insbesondere beim gleichzeitigen Austausch aller Proteine des RNP, zu einer 

siginifikanten Virulenzsteigerung (Dortmans et al., 2010). Im Rahmen einer 

Adapatationsstudie eines Taubenisolates an Hühnern konnten nach fünf Passagen drei 

Mutationen festgestellt werden, die in einer effizienteren Replikation in vitro und in vivo 

resultierten. Zwei der Mutationen befanden sich im L-Protein, eine Mutation wurde im P-

Protein detektiert. Die Virusrekombinante AV324, die diese Mutationen trug, wies eine 

Virulenzsteigerung, einhergehend mit einer verbesserten Replikationsrate, auf (Dortmans 

et al., 2011a). Dies deutet darauf hindeutet, dass die Virulenz der Taubenisolate in Hühnern 

direkt mit der Replikationseffizienz zusammenhängt.  

 

1.4.3 Das Matrixprotein 

Dem Matrixprotein wird sowohl eine zentrale Funktion bei der viralen Morphogenese und 

im Knospungsprozess (Lamb and Parks, 2013; Pantua et al., 2006) als auch bei der 

Interaktion mit dem Replikationskomplex zugeschrieben. Der damit verbundene  Einfluss auf 

die virale Transkription und die virale Replikation wurde für Rhabdoviren und für 

verschiedene Vertreter der Paramyxoviren nachgewiesen (Ahmed et al., 2003; Finke et al., 

2003; Iwasaki et al., 2009; Ogino et al., 2003; Suryanarayana et al., 1994). Für NDV konnte 

gezeigt werden, dass M während des viralen Infektionszyklus nicht nur im Zytoplasma, 

sondern auch im Zellkern akkumuliert (Peeples, 1988; Peeples et al., 1992), wobei die 

Zellkernlokalisierung über ein bipartites Zellkernlokalisierungsignal erfolgt. Dieses wird von 

zwei Clustern basischer Aminosäuren im M gebildet (Coleman and Peeples, 1993). Auch für 

andere Vertreter der Paramyxoviren konnte M im Zellkern nachgewiesen werden (Harrison 

et al., 2010). Es wird für NDV vermutet, dass die Lokalisation im Zellkern zur Hemmung 

bestimmter Wirtszellfunktionen beiträgt und somit einen Einfluss auf den 

Wirtszellstoffwechsel haben kann (Ghildyal et al., 2006). Jedoch haben Dortmans et al. 

gezeigt, dass die Virulenz in vivo nur gering beeinflusst wird, obwohl M einen Einfluss auf die 

virale Replikation in vitro hat (Dortmans et al., 2010). 
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1.4.4 Immunevasion ς die Rolle des V-Proteins 

Das Interferonsystem (IFN) stellt die erste Antwort des Wirtes auf eine Virusinfektion dar. 

IFN-ŀƭǇƘŀ όʰύ ǳƴŘ -ōŜǘŀ όʲύ ǎƛƴŘ ŦǸǊ ŘƛŜ .ŜƪŅƳǇŦǳƴƎ ŘŜǊ LƴŦŜƪǘƛƻƴ ŘŀōŜƛ Ǿƻƴ ƎǊƻǖŜǊ 

Bedeutung. Diese beiden Cytokine sind Mediatoren, die durch Induktion eines antiviralen 

Status zur Hemmung der viralen Replikation und somit zu einer Kontrolle der 

Virusausbreitung führen (Krishnamurthy et al., 2000; Randall and Goodbourn, 2008). Bereits 

Untersuchungen aus dem Jahre 1973 verdeutlichten, dass NDV-Isolate unterschiedlicher 

Pathogenität die Ausprägung der IFN-Antwort des Huhnes beeinflussen (Lomniczi, 1973). 

Jedoch konnte zum damaligen Zeitpunkt noch keine Ursache für diese Beobachtung im NDV-

Genom bestimmt werden. Eine Korrelation zwischen den IFN-antagonistischen 

Eigenschaften des NDV V-Proteins und der Virulenz konnte inzwischen mehrfach gezeigt 

werden (Mebatsion et al., 2003; Mebatsion et al., 2001; Wang et al., 2019). 

Das V-Protein des NDV, das durch Editierung der vRNA des P-Gens entsteht (Abschn. 1.1.3), 

ist in der Lage, die IFN-ʰκʲ-Antwort zu inhibieren (Lamb and Parks, 2013; Park et al., 2003). 

Diese auf eine STAT1-Degradierung zurückzuführende (Huang et al., 2003; Qiu et al., 2016a) 

inhibierende Eigenschaft wird dem Cystein-reichen C-terminalen Bereich des V-Proteins 

zugeschrieben (Childs et al., 2007; Huang et al., 2003; Park et al., 2003) und wurde mit Hilfe 

eines IFN-sensitiven NDV-green fluorescent protein (GFP)-basierten Assays identifiziert (Park 

et al., 2003). Alamares et al. demonstrierten unter Anwendung des NDV-GFP-basierten 

Assays, dass sich die IFN-antagonistischen V-Aktivitäten zwischen NDV-Isolaten 

verschiedener Pathogenität unterschieden. In vitro-Untersuchungen zeigten, dass das V-

Protein des mesogenen Beaudette C einen größeren antagonistischen Effekt auf das IFN 

hatte als das V des lentogenen La Sota (Alamares et al., 2010) und unterstrichen somit die 

Annahme einer Korrelation zwischen dem IFN-Antagonismus und den Virulenzeigenschaften 

des NDV.  Eine Studie in unterschiedlich alten ECE verdeutlichte, dass die Replikationsrate 

von rekombinanten NDV mit einem Defekt in der V-Expression abhängig vom Alter des 

Wirtes zu sein scheint. Dieses Ergebnis ist vermutlich auf die unterschiedlich fortgeschrittene 

Entwicklung des Immunssystems der Hühnerembryonen zurückzuführen und stärkt somit 

die Hypothese, dass das V essentiell für die Virusreplikation und somit auch an der 

Ausprägung der Virulenz beteiligt ist (Mebatsion et al., 2001; Huang et al., 2003). 

Inwiefern auch dem zweiten Transkript des P-Proteins, dem W-Protein, eine 

immunmodulatorische Rolle im NDV-Zyklus zugeschrieben werden kann, bleibt noch offen. 
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Während für das Nipah-Virus bereits der Nachweis des W-Proteins und seiner IFN-

antagonistischen Eigenschaften erfolgte (Park et al., 2003; Satterfield et al., 2015; Shaw 

et al., 2005), gelang für NDV erst kürzlich der Nachweis des W-Proteins (Karsunke et al., 

2019). Dieser Nachweis kann nun als Grundlage für weiterführende Studien genutzt werden, 

um die Funktion des W-Proteins und seinen Einfluss auf die Pathogenität des NDV zu 

untersuchen. 
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2 ZIELSTELLUNG 

Das Newcastle Disease Virus (NDV) ist der Erreger einer hoch kontagiösen Viruserkrankung 

des Geflügels, die weltweit endemisch auftritt und bis heute in vielen Ländern zu 

wirtschaftlichen Verlusten führt. Die Virusisolate zeigen dabei große Unterschiede. Sie 

gehören zwar alle einem Serotyp an, werden molekular aber in Klasse I und II eingeteilt, 

wobei Klasse II 18 Genotypen zugeordnet werden. Die aus Tauben isolierten NDV werden 

auch als Taubentyp-Virus (Pigeon Paramyxovirus-1, PPMV-1) bezeichnet und die meisten von 

ihnen sind dem Genotyp VI zugeordnet.  

PPMV-1 können auf das Wirtschaftsgeflügel übertragen werden, was potentiell eine Gefahr 

darstellt, zumal die PPMV-1 häufig ein Fusionsprotein tragen, das eine systemische 

Ausbreitung des Virus ermöglicht. Dieses ist durch eine polybasische  Aminosäuresequenz an 

der proteolytischen Spaltstelle des Fusionsproteins bestimmt. Es ist hinreichend belegt, dass 

die Aminosäuresequenz an der Spaltstelle des Fusionsproteins einen Einfluss auf die 

Pathogenität der NDV hat. Jedoch gibt es zahlreiche Studien, die verdeutlichen, dass es 

weitere Bereiche im NDV-Genom geben muss, die die Zuordnung eines NDV zu einem 

bestimmten Pathogenitätstyp bedingen. Unklar ist aber, inwiefern weitere Bereiche des 

PPMV-1 Fusionsproteins einen Einfluss auf die Pathogenität des NDV haben.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung weiterer möglicher 

Virulenzdeterminanten des NDV unter der Anwendung des reversen genetischen Systems. 

Dazu sollten im ersten Teil verschiedene Bereiche des Fusionsproteins des rNDVRFL60 (NDV 

Clone 30 mit Nukleotidveränderungen zur Generierung von Restriktionsenzymschnittstellen 

in nichtkodierenden bzw. intergenen Regionen) gegen die des Taubenisolates R75/98 

ausgetauscht werden. Die auf diese Weise generierten Viren sollten sowohl in vitro 

charakterisiert, als auch auf ihre Pathogenität im Huhn untersucht werden, um den Einfluss 

der einzelnen Abschnitte des Fusionsproteins zu beurteilen. 

Für die genauere Untersuchung der PPMV-1 sollte ein rekombinantes Virus eines 

vorliegenden Isolates (R75/98) hergestellt und sowohl molekularbiologisch (Bestimmung der 

Volllängen-Genomsequenz) als auch in vitro und in vivo charakterisiert werden. Das nach 

Bestimmung des intrazerebralen Pathogenitätsindex reisolierte Virus (Tierpassage) sollte 

erneut charakterisiert und in seinen Eigenschaften zur ursprünglich hergestellten 
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Virusrekombinante verglichen werden. Bei deutlichen Unterschieden war eine erneute 

Bestimmung der Gesamtsequenz mit Hilfe der Next Generation Sequenzierung geplant. 

Eine Eigenschaft des NDV ist die Editierung des P-Gens, wodurch neben dem P-Protein 

nachgewiesenermaßen das V-Protein entsteht. Auf mRNA-Ebene war bereits eine mRNA 

detektiert worden, die für ein weiteres Protein (W-Protein) kodieren könnte. Dieses W-

Protein war bisher hypothetisch und sollte im Rahmen von Untersuchungen zur Editierung 

des P-Gens und der entstehenden Proteine nachgewiesen werden. 
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3 ZUSAMMENFASSENDE DARSTELLUNG UND DISKUSSION DER 

ERGEBNISSE 

άPigeon paramyxovirus type 1 variants with polybasic F protein cleavage site 

but ǎǘǊƛƪƛƴƎƭȅ ŘƛŦŦŜǊŜƴǘ ǇŀǘƘƻƎŜƴƛŎƛǘȅά  

Sandra Heiden, Christian Grund, Dirk Höper, Thomas C. Mettenleiter, 

Angela Römer-Oberdörfer 

Publiziert in: Virus Genes5 49(3):502-6 

 

Das Paramyxovirus-1 der Taube (PPMV-1) ist ein Vertreter des aviären Paramyxovirus-1. 

Obwohl das PPMV-1 hauptsächlich Tauben infiziert, sind Übertragungen auf 

Wirtschaftsgeflügel in der Literatur beschrieben. Damit stellt PPMV-1 auch immer eine 

potentielle Gefahr für einen wirtschaftlich bedeutsamen Ausbruch der Newcastle Krankheit 

dar. Analog zum NDV gibt es auch beim Taubentyp verschiedene Pathogenitätstypen. Eine 

Vielzahl der Isolate weist eine polybasische Aminosäuresequenz an der proteolytischen 

Spaltstelle des F-Proteins auf und ihr intrazerebraler Pathogenitätsindex (ICPI) entspricht 

dem mesogenen Pathogenitätstyp.  

Diese Eigenschaften treffen auch auf das Isolat R75/98 aus Deutschland zu, welches als 

Ausgangspunkt für die vorliegende Publikation diente. Das rekombinante R75/98 (rR75/98), 

das mittels reverser Genetik generiert wurde, war trotz des identischen polybasischen 

Spaltstellenmotivs 112R-R-K-K-R*F117 mit einem ICPI von 0,28 im Vergleich zum parentalen 

R75/98 (ICPI: 1,1) in seiner Virulenz vermindert. Zehn Passagen des rR75/98 in 

embryonierten Hühnereiern (ECE) ergaben keine Veränderungen hinsichtlich der 

Virulenzeigenschaften, wohingegen bereits eine Passage im Huhn einen Anstieg des ICPI von 

0,28 auf 0,93 und damit die Änderung des Pathotyps bewirkte. Das aus dem Gehirn 

reisolierte rR75/98 (RrR75/98) entsprach somit wieder dem parentalen Pathogenitätstyp. 

Um die Ursachen für diese Unterschiede zu detektieren, wurden die drei PPMV-1 (R75/98, 

rR75/98 und RrR75/98) zunächst in vitro charakterisiert und anschließend die 

Gesamtgenome mit Hilfe des Next Generation Sequencing sequenziert. Die Analyse der 
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einzelnen Sequenzen verdeutlichte, dass zwischen dem parentalen R75/98 und rR75/98 

insgesamt acht Aminosäureaustausche stattfanden, von denen drei im F-Protein (I62V, 

I396V, V470A), zwei im HN-Protein (I71T, F447L) und drei im L-Protein (K407E, S1086G, 

T2094A) lokalisiert waren. Erstaunlicherweise waren aber nur zwei 

Aminosäuresubstitutionen nötig, um eine Steigerung der Virulenz vom rR75/98 zum 

RrR75/98 zu erzeugen. Bei diesen zwei veränderten Aminosäuren handelt es sich um N472K 

im F-Protein und K2168R im L-Protein. Die Substitution beider Aminosäuren hat einen Effekt 

auf die vorhergesagte Proteinstruktur, welche wiederum einen Einfluss auf die 

Proteinfaltung und somit Auswirkung auf die biologische Aktivität haben kann. Im Gegensatz 

zu den in vivo-Ergebnissen wies die in vitro-Charakterisierung keine signifikanten 

Unterschiede auf. Alle drei Isolate replizierten sowohl in den Zelllinien als auch im ECE zu 

vergleichbaren Titern, der Nachweis der viralen Proteine aller Rekombinanten erfolgte 

gleichermaßen mittels Western-Blot Analyse und auch die Ausbildung der Synzytien war in 

Größe und Anzahl vergleichbar.  

Diese Publikation zeigt auf, dass PPMV-1 potentiell für das Wirtschaftsgeflügel eine Gefahr 

darstellen, denn es wird deutlich, dass bei Anwesenheit einer polybasischen 

Aminosäuresequenz an der Spaltstelle des F-Proteins nur wenige Aminosäuresubstitutionen 

(verursacht durch Punktmutationen im Virusgenom) notwendig sind, um die Virulenz des 

NDV zu steigern. 
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άDifferent Regions of the Newcastle Disease Virus Fusion Protein Modulate 

tŀǘƘƻƎŜƴƛŎƛǘȅά 

Sandra Heiden, Christian Grund, Anja Röder, Harald Granzow, Denis Kühnel, 

Thomas C. Mettenleiter, Angela Römer-Oberdörfer 

Publiziert in: PLoS ONE 9(12):e113344 

 

Reverse genetische Systeme für das NDV existieren seit 20 Jahren und sind die 

Voraussetzung für die Generierung rekombinanter Viren. Durch gezielte Mutation 

ausgewählter Sequenzabschnitte konnte die Spaltstelle des F-Proteins als eine der 

bedeutendsten Virulenzdeterminanten identifiziert werden. Das natürliche Vorkommen 

lentogener NDV-Isolate mit polybasischem Aminosäuremotiv an der proteolytischen 

Spaltstelle des Fusionsproteins verdeutlicht  jedoch, dass dieser Sequenzabschnitt nicht 

ausschließlich für die Ausprägung der Virulenz verantwortlich sein kann. 

Ausgehend von der lentogenen Virusrekombinante rNDVRFL60 (NDV Clone 30 mit 

Nukleotidveränderungen zur Generierung von Restriktionsenzymschnittstellen in 

nichtkodierenden bzw. intergenen Regionen) wurden sechs rekombinante Viren generiert, 

bei denen das gesamte Gen des F-Proteins bzw. einzelne Abschnitte gegen die des 

mesogenen PPMV-1-Isolates R75/98 substituiert wurden. Allen gemein war die R75/98 

F-Spaltstelle, die durch die polybasische Aminosäuresequenz 112R-R-K-K-R*F117 definiert ist. 

Die Expression und Inkorporation aller chimären F-Proteine in die jeweiligen Viruspartikel 

konnte mittels Western-Blot bestätigt werden und auch die Lokalisation an der 

Plasmamembran der Wirtszelle war durch Konfokalmikroskopie nachzuweisen. 

Erwartungsgemäß waren alle Virusrekombinanten in Hühnerembryofibroblasten (CEF), 

Wachtelmuskelzellen (QM9) und embryonierten Hühnereiern (ECE) replikationsfähig und in 

der Lage, Synzytien auszubilden. Auffällig dabei war die Rekombinante rNDVFR75_1-117, die 

im Vergleich zu den anderen Rekombinanten in beiden Zelllinien einen Replikationsdefekt 

aufwies, gleichzeitig aber die größten Synzytien ausbildete. Zu erklären ist diese 

Beobachtung damit, dass die Ausbildung großer Synzytien zu einem frühen Zelltod führt und 

das Virus in seiner Replikation über einen Zeitraum von 72h deutlich beeinträchtigt wird. In 

den elektronenmikroskopischen Aufnahmen war kein Unterschied in Größe und Form 
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zwischen dem lentogenen rNDV (Clone 30) und der Rekombinante rNDVFR75_1-117 zu 

erkennen. Um den Einfluss der chimären Fusionsproteine auf die Pathogenität zu 

untersuchen, wurde der intrazerebrale Pathogenitätsindex (ICPI) in Eintagsküken bestimmt, 

wobei sich zeigte, dass die Rekombinanten rNDVFR75 und rNDVFR75_112-553 mit ICPI-

Werten < 0,7 als lentogen einzuordnen waren. Für die vier weiteren Rekombinanten wurden 

ICPI-Werte zwischen 1,13 und 1,36 bestimmt, sie entsprachen somit dem mesogenen 

Pathotyp. Es werden zwei Ursachen für diese Unterschiede vermutet. Neben der 

polybasischen Aminosäuresequenz an der proteolytischen Spaltstelle des Fusionsproteins 

scheint die zytoplasmatische Domäne (ZD) den größten Einfluss in der vorliegenden Studie 

zu haben. Bereits für andere Vertreter der Paramyxoviren wurde gezeigt, dass es eine 

Interaktion zwischen der ZD des F-Proteins und dem M-Protein bzw. dem NP während des 

Viruszusammenbaus, des Knospungsprozesses und der Freilassung der viralen Partikel gibt. 

Es ist vorstellbar, dass diese Interaktion zwischen der ZD von F und M bzw. NP effizienter ist, 

wenn beide Proteine vom selben Isolat stammen. Obwohl sich die ZD des R75/98 nur in zwei 

AS von der des rNDV unterscheidet, zeigen Vorhersagen zur Sekundärstruktur eine 

zusätzliche Windung in der R75/98-ZD. Eine zusätzliche Bedeutung scheint die Interaktion 

zwischen der homologen F1- und F2-Untereinheit des F-Proteins zu haben, denn die 

Substitution einer der beiden Untereinheiten führte in jedem Fall zu einer Senkung des ICPIs. 
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άW protein expression by Newcastle disease virusέ 

Julia Karsunke, Sandra Heiden, Magdalena Murr, Axel Karger, Kati Franzke, 

Thomas C. Mettenleiter, Angela Römer-Oberdörfer 

Publiziert in: Virus Res. 263:207-216 

 

RNA-Editierung des P-Gens und die daraus entstehenden drei mRNA-Spezies sind für das 

NDV mehrfach nachgewiesen. Während die Expression und die Virion-Inkorporation des P- 

und des V-Proteins bereits gezeigt werden konnte, fehlte bislang der Nachweis des W-

Proteins. 

Nach der Herstellung eines Antiserums, das den C-Terminus des W-Proteins detektiert, 

konnte das Protein in der indirekten Immunfluoreszenz und im Western-Blot nachgewiesen 

werden. Massenspektrometrische Analysen bestätigten die Inkorporation des W-Proteins in 

das Viruspartikel. Mit Hilfe der Konfokalmikroskopie konnte die Akkumulation im Zellkern 

gezeigt werden, welche auf ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal im C-Terminus des 

Proteins zurückzuführen ist. Die Zellkernakkumulation wurde zusätzlich durch die 

Generierung einer kernlokalisationssignal-defizienten Mutante bestätigt. 

Der Nachweis des W-Proteins kann nun als Ausgangspunkt für weiterführende Studien 

bezüglich seiner Funktion und seines möglichen Einflusses auf die Pathogenität des NDV 

genutzt werden. 
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