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1 EINLEITUNG

1.1 Das NewcastldiseaseVirus

1.1.1HistorischeAspekteund VerbreitungdesErregers

Das Newcastle Disease Virus (NPAYch avidres Pamyxovirus 1 (APMY) genanntjst der
Erregerder atypischen Geflligelpest odé&tewcastle Krankheit (Newcastle Disease,.NH2)

der ND handelt es sich usine hochkontagités&rkrankung des Gefligeissbesondere bei
Huhnern und Puten, die in vielen Landern der Welt bedeutenden wirtschaftlichen
Verlusten in der Geflugelindustriéiihrt. Nachweislich sind mehr als 250 Vogelarten fur das
NDV empfangliclfAlexander and Jones, 2001)

Als zoonotische Erregerkann das NDV auch den Menschen infizieren und ruft in ihm
hauptséachlich milde Erkrankueg mit grippeéhnlichen Symptomen oder eine temporére
Konjunktivitis hervor. Bis heute gibt es nur einen Bericht einer todlich verlaufener NDV
Infektion beim MenschelGoebelet al., 2007) Eine Ubertragung von Mensch zu Mensch ist
bisher nicht beschrieben, ahingegen eine Ubertragung vom Menschen auf das Gefliigel

moglich ist(Swayneet al., 2003)

Erstmalig wurde die fur die ND typische Klinik im Frihjahr 1926 von.r.Doyle nahe
Newcastleupon-Tyne, England, beschriebgioyle, 1927) Zur gleichen Zeibrach die
Krankheit auf der Insel Java, Indonesi&mnafeveld 1926 zitiert von Alexander, 1988), in
Korea und in Indien ausn den USA verbreitete sich Mitte d@é®30er Jahrevorerst eine
milde Form der Krankheit(Beach, 1942) Diese Krankheit wurde zunachst als
Pneumoenzephalitis bezeichnet, bis sie mit Hilfe serologischer Tests eindeutig als ND
identifiziert werden konnte(Beach, 1944)Besonders Kalifornierwurde spéatervon der
schweren Verlaufsform der ND heimgesuahielche mit derillegalenEinfuhrvon Ziervégeh
aus Sudostasien und Zentrahd Stdamerika in Verbindung gebrawhdrden ist(Alexander,
198&; Francis, 1973 Seit denl1970erJahren kan es in Europa (Nordirland 197Ralien
1987, 1988, 2000; Belgien und Neglhnde 1992 Deutschland 1993) wiederholt zu
Ausbrichen der NAlexander, 1995, 2001; Leslie, 2Q00)ch in den letzten Jahren kam es
zu regelmaldigen Ausbrichen der ND, die nicht nur Gefligelbestdnde BienzaKamerun,

Zentralafrika oderNigeria (Snaeck etal., 2013)oder dem Iran (Boroomandetal., 2016)
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betrafen, sondern auch andere Tiere wie Eulen in Isi@dddasetal., 2014) oder

Kormorane und Moéwen in den U$Bielet al., 2012b)

Das NDV ist heute weltweit endemis@@IE, 2012)Nachdem es imeuropdischen Raum
wiederholt zu Epidemien kam, wurde Dreutschlandl995eine Impfpflichtgegen NOur alle
Huhner und Putenbestande eingefuhr{Gefligelpestverordnung 200587), um das
Auftreten dieser Tierseuche und die damit verbundeneirtsghaftlichen Verluste zu

minimieren.

1.1.2 Taxonomie Morphologie und Genomorganisation

Das NDV wird innerhalb der OrdnuiMpnonegaviralesder FamilieParamyxoviridagund
innerhalb des Genu&vulavirusdem Aviaren Avulavirud zugeordnet(Afonsoet al., 2016)
Anhand ihrer serologischen und genomischen Charakteristikasen sich dieAviaren
Avulavirenderzeit in 19Speziesunterteilen (Amarasingheet al., 2018) wobei das Genus
Avulaviruserst kirzlich um die Spezidwian Avulavius 13-19 erweitert wurde (Leeetal.,

2017; Neireet al., 2017; Thampaisaret al., 2017; Thomazelét al., 2017).

Fur die Klassifizierung der APMN\fsolate wurden historisch zwei verschiedene Systeme
genutzt, um die Isolate in Linig/ldouset al., 2004; Aldouset al., 2003)bzw. Genotypen
(Czegldi et al., 2006)zu unterteilen. Dies fuhrte jedoch zu Diskrepanzen bei der Zuordnung
einzelner genetisher Gruppen. Diel, da Sihet al. verwerden auf Grundlage des von
Czegldi etablierten Systems eine allgemein giltige Klassifizierung, welche die
APMV/1-Isolate in die Klassdnund Il gliedert, gefolgt voeiner Unterteilung der Klasskin

15 Genotypen. Diesephylogenetischen Einteilung liegen die Gensequenzen daoteins

von 712Virusisolaten zugrundéDiel et al., 2012a) Inzwischen wurde die Klasdeum drei
zusatzliche Genotypen erweiterBie bestehtnun aus insgesamt 18enotypen(Dimitrov
etal., 2016)

Die behdillten Virionen zeichnen sich durch epteomorphe Gestalt aus und weisen neben
sphéarischen Formen mit einer Gré3e von BB nm auch filamentdséartikelauf. Die aus
einer Lipiddoppelschicht bestehende Virushille stammt von der Plasmamembran der
Wirtszelle und ist durch die Einlagerung deantsmembranernviralen Oberflachenproteine,

dem Fusionsprotein (Protein) und @&m HamagglutinilNeuraminidaseProtein (HN

Protein) gekennzeichnet, wobei die Verteilung der Oberflachenproteine zufallig erfolgt. An

2
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der Innenseite der Virushille befindet Bidas mit ihr assoziierte Matrixprotein (Frotein),
welches sowohl mit F und HN, als auch mit dem Nukleoprotein (NP) interagierNRsis
Bestandtteil des fur die Vertreter der Mononegavirales charakteristischen

Ribonukleoproteinkomplexes (RN@mMplex) welcher in helikaler Form vorliegt und das NP,

das Phosphoproteir{P-Protein), die RNAbhangigeRNAPolymerase @Protein) und das
Genom umfasst(Abb.1) (Lamb and Parks, 2013). Der Rfttnplex stellt die kleinste
infektiose Einheit dar (Nagat al., 1989).

Lipiddoppelschicht

Fusionsprotein (F)

HamagglutiniANeuraminidase
Protein (HN)

Matrixprotein (M)
RNAabhéangige RN:Rolymerase (L)

Nukleoprotein (NP)
Phosphoprotein (P)

Qo 00 oo J

NegativstraneRNA

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines Niruspartikels Die virale RNA liegt helikal aufgewunden im
Virion vor und bildet zusammen mit dem Nukleoprotein (NP), dem Phosphoprotein (P) und der RNA
abhéangigen RNRolymerase (L) den Ribonukleoproteinkomplex. Das Matrixprotein (M) ist mit der Innenseite
der Hullmemban assoziiert, und interagiert milem Nukleoprotein NP und den in die Hullmembran
eingelagerten Oberflachenproteine F und HN.

Das NDMGenom wird von eier nicht segmentierten, ca 15kb grof3en, einzelstrangigen
RNA negativer Polaritdt gebildet, dieedsechs aufeinander folgendegbene furNRP-M-F
HNL in 3°5"-Richtungtragt. Flankiert wird das Genom von terminalen Sequenzabschnitten
einem 3‘Leader mit konservierter Promotorsequenz und einem-TE&diler mit
Terminatorsequeng welche an ihren aul3ereEnden revers komplementéar zueinander sind.
Die einzelnen Gene des NDV sind durch intergengioRen unterschiedlicher Lange

getrennt und rach folgendem Schema aufgebaut:
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Genstartsequeng nicht kodierende Regioqoffener Leserahmen nicht kodierende Rgion

¢ GenendsequengAbb.2) (Lamb and Parks, 2013).

Fur das NDV existiert in d&MCBIGerBank eine Vielzahl voisenomsequenzenderen
Langen undenden jedoch nicht immer korrekt bestimmt worden sind. Das bedeutet, dass
vielfachdie 3= und 5-Enden nicht revers komplementéar zueinander sind. Bislang wurden
drei unterschiedliche Gesmlangen sicher bestimmt (Czedi@t al., 2006). NDV deKlassd

sind durch eine Genomlange von 151B8kleotiden (nt) gekennzeichnet und werden
weltweit aus Wasservogeln isoliert. Im Vergleich zu den Stammen der KlaSsaotyp-1V

mit einer Genomldge von 15186, besitzen sie zuséatzlici2nt im RGen. Die
Genotyen V-VIII der Klassk weisen zusétzlich sechs nt in demihtkodierenden Region
des NPGens auf und verfigen somit Uber eirf@enomlénge von insgesamt 15192
(Czegldi et al., 2006). Alle drei Genomgréf3en entsprechen einem Vielfachen von sadhs
erfillen diefur die Virusfamilie charakteristische Ndzf S 2F &dAEaX ¢St OKS
essentiell ist (Calain and Roux, 1993; Kolakagshky, 1998; Peeterst al., 2000).

; L
l

Leader 1nt 1nt 1nt 31 nt 47 nt Trailer

55 nt \ ) 114 nt
Y

Intergene Regionen

E Genstart,I Genende” Nichtkodierende Region.

Abbildung2: Schematische Darstellung des NEBénoms.Das ca 15,2 kb groRe Genom kodiert in-3-
Richtung fur die Proteine NP, P, M, F, HN und L. Die Genomeveteien von einer 3Leadersequen (55
Nukleotide) und einer 5°Trailersequenz (114 Nukleotide) flankiert, welche an ihren Endenrevers
komplementér zueinader sind. Die einzelnen Gene sind durch unterschiedlich lange intergene Regionen
getrennt. Jedes Gen istanh folgendem Schema aufgebaGenstartsequennichtkodierendeRegion
offener LeserahmemichtkodierendeRegion-Genendsequenz.
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1.1.3 Struktur und Funktia der viralen Proteine

Die Proteine des Ribonukleoproteinkomplex¢slP, P und L)

Das phosphorylierteNukleoprotein NP besteht aus489Aminosauren (AS) undt mit
einem Molekulargewichtvon etwa 5%Da das am haufigsten in denfizierten Zelle
vorhandere Virusprotein Es istmit seinem konservierten aminoterminalen Bereich eng mit
der viralen RNA assoziiert unbedingt somit einerseits die helikale Struktur des
Nukleokapsids und andererseitchitzt esdie RNA vor Protease(Choppin, 1988)Die
Interaktion mit dem Phosphoprotein R) und der RNAabhangigen RNRolymerase L)
erfolgt Uber den carboxyterminalen Teil des Proteins und ist Voraussefdunle korrekte
Transkription und Replikation des viralen Gendidamaguchet al., 1983; Larh and Parks,

2013)

Das395ASumfassendeund in monomerer oder trimerer Form vorliegen@eProteinweist

ein Molekulargewicht von 585kDa auf und ist durcleine starke Phosphorylierung an
spezifischen Seriund Threoninresten gekennzeichn@anaret al., 2014; Qiwet al., 2016b;
Smith and Hightower, 1981) Sein Carboxyterminus zeichnet sich durch eine
Oligomerisierungsdoméne aus, die gleichzeitig den Bindungsort fiMidaed das tProtein
darstellt. Als Kofaktor im -Pund L-Komplex und als Chaperomas die fehlerhafte
Verpackungniicht-viraler RNA durch das NP verhindert, stellt daRrétein eine essentielle
Komponente fir die virale RN3ynthese dafSamal, 2011)Fiur NDV ist der Mechanismus
der RNAEditierung des JSens mehrfach gezeigt worden. Eist durch die
posttranskriptionelle Insertion eines oder zweier Guanosinreste an der Editierungsstelle, und
die daraus resultierende Entstehung von insgesamt drei m8pe&xies gekennzeichnet
(Stewardet al., 1993) Neben der mRNA fir dasHPotein (uneditiert) entstehen zuséatzlich
die mRNAfur das WProtein (Insertion eines Guanosinrestes) und da®Mtein (Insertion
zweier Guanosinreste)Steward etal.,, 1993) Wahrend das YProtein bereits 2003
nachgewiesen werden konnte und bekannt ist, dass es latsrferon-Antagonist im
Stoffwechsel der Wirtszelle eine bedeutende Rolle slMtbatsionet al., 2003; Parlet al.,
2003) konnte die Existenz des -Rfoteins erst Urzlich gezeigtwerden (Karsunkeet al.,

2019)

Das EProtein ist mit 2204AS das grofétvirale Protein und weist ein Molekulargewicht von

249kDa auf. Das fur dasRrotein kodierende Gen ist das am starksten konservierte Gen des
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NDV(Wiseetal., 2004) Es liegt am weitesten vom Promotor entfernt und bildet im RNP
Komplex mengenmalig demrmgngsten AnteilDas EProtein ist wesentlich an der Steuerung
von Transkription und Replikation des viralen Genoms, welchehdiie Assoziation mit den
NPund RProteinen gewahrleistet wird, beteiligt. Dariber hinaus werden deRrdtein alle
enzymatishen Prozesse, wie das -6apping (Colonno and Stone, 1976)die 3-
PolyadenylierungLamb and Parks, 2018hd die MethylierungsreaktionefColonno and
Stone, 1975zugeschrieben, die fur die Syeie funktioneller RNA notwendig sind.

Das Matrixprotein(M)

DasM-Proteinumfasst 364AS und besitzt ein Molekulargewicht von KI®a(McGinnes and
Morrison, 1987) Es interagiert sowohl mit der Lipidhtlle als auch mit den zytoplasmatischen
Domanen der Oberflachenproteine F und Hi$arciaSastre etal.,, 1989) und dem
Nukleokapsid. Das MProtein  besitzt zwei basische -&8ister, die eine
Kernlokalisationssequenz bilden und fur den Kerntransport des Proteins essentiell sind
(Coleman and Peeples, 19983)eben seiner Stutzfunktion durch die Anlagerung unterhalb
der Virushille und die Wechselwirkung mit den Aktinfilamentstrukty@muffreet al., 1982)

wird dem MProtein eine entscheidende Rolle bei der Virusmorphogenese-fuedetzung

zugewieser{Sam4 2011)

Die OberflachenproteindF und HN)

Das FProtein und das HN-Protein stellen als Oberflachenproteinedes NDV die zwei

Hauptimmunogene dafBoursnelkt al., 1990; Lamb and Parks, 2013)

Das FProteinist als homotrimeresSpikeprotein in der Virushille verankgRusselket al.,
1994) und vermittelt durch die Fusion von Virusnd Wirtszellmembran den Eintritt des
Virions in die Zielzell&Es besteht aus einem globuldren Bereich mit einem aminoterminalen
Signalpeptid, deproteolytischen Spaltstelle, dem Fusionspeptiéptad repeatSequenzen,
sowie einer Transmembrandomane und einer carboxyterminalen, zytoplasmatischen

Doméne(Abb.3) (Morrison, 2003)
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des ND¥Pieteins. Signalpeptid (SP), Spaltstel®f), Fusionspeptid
(FP)heptadrepeatSequengn (HRL-4), Transmembrandomane (TMD), Zytoplasmatische &mn{ZD)

F ist ein aus 558S bestehendes TyijgMembranprotein, welches zunachst als ca.k®a
groRes Vorlauferprotein og=gebildet wird. Erst durch proteolytische Spaltung in die
Untereinheiten k (ca. 55Da) und F(ca. 12kDa), die uber eine Disulfidbriicke kovalent
verbunden bleiben, wird i senhe aktive Form umgewandelfSamsonetal., 1980) In
Abhéangigkeit von deASSequenz am Carboxyterminus des-Bntereinheit erfolgt diese
Spaltung durch trypsinahnliche Proteasen oder durch Proteasen der Furinfabike
Bedeutung derASS=quenz an der Spaltstelle fur die Pathogenitat des NDV konnte bereits
von Nagaiet al. gezeigt werden(Nagaietal., 1976) Durch die proteolytische Spaltung
werden sowohl der Carboxyterminus dés-Untereinheit als auch der starkydrophobe
Aminoterminus der FUntereinheitfreigelegt(Rott and Klenkn Alexander, 198§. Nach der
Spaltung kann der hydrophobe Bereich detJatereinheit mit dem HNProteininteragieren
und wirkt nach einer Konformationséanderung als Fusionspefitidhama etal., 1981,
Morrison et al., 1993; Morrison, 2003Dieses Fusionspeptid vermittelt im Infektionsverlauf
die Viruspenetration durch die Fusion von Viusd Wirtszellmembran. In Abh&ngigkeit von
der Virulenz des NDStammes kann es neben der Verschmelzung von -Vionsl
Wirtszellmembran auch zur Verschroghg von Zellmembranen untereinander kommen,
welche Ursache fur die Bildung von Synzytien infizierter Zellen(Sedel and Morrison,

1995)
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DasHNProteinliegt als Homotetramer vor und zahlt zien Typll-Membranproteinen. Es
besteht aus einem aminetminalen zytoplasmatischen Bereich, gefolgt von einer
Transmembrandomane, einer Stieldomane und einer globularen Kopfrediamb and
Parks, 2013)die durch zwei Rezeptorbindungsstellen gekennzeichne(Abb.4) (lorio
etal.,, 2001; Zaitseet al., 2004).

| .| * * * o o
I ]
J \ I— _
Y ey
ZD Stielregion Globulare Doméne

4 Potentielle Glykosylierungssteller

Abbildung4: Schematische Darstellung des NDV -Aidteins. Zytoplasmatische Do#éme AS1-26 (ZD)
TransmembrandomaneAS27-48 (TMD), Stielregion AS49-143, Globuldre Doméne A84571/577/616,
heptad repeatSequenen (HRL-2).

Es hat eine molekulare Masse von é8kDa, kann bis zu sechs Glykosylierungsstellen
aufweisen (Millaretal., 1986) und ist in der Virusmembran verankert. Vergleicht man
Sequenzen unterschiedlicher N¥amme, so wird deutlich, dass aufgrund
unterschiedicher Positionen des Stopkodons im HIRF Proteine unterschiedlicher Lange
vorkommen (Sakaguchetal.,, 1989; Samal, 2031www.ncbi.nlm.nih.goy, wobei die
Mehrzahl aller NDV ein HN mit LaAngen von 571, 577 61@AS aufweisen. Charakteristisch

fur avirukente (lentogene)Stamme ist eine HiNange vor616AS Dabei handelt es sich um

ein Vorlauferprotein (HY, das nach Abspaltung eines glykosylierten Fragmentes an der
Zelloberflache aktiviert wird (Garteatal., 1980; Gormaretal., 1988; Nagai and Klenk,
1977; Nagaetal., 1976; Satcetal., 1987).Hochvirulente (elogeng Stdmme sind haufig
durch eine HNLAnge vorb71AS gekennzeichnet, wohingegen lentogene NDV héufig ein HN
von 577 bzw616 AS aufweisen.

Die Hamagglutimtion und die Neuraminidaseaktivitdt zahlen zu den wichtigsten
Eigenschaften des HRroteins. Uber die Abspaltung vorAdetytNeuraminsaureresten und

die damit verbundene Annaherung des Virus an die Zielzelle erfolgt die Anheftung des Virus
an die Wirtszelle. Die Abspaltung der Neuraminsdurereste verhindert zum einen eine

erneute Infektion der Zelle durch ein anderes Viruspartikel und zum anderergdiedation
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freiwerdender Viruspartikel wahrend des Ausschleusungsprozesses (Budding) (Lamb and
Parks, 2013). Zusammen mit derPiotein ist das HNProtein an der Membranfusion
maf3geblich beteiligt. Nach Bindung des Virus an die Neuraminsdurereste UbeéiNdas
Protein kommt es nach Freilegen einer hydrophoben Domane des HN zur Interaktion mit
dem Fusionspeptid des-Froteins gefolgt von dessen Konformationséanderuangd dem
Einleitender Membranfusion (McGinnest al., 2002; Takimotet al., 2002).

1.1.4 Replikatonszyklus

Die Adsorption des Virus an die Zelloberflache (Attachment) stellt den ersten Schritt im
Replikationszyklus des NDV dar. Uber dasPrbtein bindet das Virus an den zellularen
Rezeptor, die McetylNeuraminsaure, die durch die Neuraminidaseatiivabgebaut wird,

was eine raumliche Néhe zwischen Virus und Zelle bewirkt. Sowohl durch die raumliche
Nahe zwischen Virus und Zelle als auch durch die Wechselwirkung zwischen F und HN
kommt es zu einer Konformationsanderunm F, gefolgt von der Verankeng des
hydrophoben Fusionspeptids in der Zellmembran und dewup&bhangigen Verschmelzung
beider Membranen (Penetration)(Lamb and Parks, 2013)Nach Vollendung der
Membranfusion wird der RNRomplex, der die genomische RNA enthélt, ins Zytoplasma
entlassen (Uncoating), in dem die Replikation stattfindet. Zu geringen Anteilen kann die
Fresetzungdes RNREKomplexes auch durch rezeptorvermittelte Endozytose oder Caveolae
abhéngige Endozytose erfolgé@antinet al., 2007) Nach Freilassung des RK&mplexes in

das Zytoplasma kommt es zunachst zur Transkription subgenomischer mRNAs. Der aus NP, P
und L bestehende Transkriptionskomplex bildet zunachst vom viralen Promotor ausgehend
am 3-Ende eine nicht gecappte und nichtlpadenylierte LeadeRNA, der regulatorische
Eigenschaften zugesprochen werdgKurilla etal., 1985) Der Transkriptionskomplex
wandert nun fortwahrend Richtung f£nde der RNA, wobei die Genstartind
Genendsequenzen jedes einzelnen Gens als-StagpMechanismus fungiere(Millar and
Emmersonin Alexander, 1988). Die gebildeten mRNAs, deren Capping, Polyadenylierung
und Methylierung durch die RN&bhangige RNRolymerase erfolgen, dienen als Template
fur die Translation der Proteine. Erst nach Vorhamgkin ausreicheret Mengenfreier NP

kann das Umschalten von Transkription zur Replikation des Genoms er{tlger and

Parks, 2013)Dabei kommt es zur Interaktion zwischen denfBteinen mit der Leader
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RNA, gefolgt von einer Antitermination der nebgdeten RNA an den Genendsequenzen.
Zusammen mit Pund L-Proteinkann es nun zur Synthesinesdurchgangigen Antigenoms
(PlusstraneRNA) kommen, welches keinerlei Capstrukturen bzw. Polyadenylierungen
aufweist und als Grundlage fir die Synthese neuerogascher viraler RNA dient. Die neu
synthetisierte virale RNA bildet mit den am rauen Endoplasmatischen Retikulum (rER)
gebildeten und im Golghpparat prozessierten Proteinen NP, P und L neue-iRivfplexe
(Peeples inAlexander, 1988). Auch F und HN weed am rER gebildet, anschlie3end im
GolgtApparat glykosyliert, dasoWorlauferprotein in seine Untereinheiten; und R
gespalten und anschliel3end, wie der Rimplex und das NProtein zur Plasmamembran
transportiert. Der Zusammenbau der Virionen egtohn MembranLipidRafts, gefolgt vom
Ausstulpen der Plasmamembran und Freisetzen der Viruspartikel durch Knospung (Budding)
(Laliberteet al., 2006)

1.1.5Klinisches Bild und Pathogenese

Bei einer Infektion mit APMY kommt es zu unterschiedlichen Verlaufsien. Neben dem
Virusstammhabenauch das Alter bzw. der Immunstatus der Tiere sowie das Ur(éldss,
Hygiene) und Sekundarerkrankungen Einfluss auf die Auspragung des Krankheitsbildes
(Kaleta,1992b)

Zu denen durch APMY hervorgerufena klinischea Symptome zahlen respiratorische,
gastrointestinale und neuronale Symptonsewie ein Riuckgang dekegeleistung, welche
abhangig vom Pathogenitatstyp des APW\interschiedlich stark ausgepragt sindie
Einteilung der Isolate in unterschiedlich®athogenitatstypen erfolgt anhand des
intrazerebralen Pathogenitatsindex (ICE)amme, die einen ICRD,7 aufweisen, gelten als
lentogen und verursachen nur milde respiratorische Erkrankungen in Jungtieren, wahrend
altere Tiere meist symptomfrei bleiben. Mesogene (mittlere Pathogenitat) Stdmme zeichnen
sich durch einen ICPI von Q175 aus und verursachen ben respiratorischen Symptomen
hauptsachlich bei Jungtieren auch Stérungen des ZNS, verbunden mit einer Mortalitatsrate
von bis zu 506. Velogene (hohe Pathogenitat) NDV sind durch einen >ICPBI
gekennzeichnet und werden je nach Induktion von neuroldgia Storungen oder

hamorrhagischen Lasionen zusatzlich in neurotrop und viscerotrop unterteilt. Nach Infektion
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mit einem velogenen Isolat betragt die Mortalitat der Tiere aller Altersklassen bis zi 100

(Beard,1984 Alexanderet al., 2008).

1.1.6 Diagnostik

Besteht in Europa der Verdacht eines -Nisbruchs in einem Gefligelbestand, so sind
festgelegte diagnostische Verfahren sowohl fir die Bestatigung als auch die Differenzierung
derNDYNJ Y1 KSA G RdAzZNOKT dZFNKNBYy & | A SND&R Gan&] A SK
Fasane, Huhner, Laufvdgel, Perlhiihner, Rebhihner, Tauben, Truthihner und Wachteln, die
zur Zucht oder zuiErzeugung von Fleisch oder Konsumeiern oder Amfstockung des

Wildbestandegjehalten werden (Gefliigelpestverordnung005, 8§1)

Um die ND eindeutig zu diagnostizieren, ist die Virusisolierung und Charakterisierung
erforderlich. Zum Routineverfahren der NDagnostik gehort die Virusanzucht im
spezifiziert pathogenfreien (SPF) embryonierten Huhnerei (ECE), wobei Tracteasl
Oropharyngeh und Kloakentupfer von lebenden Tieren bzw. Organproben bereits
verstorbener Tiere genutzt werden. Anschliel3end erfolgt der Nachweis von NDV in der
Allantoisflussigkeit mittels Hamagglutinationsté&EC, 1992y ur Virusidentifikation finden
neben demHamagglutinationshemmtestAlexanderet al., 1987)auch der Enzyménked
Immunosorbent AssaySnyderetal., 1984)und der VirusNeutralisationstestAnwendung.
Zusatzlich zu den serologischen Methoden werden molekularbiologische Verfahren wie die
reverseTranskriptase Polymerasekettenreaktion RTR) und die RT Echtzeit (realtime) PCR
(RTgPCR) mittels spezifischer Primer gen(Mitler etal., 2010) wobei sich die RTqPCR
durch ihre hohe Sensitivitdt auszeichnet. Verschiedene RTyBG&hren, basierendauf
unterschiedlichen Abschnitten im NB3nom (MatrixGenAssay, FusiorGenAssay
PolymeraseGenAssay) werden zur NB®harakterisierung angewandMiller et al., 2010)

Zur Einschatzung der Pathogenitdt eines einzelnen -IdDi"tes wird der ICHIest
herangezogen. Zur Bestimmung des ICPI werden Eintagskiken intrazerebral mit virushaltiger
Allantoisflussigkeit, die einen Hamagglutinationstiter wg@* aufweist, infiziert, tiber acht

Tage beobachtet und der Gesundheitszustand der Tiere taglich bewertinde0 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 kdnnen auch die

mittlere Absterbezeit der Embryonen nach Virusinokulation ins Ei (MBd Yler intraventse
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Pathogenitatsindex (IVPI), der in sechs Wochen alten Huhnern bestimmt wird, zur
Einschatzung der Virulenz des Isolates herangezogen werddexander, 1988h)
Entsprechend der ERichtlinie(CEC, 1992)elten NDV mit einem ICRD,7 ds Seuchenvirus

und sindanzeigepflichtig.

1.2 DasParamyxovirusl der Taube

1.2.1Einordnungdes Erregers

Die Paramyxovirose der Taube isterster Linieeine Erkrankung von BriefRasse Stadt

und Wildtauben, die durch den Taubentyp des APMYPMVWV1) hervorgerufen wirdDoch

auch andere Vogel wie z.B. Falken, Kakadus, Fasane oder Rotkehlchen und vor allem
Wirtschaftsgefligel sind fir den Erreger empfang(ibolniket al., 2008) Auchdas PPMM.

hat zoonotisches Potential und kann unter bestimmten Bedingungen zu einer

Lungenentzindung und sogar zum Tod fuh{@oebelet al., 2007; Svrakat al., 2010)

Nach der phylogenetischen Einteilung v@zegldi (Czegldi etal.,, 2006) undDiel (Diel
etal., 2012a)werdendie PPMVLl-Isolate derKlassdl, GenotypVI zugeordne{Abb.5).

12



Einleitung

Genotype
4

12200 1 egag Farf —
0,005

0.001

0.0635 ——— AFO77761_Forf Il

0.0157

0.0157 — AY562991_Forf

L_0.003% . NG_002617_Forf -

L2278 DQoa73s4_Forf ~
00023

0.023

0.0288

[ 00593 nvaas4s0_Forf

0.0343

AYT41404_Forf :| .

00204 o v662000_Forf m

0.003

L0398 AY562086_Forf v

0.0228

Abbildung5: Ausschnitteiner schematischen Darstellung des phylogenetischen Baumes ausgewahlter-NDV

L O AY562087 Fort _

221 N 005036_Forf

0.0523 W

00132

LLE0 AF431744_Forf

pAIks KJ 736742 R?S_ﬂﬂ_Fm'fl
0.0233

3.97x10" L0152 1 1880277 _Forf

00232

AYS62888 Forf

Stamme und des PPMY R75/98, basierend auf dem Vergleich vBrGensequenzen (offener Leserahmen).
Die Einteilung des PPMMIsolates R75/98 in den Genotyp VI erfolgte nach Czegtédi (Czegldi et al.,

2006)

Die hohe genetische Diversitdt imhalb dieses Genotyps erfordereine weitere
Untergliederung in neun Sgbnotypen(Dielet al., 2012a) Die einzelnen Subgenotypen und
deren Verbreitung sind iakelle 1 aufgelistet.

Talelle 1: Phylogenetische Einordnung der PPMMSubgenotyperund deren Verbreitung Dimitrov et al.,
2016) Innerhalb der Klasse Il der APMWerden die PPMM-Isolate dem Genotyp \Zugeordnef welcher in
neun Subgenotypen unterteilt wirddie PPMVL-Isolate sind weltweit verbreitet.

Klasse

Genotyp | Subgenotyp Verbreitung
Via Asien, EuropaMlittlerer Osten und USA seit 1990
Vib Mittler.er. Osten.Endd9.60erc Anfang 1970er,
Argentinien, China, Italien und USA 1982007
Vi Vic OstAsien in den 1980ern und 1990ern
vid Europa wahrend det99QCer
Vie Chinal996¢ 2012
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Klasse | Genotyp | Subgenotyp Verbreitung
VIf USA1984¢ 2007
Vig Nigeria, Russland und Ukraine 2608011
Vih Argentinien1997, Kenia und Nigeria 20@72013
Vi Italien2010¢ 2011, Nigeria 2013

1.2.2 Historie des PPMAL

Wahrend in den 1970er Jahren PPI#Nhfektionen nur sporadisch auftraten, kam es in den
1980er Jahren zu einer seuchenhaften Ausbreitung in nahezu allen européischen Landern.
Der Mittlere Osten (Irak) wird als Ursprudgesesseuchenhaften Auftretens vermutet, wo

es in den 1970er Jahren zul 820 SY SNJ N} y{1dzy3Sy 1FYZ RAS
Oy 1T SLKIFf2Y@StAlAada o016 a2y @lRRKjetalsS 1979) NI f & & ¢
Kaletaet al. konnten mittelsin vitro und in vivo-Untersuchungen den Nachweis erbringen,

dass das Isolat BVC 78 aesmdJahr 1981 dem Taubentyp der ARMYuziordnen war und

den Ursprung der Panzootie der Tauben darstel(tcaleta etal., 1985) Mit Hilfe
monoklonaler Antikorper konnte das Virus als Subtyp P (Pigeon) des-ARKBrakterisiert

werden (Alexanderet al., 1987; Collinset al., 1989) Die rasche Verbreitung des Erregers in
Europa erfolgte im Jahr 1981 von ltalien ausgeh@ancifiori and Fioroni, 1983)ber
Deutschland 1982(Richter, 1983a, b) Osterreich 1983 (Schusser, 1984)is nach
GrolR3britannien 1983/8 (Alexanderetal., 1985b) Der Ausbruch in Gefligelbestéanden in
GrolRbritannien machte bereits damals deutlich, dass nicht nur Tauben von diesem Subtyp
betroffen sein kdnnerfAlexander and Parsons, 1984)

Die Ausbreitung des Erregers der Taubenparamyxovirose wurde durch Handel,
Ausstellungen und Flugwettbewerbe begunstigt. Bis heute sind RRBMMItweit verbreitet

und fahren Uberwiegend zu Erkrankungen und Verlusten in Taubenbestg/@dexander,

2001) Besonders in China kommt es bis heute zu regelmalligen RAEpidemien(Wei

etal., 2018)

1.2.3Infektionsverlauf und Erregertropismus

Die Infektion mit PPMAL kann aerogen uUber die Schleimhaute des Respirationstraktes oder

oral-fakal Gber die Schleimhaute des Digestionstraktes stattfinden. Die Virusausscheidung
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erfolgt hauptsachlich Gbeden Kot erkrankter Tier¢Kaleta, 1992h)lber kontaminierte
Nahrung bzw. kontaminiertes Wass@icFerran and McCrackem Alexander, 1988.

Bereits am ersten Tag nach Infektion Uber den oronasalen Weg kommt es zur Viramie und
Erregerausscheidung, wob&as Maximum der Ausscheidung an den TagdQ grfolgt. Am

ersten Tag der Viramie ist das Virus mittels Virusisolierung bereits in Lunge, Leber, Milz und
peripheren Leukozytenachweisbar Vom 2. bis zum.@ag ist der Erreger in allen inneren
Organen, besnders im Nierengewebe, Gehirn und Rickenmadtektierbar, wobei die
Virusmenge im Darm sehr gering ausfallt. Aus Kot und Niere kann der Erreger am langsten
isoliert werden (bisl3 Tage nach Infektion). Auch die Virusiibertragung tber das Brutei, die
meig mit erhéhter Embryomortalitat bzw. einer schlechteren Schlupfrate einhergeht, wurde

bereits beschriebelKaleta, 1992b)

1.2.4Klinisches Bildind Pathogenese

Wie fur das APMAL bereitsbeschrieben(Abschn. 1.1.5kommt es auch bei einer Infektion
mit PPMV1 zu unterschiedlichen Verlaufsformerbedingt durch Faktoren wie den
VirusstammgdasAlter bzw.den Immunstatus der Tiere und Sekundarerkrankungialeta,

1992b)

Es sind zwei Formen der Erkrankung bekannt. Die klinisch apparente Form ist nebren eine
Allgemeinerkrankung auch durch das Auftreten neuronaler Symptome gekennzeiClemat.
gegenuber steht die klinisch inapparente Formwvelche sich trotz nachweisbarer
APMV/1-Antikodrper im Blut des infizierten Tieres und die Ausscheidiag)Virudiber den

Kot durch das Fehlen charakteristischer Krankheitssymptome auszeichnet. Infiziertem Tiere
mit derartigem Krankheitsverlauf wird eine groe Bedeutung hinsichtlich der
Erregerausbreitung in Zusammenhang mit Ausstellungen und Wettfligen zugeschrieben, da
sieunbemerkt das Virus verbreiten konnen.

Zielorgane des Virus sind neben den Schleimhauten des Respirationd
Gastrointestinaltraktes der Legeapparat und das zentrale Nervensystem ([@NS)lle einer
apparenten Verlaufsform kommt es nach einer Inkubagizeit von 514 Tagen (bis zu

vier Wochen) zunéchst zu einer Allgemeinerkrankung, die durch Symptome wie Apathie,
verringerte Futteraufnahme und erhdhte Wasseraufnahme gekennzeichnet ist. Aufgrund der

erhohten Wasseraufnahme kommt es zur sogenannten Plyiiese ist an geformten
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Kotbestandteilen, die von einer Wasserlache umgeben sinderkennen. Nach der Phase

der Polyurie kdnnen bei bis B0 % der erkrankten Tiere neuronale Stérungen beobachtet
werden. Es kann jedoch auch ohne eine vorangegangdgem¢inerkrankung zu Stérungen

des ZNS kommen. Wie auch bei der NBi¢ktion der Hilhnekommt es zu Ataxie, die sich

in der Paralyse der Fligel, Gleichgewichtsstérungen, dem Schiefhals (Torticollis) oder einer
vollstandigen Lahmung des Tieres aul3ern k@Alexander and Jones, 200Irotz des
langen Anhaltens der neuronalen Symptome, kdnnten Tauben theoretisch nach dieser Phase
der Erkrankung wieder genesejedoch erlosenviele Halter die Tiere nach einer langeren
Krankheitsdauer Die Morbiditatsrate liegt zwischen 306 und 70%, die Mortalitatsrate
betragt 10%, wobei sich diese durch eine gleichzeitige bakterielle Infektion des Tieres
erhohen kann(Vindevogel and Duchateh Alexander, 198§). Die Todesfélle sind meist

durch die Unfalgkeit zur Wassewund Futteraufnahme bedindKaleta, 1992a)

Die Einteilung der Isolate in unterschiedliche Virulenzgruppen erfolgt wie bei NDV
(Abschnl.1.5)anhand dedCPlIs in lentogene, mesogene und velogene Stanfaeh bei
PPMV1 werden die velogeen Stamme zusatzlich in viscerotrop und neurotrop unterteilt

(Beard,1984;Alexanderet al., 2008).

1.2.5Bedeutung der PPMAL-Infektion fur Gefligelbestande

Durch die Ubertragbarkeit des PPMVauf Hihner stellt das Virusauch fir das
Wirtschaftsgefligeeine Bedrohung dar1984 kam es in Grof3britannien zu mehr 2BND-
Ausbrichen in Geflugelbestanden, gefolgt wmr Tétungmehrererhunderttausender Tiere
um die Seuche erfolgreich einzuddmmeéhisache fur diese Ausbriche war Futteasdlurch
Kot und Kadaver erkrankter Wildtaubekontaminiert war (Alexander etal., 1985b)
Gekennzeichnet waren diEePMV1-Ausbriche hauptsachlich durch eine um bis zuW®0
verminderte Legeleistunglas Auftreten von Diarrhoe und zentralnervosen Symptoniza.
Mortalitatsrate betrug 30% nach Auftreten von ZNS/mptomen. Die fir den Ausbruch
verantwortlichen Isolate wiesen, mit Ausnahme eines einzigen IsolEZ&40,7), ICRWerte
von 1,%2,0 auf.

Nur wenige Jahre spater kam es in Irland und erneut inRBiannien zu weiteren
Ausbriichen der ND bei Geflugel, die durch das PRMWsgeldst wurdeifAlexander, 1995,
2001)
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Auch in Deutschland wurde das Vorkommen von PAMYA Hihnern in einer
wissenschaftlichen Studie bestatigiverneretal., 1999) Im Rahren dieser Studie wurden
635APM\V1 Isolate derJahrel992-96 untersucht, von dened49lsolate dem Taubentyp
zugeordnet wurden. Von diesemM9lsolaten stammten 129 aus Tauben, neun Isolate aus
exotischen Vdgeln, jeweils ein Isolat aus einem Fasan und Eime und insgesamt neun
Isolate aus Huhnern. Die Einstufung der Isolate hinsichtlich ihrer Virulenz reichte von
mesogen 1461solate) bis velogen3(solate) und die mit dem Taubentyp infizierten Tiere
zeigten deutliche Krankheitssymptome, was das Gelidhgspotential fur Gefligel durch

das PPMM. deutlich unterstreicht. Es wurde aul3erdem nachgewiesen, dass Tauben auch
Trager velogener APMY Huhnerstamme sein kdnnen. Bis heute kommt es zu sogenannten
SpilloverEreignissen, die sowohl subklinis@ulisa etal., 2014)als auch vorklinischen
Symptomerbegleitet(Dodovski Aleksandar, 201&rlaufen kénnen.

Sowohl die Auspragung der klinischen Symptome in verschiedenen Spezies als auch die
Pathogenitat wurde hinreichend fir verschiedene PPMNolate untersucht. Die
unterschiedlichen klinischen Symptome wurden mittels experimenteller Infektion von
Tauben, Hihnern und Puten mit acht verschiedenen PRNBdlaten nachgewiesefKaleta,
1992b) Wahrend alle acht Isolate bei den Tauben Polyurie spéter Fligellahmung und
Torticollis auslosten, kam es bei den Huhnern in je einem Fall zu keiner Symptomatik bzw. zu
einem milden Krankheitsverlauf. In den Puten flhrten insgesamt zwei der Isolate zu keinerlei
Symptomatik und die Krankheit der meisten r€ieverlief ohne neurologische Stdérungen.
Dennoch war die Anzahl der verstorbenen Tiere bei den Puten am hdchsten. Auch in einer
kurzlich durchgefuhrten Studie zeigte sich die unterschiedliche Auspragung der Klinik und die
damit einhergehenden histopatholsghen Veranderungen, welche in den experimentell
infizierten Tauben am starksten ausgepragt waren, gefolgt von Huhnern und Puten
(Olszewska omczylet al., 2018)

Hinsichtlich ihrer Pathogenitat ist ein Grof3teil der PRPMMgolate dem mesogenen Pathotyp
zuzuordnen. Alexander und Parsons (1984) fuhrten Untersuchungen an 40-RRidMten
hinsichtlich ihrer Pathogenitat durch, deréd@PIWerte zwischen 1,28 und 1,76 und deren
IVP¥Werte zwischen 0 und 1,81 lagdAlexander and Parsons, 19845benso wurden

57 Virusisolate von Tauben ad europdischen Landern, Israel, Japan und dem Sudan aus
den Jahren 1981983 in einer umfangreichen Studie analysiert.

Pathogenitatsbestimmungen ergaben 1&Perte von 1,06 1,79 und IVPWertevon 0- 2,44
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(Alexanderet al., 1985a) Weiterhin zeigten Isolate aus Tauben nach mehrmaligen Passagen
in Hihnern eine Pathogenitatssteigerung fir Tauben und Hiuhner, die durch einen erhéhten
ICPI bzw. IVPI gekennzeichnet waatexander and Parsons, 198&)jn &hnliches Ergebnis

zur Pathogenitatssteigerung iggen auch Kommerst al. mit vier PPMV1-Isolaten, wobei

sich die klinische Symptomatik hauptsachlich auf Depressionen und wenige neuronale
Symptome in den vier Wochen alten Hihnern beschrankte, es jedoch bei defogben

alten Huhnern vermehrt zu klinischen Symptomen mit Todesfolge i@ommersetal.,

2001) Auch Dortmansetal. zeigten, dass die Pathogenitat fir ein PRMMolat nach
mehrmalige Passag in Huhnern bedingt durch Punktmutationen im und RProtein
anstieg(Dortmanset al., 2011). Auch wenn mit PPMY infizierte Gefligelbestande nicht
zwangslaufig Symptome aufweisen (de Almeida etal.,, 2013; Mulisa etal., 2014)
verdeutlichen diese Pathogenitatssteigerungeie Gefahr, die potentiell von den im
Gdlugel zirkulierenden PPMY-Isolaten ausgehen kann.

Wie zalireiche Untersubungen zeigtenkonnenTauben einerseits symptomfreie Trager des
Virus sein aber in Abhangigkeit vom Gesundheitszustagieém Virusstammund den
Umweltbedingungen auch erkranken. Haufig konnten deemotypVI zugeordnete Isolate

aber auchNDVanderer Genotypenaus Tauben isoliert werden. Somit kann desuben in
zweifacher Hinsicht eine Bedeutung fiur das Wirtschaftsgefligel zugeschrieben werden.
Einerseits kdonnen die in den Taubenpopulationen vorkommenden PRMMate auf
Huhner Ubertragen werden und zu seuchenhaften Ausbriichen beim Wirtschaftsgefligel
fuhren, andererseits sind Tauben auch empfanglich fir die in Gefligel vorherrschenden

APMV/1-Isolate(Kommerset al., 2003)und kénnen diese erneut auf Gefllgel Gbertragen.

1.3 Das reverse genetische System

1.3.1 Entwicklung

Die gezielte Veranderung viraler Genome wurde durch die Verfugbarkeit reverser
genetischer Systeme (RGS) moglich. Die Entwicklung der reversen Genetik begann bereits
1976 mit der Generierung des manipulierten DMifus Simian Virus 40, das die DNA des
Bakeriophagen Lambda trugGoff and Berg, 1976)Wenige Jahre spater gelang die
Etablierung weiterer RGS fiur verschiedene BAi&n wie Adenovirer{Jones and Shenk,
1978) Heapesviren(Post and Roizman, 198ahd PockenvirerfPanicali and Paoletti, 1992)
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Mit der Veranderung der cDNA eines retroviralen Genoms folgte kurze Zeit spater die
Entwicklung von RGS flUr positivstrangige RMAn wie Retroviren(Wei etal., 1981)
Polioviren (Racaniello and Baltimore, 198tyler Togaviren(Liljestrometal., 1991; e
etal., 1987) Die reverse Genetik von DN#nd positivstrangigen RN¥&iren hat den Vortell,
dass bereits das Virusgenom ohne assoziierte Proteine infektios ist. Die Transfektion viraler

Nukleinsaure ist in diesem Fall ausreichend, um einen Replilaijtus zu initiieren.

Bei negativstrangigen RNAren wird dagegen die kleinste infektiose Einheit durch den-RNP
Komplex gebildet. NegativstrarRNAViren benétigen ihre eigene RMNbhangige RNA
Polymerase, um die mRNgynthese zu initiieren. 1989 wurden Helfervirusabhangiges
System fur Influenzaviren etablierfLuytjes etal., 1989) bei dem die RNRomplex
Komponentenintrans zur Verfigung gestellt wurden. Dieses System war jedoch fir
nichtsegmentierte, negativstrangige RINA&en nicht anwendbar, @l der Prozess der
Rekombination, also der Austausch von Genomsegmenten, sehr selten auftritt. 1986 gelang
mit der Generierung eines TRNAPolymeraseexprimierenden Vaccinigirus der erste
Schritt in der Entwicklung eines RGS fur NegativstRiNgViren. Dabei wurdedas Gerder

vom Bakteriophage T7 kodierten RNAPolymerase mit einem Trankriptionspromotor des
VacciniaVirus gekoppelt und dieses Konstrukt in das VacéiimasGenom integriert. Eine
Infektion von Saugetierzellen mit VacciMaen bei pardéler Transfektion des
rekombinanten VacciniaVirusPlasmids flhrte zur stabilen Expression der-RNA
PolymerasgFuerstet al., 1986) Die Herstellung von Expressionsplasmiden fir die Proteine
NP, P und L, die unter Kontrolle desArémotors gestellt wrden, stellte einen wichtigen
Schritt in der Weiterentwicklung zu einem Helfervifusien System darPattnaik and
Wertz, 1991) Das zusatzliche Flankieren der Genomenden mit eldepatitisDelta
Virus(HDV)Ribozymsequenz und der damit gewahrleisteteren&ierung korrekter
3-Enden transkribierter cONA durch die autokatalytische Spaltung des Ribozyms, markierte
einen weiteren Schritt in der Optimierung iIRGYPerrotta and Been, 1990, 1991)994
wurde diese Verfahrensweise erstmalig fir das Gesamtgenom eines Tollwutvirus angewandt
(Conzelmann and Schnell, 1994; Scheekl., 1994)und zukinftig analog fur weitere
Vertreter der Ordnunglononegaviralegenutzt. Die Entwicklung von Zelllinjedie die T7
Polymerase stabil exprimieren, bedeutete eine weitere Verbesserung in der Entwicklung des

RGS fur NegativstrasigNAViren (Buchholzt al., 1999)
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1.3.2Das reverse genetische System des NDV

Fur das NDV sind verschiedene RGS beschrieben. Dieserbasbeispielsweise auf den
lentogenen Stammen La Sot®eetersetal., 1999) Clone30 (RomerOberdorfer et al.,
1999) HitchnerB1 (Nakayaetal.,, 2001) NDV4C (Zhangetal., 2013) dem mesogenen
Stamm BeaudetteC (Krishnamurthyet al., 2000) den velogenen Stdmmen Herts/38e
Leeuwet al., 2005) ZJ1(Liuetal., 2007)und SG1(QLiuetal.,, 2015)und dem lentogeen
PPMV1-Isolat AV324Dortmanset al., 2009)

Fur die Herstellung des rekombinant@one30 wurde das NDGenom als dsDNA in-3’-
Richtung in einenLJ- y-Vektor inseriert, wobei das #nde von der TPolymerase
Promotorsequenz und das-Ende von einer HDRibozymsequenz mit nachfolgender-T7
Terminationssequenz flankiert wi@errotta and Been, 1990, 1991; Scheehl., 1994) Die
T7-PolymerasePromotorsequenz stellt den korrekten Start der Transkription durch die T7
Polymerase, die konstitutiv in der verwendeten Zelllinie B3R exprimiert wird, sicher
(Buchholzet al., 1999) Die HDMWRibozymsequenz garantiert die Geieeung deskorrekten
5-Endes der neu entstehendenviralen RNA. Zusatzlich befinden sich drei
Guanosinnukleotide zwischen dem -Promotor und dem ersten Nukleotid der viralen
Sequenz, die der Transkriptionssteigerung die@tmerOberdorferetal., 1999) Fur die
Bildung des RNP werden die Proteine NP, P und L béndiligse werden durch die
Kotransfektion von Helferplasmiden bereitgestellt, die den entsprechenden ORF unter
Kontrolle des T-Promotors und eine IRER:quenz enthalten. Nach erfolgreicheaiislation

der RNFProteine konnen diese mit dem viralen Antigenom komplexieren und genomisch
orientierte VRNA bilden. Diese stellt die Grundlage fur die Bildung neuer Viruspartikel dar
(RomerOberdorfer etal.,, 1999). Jedoch weist die Generierung infeldids/iruspartikel
besonders bei lentogem Viren aufgrund der reduzierten Replikationseffizienz haufig eine
geringe Ausbeute auf. Let al. entwickelten ein System, welches sich dadurch auszeichnet,
dass es die drei Plasmide des Rftimplexes in einem Plasd vereint und der gesamte
Transfektionsansatz aus insgesamt zwei Plasmiden, anstatt der normalerweise genutzten
vier Plasmidgbesteht (Livet al., 2017) So konntenicht nur die Transfektionsrate velogener
NDVsolate gesteigert werden, sondeauchdie Transfektionsrate lentogener NBISolate

wurde erheblich verbessert.

20



Einleitung

1.3.3 Einsatz rekombinanter NDV

Durch die gezielte Veranderung des viralen Genoms kdnnen rekombinante NDV generiert
werden, um zB. Pathogenitatsstudien durchzufilhren oder audProteinProtein
Interaktionen zu untersucher(de Leeuwet al., 2005; Huanget al., 2004b; Kinetal., 2014;
RomerOberdorferet al., 2006; ROmeOberdorferet al., 2003) Der Austausch ganzer Gene

im Virusgenom gegen die anderer Viren ermdglicht zum eiden Untersuchung von
maoglichen Pathogenitdtsmarkerfbortmanset al., 2009; Heideret al., 2014; Huanget al.,

2004b; Wakamatswet al., 2006b)und zum anderen die Nutzung des Virus als Vektor zur
FremdgenexpressionFur Reportergene wie die Chlorampheniéaletyltransferase (CAT)

und das grun fluoreszierende Protein (GFP) konnte die Insertion eines Fremdgens in das
NDVGenom und die damit einhergehende Expression des entsprechenden Proteins gezeigt
werden (EngelHerbertet al., 2003; Krishnamurthgt al., 2000) Die Eignung als Vektor war
damit bewiesen und konnte nun fur die Expression immunogé&nemdpoteine angewandt

werden.

Die Untersuchung des NDV als potentielfektorvakzine ist vielfach in der Literatur
beschrieben. Smduziertenrekombinante NDWmmunreaktionen gegen Proteine humaner
Krankheitserreger wie das Hamagglutinin des Influenzavirus (DiNst@dlj 2010; Nakaya
etal., 2001), gegen das G&ygotein des HumanetmmundefizienVirus (HIV) (Lawrence
etal, 2013) und des SimianetmmundefzienzVirus (Nakaya etal.,, 2004), gegen
Glykoproteine des HIV, gegen das Fusionsprotein des Humanen RespiratofSgcizgtial
Virus (MartinezSobrido etal., 2006), gegen das HRrotein des Humanen
Parainfluenzaviru8 (Bukreyevetal., 2005) und gegen das Spikerotein des SARS
Coronavirus (Dinapoket al., 2007). Auch die Testung von NDV als Vektorvakzine in der
Veterinarmedizin ist vielfach beschrieben, wi@zdie Expression der Glykoproteine gN und
gG des RifttalfiebeYirus (Kortekaa®t al., 2010), die Expression des Glykoproteins gD des
BovinenAlphaterpesvirusl (Khattaret al., 2010) oder die Expression der @d FProteine

des Nipahvirus (Kongetal., 2012). Leider erzeugen diese Vektorvakzinen haufig nur einen
Teilschutz, da Saugetee nicht zu den natirlichen Wirten des NDV zahlen und
geringpathogene NDV in diesen Organismen stark attenuiert sind, was sich wiederum
negativ auf die Schutzwirkung auswirken kdKiattaret al., 2010; MartinezSobridoet al.,

2006)
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Anders hingegen si¢tes im Gefliigel aus, wo sich das Virus nicht nur im Respirationstrakt,
sondern auch im Verdauungstrakt vermehrt und so eine verbesserte Schutzwirkung erzielt
werden kann. Fur eine Reihe von Geflugelpathogenen, wid. zdas aviare
Metapneumovirus, das Mis der infektibsen Bursitis oder dawviare InfluenzaviruAl\V)

stellt das NDV einen potentiellen Vektor d@tu etal., 2011; Huangetal., 2004a; Schréer

etal, 2009; Steglichetal, 2013) Es konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
Doppelinsertionen in das Genom moglich sind, da das NDV das Einfligen zweier Fremdgene,
wie zum Beispiel daddmagglutinin und dasNeuramindasegendesAlVbis zu einer Gréle

von mindestens 5 kb toleriert, ohne irseiner Replikation deutlich beeintrachtigt zu werden
(Rampetal., 2011)

Diese Vektoreigenschaft konntebenfallsfir das onkolytisch wirkende NDV zur Expression
immunstimulatorischer Molekile, wie B. IFN, H2, IgGAntikdrper oder TNfF genutzt
werden, was zukinftig eine Bedeutung fur die Entwicklung von Krebstherapeutika haben
konnte (Jankeet al., 2007; Puhleet al., 2008; Vigikt al., 2007; Zamariet al., 2009)

1.4 Virulenzdeterminantendes NDV

Die Virulenz des NDV wird nachweislichiltgen bestimmt und kann den Geweband
Organtropismus, die Interaktion mit dem Immunsystem des Wirtes oder die virale
Replikationbetreffen (Hunaget al., 2004b;Dortmansetal., 2011h Kimetal., 2011) Die
Existenz unterschiedlicher RGS ermdéglicht die Verénderung viraler Genonsomiitddie
Untersuchung deren Auswirkuag auf die Virulenz. Dabei konnte deginzelnen NDV
Proteinen einEinflussauf die Virulenzauspragung zugeschrieben wer@hdrh 6) (Dortmans

etal., 2011b).
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Abbildung 6: Einfluss der einzelnen NDRroteine auf die Virulenz (aus Dortmaret al., 2011).Die Ergebnisse
basieren auf ICPlIestsrekombinanter ND\Stamme bei denen einzelne NB&eneunterschiedlich pathogener
NDVlsolatemittels reverser Genetik substituiert wurdebie Fehlerbalken zeigeatie Standardabweichungen.

1.4.1Einfluss der Oberflachenproteine

Das FProtein

Die Oberflachenproteine vermitteln die Virusanlagerung und Fusion ubéraamit einen
bedeutenden Einfluss auf die Virulenz des Virus. Dem Fusionsprotein kommt dabei die
entscheidende Bedeutung zu, derdie Spaltung des Proteins idforaussetzung, dass
Virusnachkommen neue Zellen infizieren kénnen und damit eine systbe Ausbreitung
verursachenDer Wirt des NDV weist zwei verschiedene KlassenProteasen in seinem
Gewebe aufdie trypsinahnlichen Proteaseimn Respirationsund Intestinaltrakt und die
ubiquitar vorkommenderProteaserder Furinfamilie

Bereitsin den1970er Jahren wurde deftusammenhang zwischeler Virulenazon NDV, und
der Spaltbarkeides FProteinsdurch verschiedene zellulare Proteaseaschrieben(Nagai
etal, 1976) Lentogene NDVweisen einzelne basische AS im Bereich der F
Spaltstellensequenz*’G/EK/R-Q-G/ERL'YY) und ein Leucin an ASosition117 ad.
Entsprechend kann dieAktivierung ausschlie8lich durchirypsin und trypsindhnliche
Proteasen erfolgn, wodurch die Infektion auf den Respirationsund Intestinaltrakt
beschranktist. Demgegeniber sind esogene und velogene NOMrch eine polybasische
Aminosauresequenam Carboxytermirusder B-Untereinheit dieaus einzelnen oder Paaren

aufeinanderfolgender basischer ASbestehen kannund eirem Phenylalanin an AS
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Position117, dem  Aminderminus der R-Untereinheit gekennzeichnet
(HK/R-RQ/K-K/R-R*F117) (Collinsetal., 1993) Diese polybasische ARquenz wird von
ubiquitar vorkommenda Proteasen der Furinfamilierkannt und fuhrtzur systemischen
Ausbreitungdes NDMm OrganismusMit der Etablierung des reversen genetischen Systems
fur NDV und der damit mdoglichen Generierung rekombinanter NDV mit gezielten
Mutationen in ausgewéhlten Sequenzabschnitten konnite Bedeutung derSpalstelle als
eine der wichtigsten Virulenzdeterminanten bestatigt werd@tandaet al., 2004; Peeters
etal., 1999) Die gezielte Mutation des monobasischen Spaltstellenmotiv3'‘GRQ-G-
R*!1) im rekombinanten lentogenen NDV La Sota bf&one30 in das polybasische
Spaltstellenmotiv }{°RRQ-RR*F) filhrte zu einer Virulenzsteigerung und resultierte in
mesogenen Virusrekombinante(Peeters etal.,, 1999; RomeOberdorfer etal.,, 2003)
welchenach Inokulation in viewochenalte Hihnerjedochnur einengeringen Einfluss auf
die Auspragung der Klinik im Vergleich zum lentegeStamm hatte (Wakamatsuet al.,
2006a) Diese und weitere Arbeiten zeigten, dass difleinige Verdnderung def~
Spaltstellensequenzwar in mesogeneWirusrekombinanten resultierte, aber elCPk> 1,5
und damit ein velogenes Virus nicht generiert werden konnteethalb des polybasischen
FSpaltstellenmotivsexistieren zwei unterschiedliche Varianten. Entweder werden zwel
Paare basischer AS durch @lutamin an A®osition114 getrennt oder es folgehbasische
AS aufeinander. Mutiert man die flvirulente NDV typische {Spaltstellensequenz
2R RQ-K-RF17 des NDVBeaudetteC zu?RRRK-R‘F'7, resultiert ein rekombinantes
NDV, das starker attenert ist als das rekombinante Ausgangsvirus N@¥udetteC (Samal
etal.,, 2011)

Eine basische AS drosition114 im FProtein konnte auch beitinf von 27 untersuchten
Taubenisolaten nachgewiesen werdeate alle tUber eine polybasisché&sSequenz an der-F
Spaltstelle verfugten. Interessanterweise warg8 der insgesami27 Isolate durch einen
ICPk 0,7 gekennzeichnetund somit als lentogen einzustufemvobei diese Isolate beide
Formen der polybasischen3paltstelle aufwieseMeulemans,2002) Auch derAustausch
eines FProteins mit polybasischen Spaltstellenmotiv eines lentegen Taubenisolates
(M’ RRRK-R*F1") gegen das ek velogenen ND¥erty 33 (*1RRQ-K-R*F17) zeigte nicht
die erwartete VirulenzsteigerungDortmansetal., 2009) und verdeutlichte dass die +
Spaltstelleallein nichtausschlaggebendein kann Auch ein Teilaspekt der hier zugrunde

liegenden Arbeit zeigt, dass neben der -2&juenz der Spaltstelle auch andere
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Sequenzabschnitte desHroteinseinen Einfluss audie Pathogenitat haben. Der Austausch
verschiedener Bereiche desPFoteins im lentogenen Clone30-Hintergrund gegen die
entsprechenden Bereiche des-PFoteins eines mesogenen Taubenisolates fihrte zur
Generierung rekombinanter NDV, die trotz gleicherSa8ltstellensequenz ICPIs von 0469
1.36 aufwiesen; also sowohl dem lentogenen, als auch dem mesogenen Pathotyp
entsprachen (Heidenet al., 2014) Dabei konntevor allem der zytoplasmatischen Doméne
eine entscheidede Rolle bei der Virulenzauspragung zugeschen werden.Weitere
Bereiche des HProteins wie zB. einzelne Abschnitte der fintereinheit haben ebenfalls
Einfluss auf die NDVirulenz. Besonders dem Aspartat an-PA&ition403 wrd eine
Bedeutundr die Fusionsaktivitat desiProteins zugeschrieben (Kenal., 2016).

Das NDV Jrotein besitzt sechs potentielle N-Glykosylierungsstellen an den -AS
Positionen85, 191, 366, 447, 471 und 54de Leeuw and Peeters, 1999; Palduzaal.,
2010) von denen wr (85, 191, 366, 47X)achgewiesenermalieglykosyiert sind Um den
Einfluss der einzelnen Glykosylierungsstellen naher zu untersuchen, wurden diese einzeln
mutiert, was zu einer Verringerung déusionsaktivitat bei allen vier Mutantdiihrte. Die
Mutation an ASPosition85 hatte zusatzlich eine verminderte Spaltbarkeit déxéteinsund
eine reduzierte Expression an der Zelloberflache zur FolyieGinnesetal., 2001) Die
Glykosylierungsstelleh91 und 471 befinden sich in deals heptad repeatSequenz
bezeichneten RegioneHR1 bzw. HR2, welche maRgeblich an der UmfaltungPdeteins
wéahrend des Fusionsprozesses beteiligt sind. Es konnte gezeigt werden, diass
gleichzeitigeSubstitutiondes Asparagins an dd?ositionen191 (HR1) und 471 (HR&)rch
ein Glutamin Einfluss auf das Glykosylierungsmuster hatid ein rekombinantes NDV
hervorbrachte das sich durch eine effizientere Replikation sowahlitro als auchin vivo
sowie durch einen erhdhten ICPI und eine stakkdrumorale Immunantwortim Huhn
auszeichnet¢Samaktal., 2012)

Dem zytoplasmatische Bereich desNDV FProteins wird ebenfalls einEinfluss auf die
Pathogenitat des NDxuigeschriebenMutationen in dieser RegioiAS524, 527) resultierten

in Virusrekombinanten mitverstarkte Fusionsaktivitat, verbessenmteReplikation und

erhohter PathogenitatSamakt al., 2013)
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Das HNProtein

Wie beschrieben, vermittelt ds HNProtein die Adsorption des Virus an die Zelloberflache
und durch die Komplexbidung mit dem HProtein mal3geblichden Viruseintritt in die
Wirtszelle(Takimotoet al., 2002) Da sowohl Adsorption als auch Viruseintritt wesentlich fur
die Infektion sind, konnen Unterschiede auf molekularer Ebene Einfluss auf die Virulenz
haben. Um dis zu untersuchen, wurdeum einen der Austausch ganzer-f&&ne zwischen
NDMStammenunterschiedlicher Virulengenutzt Die Ergebnisse dieser Untersuchungen
waren jedoch widersprtchlich. Der Austausch desP1idteins des lentogenen Stammes La
Sota gegen dades mesogenen StammegaudetteC flhrte zu einer Virulenzsteigerung
(MDT: 96K B4KX L/t LY .Ungekehrfeygab der Austausch des HN von
BeaudetteC gegen das von La Sota eine Verringerung der Virulenz @2BT: bHh,1GPI:
MEZpy [Ib ™ Zeta,02004h). ddnlcEe Ergebnisse erzielten de Leetial. mit dem
Austausch der HiGene zwischen dem velogenen Staniartd 33 und dem lentogean
Stamm bk Sota (de Leeuwt al., 2005). Im Gegensatz dazu fuhkei Wakamutstet al. der
Austausch deentogeren La Sota HN gegen dei®l vom mesogeneBeaudetteC weder zu

einer erhdhten Pathogenit&(MDT: > 9K BPOKT L/t LY ,machaueim nZnno
verarderten klinischen Verlaufn Hihnern Der Austauscliles HN vorBeaudetteC gegen

das von La Sota hatte nur einen minimalen Einfluss (MDy: K Ib cn KX L/ tLY
(Wakamatsuet al., 2006b). Auch ein Austausch der 48dne zwischen einem mesogenen
NDVlsolat und einem neurotropen bzw. viszerotropen velogenen {\{olat fuhrte zu
keiner Steigerung vom mesogenen zum velogen Pathotyp (Esteaez2007).

Bereits seit den 1980er Jahmresind NDMsolate mit unterschiedlich langen offenen
Leserahmen fur das HBen bekann{Sakaguchet al., 1989) Zunéachst zeigte ein Vergleich
vorhandener Sequenzdaten, dass avirulente PEPAMmMe ein HMNProtein mit 616AS
aufwiesen und velogene NESolae durch eine HML.Ange wn 571AS gekennzeichnet
waren Es kann jedoch nicht zwangslaufig von der L&nge de#rbtdins auf die
Pathogenitat geschlossen werden. So zeigten RéDbmrdorfer etal., dass eine
Veranderung der Hiangeim lentogenenClone30-Virushintergrundweder in vitro noch
invivo einen Einfluss auf die Pathogenitdt des NDV haftech das zusétzliche Einflgen
einer polybasischen ASequenz an der proteolytischen Spaltstelle ddadteins fihrte zu
keinem anderen Ergebni€RomerOberdorfer etal., 2003) Kim et al. konnten hingegen

nachweisen dass eine Verlangerung des Hhhes ‘elogeren ND\solates zu einer
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Verédnderung der Pathogenitat von NDV filhren kann (Kimal., 2014). Diese moderate
Verringerung der Pathogenitat konnte zusatzlich durch den Austausch eines Arginins gegen
ein Cystein an ABosition 596 verstarkt werden, wates typisch fur das lentogene NDV
Ulster ist.

Um nun einzelnen Regionen des-Rhoteins einen moglichen Einfluss auf die Pathogenitat
zuzuschreiben, wurden Verédnderungen in unterschiedlichen Bereichen wie der
zytopbsmatischen Domaéane, der Stielregion odrrch der globularenKopfregion(Abh 4)
vorgenommen. Letztere weist B. zwei Rezeptorbindungsstellen auf, welche in ihrer
Interaktion mit den Rezeptoren gestort werden, wenn es zu SubstititionerAG220, 222

und 224im membranproximalen Bereich der globularen Kopfregimmmt (Coreyet al.,

2003)

Deletionen der ersterwvier AS bzw. eine Substitution deechsterAS im zytoplasmatischen
Bereich des HN beeinflussen die Pathogenitat, die Fusionsaktivitdt und die Interaktion mit
anderen viralen Proteinen (Kiratal., 2009). Auch Veradnderungen der-8&quenz der
Stielregion zmgjen die Bedeutung des HN als Virulenzdeterminante. So fihrte die
Substitution von Leucin gegen Alanin, Glycin oder ProliiP@sition94, die sich zwischen

den zweiheptadrepeatSequenzen des HN befirtdeu einer gestorten Interaktion zwischen
dem HN und dem FProteinund einer verminderten Fusionsfahigke{Melanson and lorio,
2004) Weiterhin typisch fur die Mehrzahl der NEBfamme ist ein Cystein an der -AS
Position123, das fir die Ausbildung von Disulfidbriicken und somit fur die Bildung ven HN
Dimeren verantwortlich ist (McGinnes and Morrison, 1994b; Matzal., 1993). NDV, die an
dieser Position ein Tryptophan aufweisen, zeigten eine verringerte Rezeptorbinduhg u
eine verminderte Neuraminidasend Fusionsaktivitat (McGinnes and Morrison, 1994a). Mit
Hilfe rekombinanter NDV konnte gezeigt werden, dass ein Austausch des beim lentogenen
NDV Clone30 naturlich vorkommende Tryptophars an ASPosition123 des HN gege
Cystein zu einer leicht gesteigerten Virulenz fehfRomerOberdorferet al., 2006).

Neben der Aminosduresequenz haben auch die Proteinmodifikatiosewie die
Glykosylierung des HN einen Einfluss auf die Pathogenitat der NDV. Untersuchungen zum HN
des StammesAV (McGinnes and Morrison, 1995) und deaudetteC haben gezeigt, dass
das HN sechpotentielle N-Glykosylierungsstellen besitzA$119, 341, 433, 481, 508 und
538), von denen die vier erst genanntemktionell sind Mit Hilfe reverser Genét wurden

die Glykosylierungsstelle(G) AS119, 341, 433, undS481 einzeln bzw. die Kombination
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G119+G34Zkliminiert, mit der Folge einer verminderten Virulenz bzw. einer veranderten

Fusionsaktivitat der resultierenden Virusrekombinanten (Pagtdd., 2004).

1.4.2 Proteine des RNHKomplexes

Die Proteine des RNRomplexssind Voraussetzung fir 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 RNRomplexesauf die Virulenz urrsucht. Rout und Samal untersuchten den
Einfluss mit Hilfedes lentogenen NDVsolates La Sota undes mesogenen NDVsolates,
Beaudette C. Dabei wurden die einzelnen FMéteine ausgetausthEs zeigte sich, dass die
Substitution des {Proteins des meggenen Beaudette C gegen das des lent@yelba Sota
sowohl zu einer verbesserten Replikationvitro und invivo, als auch zu einer
Virulenzsteigerung im Vergleich zum parentalen Stamm Beaudette C fiihrte. Die Substitution
von sowohl NP als auch P des BezitelC gegen die entsprechend@moteinedes La Sota
fuhrten zu keiner Virulenzsteigerung. Der Austaugsh NP, P und L im La Sd#intergrund
gegen dieProteinedes Beaudette C hatte keinerlei virulenzsteigernde Wirkung (Rout and
Samal, 2008). In einspateren Studie konnte der Einfluss deBrbteins auf die Virulenz von
NDV erneut bestatigt werden, wobei hier der Austausch der Gene fur die Proteine des RNP
Komplexes zwischen dem mesogen Stamm Beaudette C und dem \eto§tamm
TexasGB erfolgte. DelAustausch der Proteine erfolgte sowohl einzeln als auch und in
Kombination. Zusatzlich zeigte sich, dass der Austausch derGBMNP des hoher
pathogeren lIsolates (Texas GB) in den etwas niedriger pgg¢nen Hintergrund des
BeaudetteC zu einer Videnzstegerung fuhrte. Der simultane Austausch von NP, P und L
des velogenen Texas GB in den mesogenen Hintergrund von Beaudette C zeigte den grof3ten
Effekt hinsichtlich einer Virulenzsteigerung (Paldwetal., 2014). Wurden die Gene der
Proteine des RNRomplexs einzeln ausgetauscht, konntgem L-Protein die grol3te
Bedeutung zugeschrieben werden. Bereits flr andere Vertreter der Paramyxoviretienvie
Masernvirus unddem humanen Parainfluenzavirus, konnte der Zusammenhang zwischen
Attenuierung und Mutationen im 4Protein nachgewiesen werden (Bankarapal., 2002;
Murphy and Collins, 2002; Skiadopouétsl., 1998; Takedat al., 1998).
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Auch Untersuchungen an Taubenisolaten tegig dass die Proteine des RIKBmplexes
Einfluss auf die Virulenz haben. Dortmaetsal. erbrachten den Nachweis, dass alle drei
Proteine des RNRomplexes die Virulenz von NDV beeinflussen kdénnen (Dortmeizels

2010). Wurde das lentogene PPM\solatAV324 aldintergrundgenutzt unddie Gene fur

die RNFProteine gegen die des velogenen ARM\solates Herts/33 ausgetauscht, so kam

es, insbesondere beim gleichzeitigen Austausch aller Proteine des RNP, zu einer
siginifikanten  Virulenzsteigerung (Dortmans etal., 2010). Im Rahmen einer
Adapatationsstudie eines Taubenisolates an Huhnern konnten nach funf Passagen drei
Mutationen festgestellt werden, die in einer effizienteren Replikatiowitro und in vivo
resultierten. Zwei der Mutationen befanden sich irPtotein, eine Mutation wurde im-P
Protein detektiert. Die Virusrekombinante AV324, die diese Mutationen trug, wies eine
Virulenzsteigerung, einhergehend mit einer verbesserten Replikationsrate,Deutimans

etal., 2011a). Dies deutet darauf hindeutet, dass die Virulenz der Taubenisolate in Hihnern

direkt mit der Replikationseffizienz zusammenhangt.

1.4.3 Das Matrixprotein

Dem Matrixproteinwird sowohl eine zentrale Funktion bei der viralen Morphogenese und
im Knospungsprozess (Lamb and Parks, 2013; Pasitah, 2006) als auch bei der
Interaktion mit dem Replikationskomplex zugeschrieben. Der damit verbundene Einfluss auf
die virale Trangiption und die virale Replikation wurde fur Rhabdoviremd fur
verschiedene Vertreter der Paramyxoviren nachgewiesen (Ahenatl, 2003; Finkeet al.,

2003; Iwasaket al., 2009; Ogincet al., 2003; Suryanarayaret al., 1994). Fir NDV konnte
gezeigt verden, dass M wahrend des viralen Infektionszyklus nicht nur im Zytoplasma,
sondern auch im Zellkern akkumuliert (Peeples, 1988; Peegilas, 1992), wobei die
Zellkernlokalisierung tber ein bipartites Zellkernlokalisierungsignal erfolgt. Dieses wird von
zwei Clusten basischer Aminosauren im M gebildet (Coleman and Peeples, 1993). Auch fur
andere Vertreter der Paramyxoviren konnte M im Zellkern nachgewiesen werden (Harrison
etal.,, 2010). Es wird fir NDV vermutet, dass die Lokalisation im Zellkern zur Hemmung
bestimmter Wirtszellfunktionen beitrdgt und somit einen Einfluss auf den
Wirtszellstoffwechsel haben kann (Ghildyetlal., 2006). Jedoch haben Dortmaresal.
gezeigt, dassid Virulenzin vivonur gering beeinflusst wird, obwohl M einen Einfluss auf die
virale Replikationn vitro hat (Dortmanset al., 2010.

29



Einleitung

1.4.4Immunevason ¢ die Rolle des \WProteins

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

IFNF £ LIKF 60Dl ldzydR 0 &AYR FTNNJ RAS . S{NYLIFdzy3
Bedeutung. Diese beiden Cytokine sind Mediatoren, die durch Induktion eines antiviralen
Status zur Hemmung der viralen Replikation und somit zu einer Kontiddie
Virusausbreitung fuhren (Krishnamurtkyal., 2000; Randall and Goodbourn, 200Bgreits
Untersuchungen aus dem Jahre 1973 verdeutlichten, dass-Ibti)ate unterschiedlicher
Pathogenitat die Auspragung der HANtwort des Huhnes beeinflussen (Lonmicl973).
Jedoch konnte zum damaligen Zeitpunkt noch keine Ursache fir diese Beobachtung-im NDV
Genom bestimmt werden. Eine Korrelation zwischen den HaNtagonistischen
Eigenschaften des ND\:Proteins und der Virulenz konnt@zwischenmehrfach gezeigt

werden(Mebatsionet al., 2003; Mebatsioret al., 2001; Wanget al., 2019)

Das WProtein des NDV, das durch Editierung der vVRNA desriBentsteht (Abschn. 1.1.8

ist in der Lage, die IFN k-Antwort zu inhibieren(Lamb and Parks, 201Barket al., 2003)
Dieseauf eine STATDegradierung zurickzufuhrendeluanget al., 2003; Qiwet al., 2016a)
inhibierende Eigenschaft wird dem Cystegichen Gterminalen Bereich des -Froteins
zugeschrieberfChildset al., 2007; Huangt al., 2003; Rrk et al., 2003)und wurde mit Hilfe
eines IFNsensitivenND\/green florescent protein (GFRasiertenAssay identifiziert (Park

etal., 2003) Alamaresetal. demonstrierten unter Anwendung des NEBFPbasierten
Assays, dass sich die {ahtagonistischen V-Aktivitaten zwischen NDsolaten
verstiedener Pathogenitat untersadden. Invitro-Untersuchungen zeigten, dass das V
Protein des mesogenen Beaudette CegingréfReren antagonistischen Effekt auf das IFN
hatte als das V des lentogen La SotgAlamareset al., 2010)und unterstrichen somit die
Annahme einer Korrelation zwischen dem 4&hiagonismus und den Virulenzeigenschaften
des NDV.Eine Studie in untechiedlich alten ECE verdeutlichtéass die Replikationsrate
von rekombinanten NDV mit einem Defekt in deiExpression abhangigom Alter des
Wirteszu sein scheint. Dieses Ergebnis ist vermutlich auf die unterschiéaltigeschrittene
Entwicklung des Immunssystems der Hihnerembryonen zurlickzufiihren und starkt somit
die Hypothese, dass das V essentiell fir die Virusreplikation und somit auch an der
Auspragung der Virulenz beteiligt (8lebatsionet al., 2001, Huanget al., 2003.

Inwiefern auch dem zweiten Transkript des-PRteins, dem \AProtein, eine

immunmodulatorische Rolle im NEX¥klus zugeschrieben werden kann, bleibtimeffen.
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Wahrend fir das NipahVirus bereits der Nachweis des -Rvoteins und seiner IEN
antagonistischenEigenschaften erfolgt€Park et al., 2003; Satterfieldetal., 2015; Shaw
etal., 2005) gelang fir NDV erst kurzlich der Nachweis de®rdleins (Karsunkeet al.,
2019) Deser Nachweis kann nun als Grundlage fir weiterfihrende Studien genutzt werden,

um die Funktion des WRProteins und seinen Einfluss auf die Pathogenitdt des NDV zu

untersuchen.
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2 ZIELSTELLUNG

Das Newcastle Disease Virus (NDV) ist der Erreger einer hoch kontagidsen Viruserkrankung
des Geflugels, die weltweit endemisch auftritt und bis heute in vielen Landern zu
wirtschaftlichen Verlusten fuhrtDie Virusisolate zeigen dabei grofRe Unterschie8e
gehoérenzwar alle einem Serotyp an, werden molekular aberKilassd und Il eingeteilt,

wobei Klass#l 18 Genotypen zugeordnet werden. Die aus Tauben isolierten NDV werden
auch als Taubentyp'irus (Pigeon Paramyxoviris PPMVL1) bezeichnet und die meisten von

ihnen sind denGenotypVI zugeordnet.

PPMV1 konnen auf das Wirtschaftsgeflligel Ubertragen werdeas wotentiell eine Gefahr
darstellt, zumal die PPMY haufig ein Fusionsprotein tragen, das eine systemische
Ausbreitung des Virus ermdglicht. Dieses ist durch eine polybasische Aminosauresequenz an
der proteolytischen Spaltstelle des Fusionsproteins ib@sit. Es ist hinreichend belegt, dass

die Aminosauresequenz an der Spaltstelle des Fusionsproteins einen Einfluss auf die
Pathogenitat der NDV hat. Jedoch gibt es zahlreiche Studien, die verdeutlichen, dass es
weitere Bereiche im ND@enom geben muss, didie Zuordnung eines NDV zu einem
bestimmten Pathogenitatstyp bedingemnklar ist aber, inwiefern weitere Bereiche des

PPMVL1 Fusionsproteins einen Einfluss auf die Pathogenitat des NDV haben.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung weiterer lobtgr
Virulenzdeterminanterdes NDV unter der Anwendung des reversen genetischen Systems.
Dazu sollten im ersten Teil verschiedene Bereiche des Fusionsproteins des rNDYRM.60 (
Clone30 mit Nukleotidveranderungen zur Generierung von Restriktionsenzymitstillen

in nichtkodierenden bzw. intergenen Regioneg¢gen die des Taubenisolates R75/98
ausgetauschtwerden. Die auf diese Weise generierten Viren sollten sowiahlitro
charakterisiert, als auch auf ihre Pathogenitat im Huhn untersucht werden,amEthfluss

der einzelnen Abschnitte des Fusionsproteins zu beurteilen.

Fur die genauere Untersuchung der PRM\sollte ein rekombinantes Virus eines
vorliegenden Isolates (R75/98) hergestellt und sowohl molekularbiologisch (Bestimmung der
VollangenGenonsequenz) als aucinvitro und invivo charakterisiert werden. Dasach
Bestimmung des intrazerebralen Pathogenitatsindex reisoli&fieis (Tierpassage) sollte

erneut charakterisiert und in seinen Eigenschaften zur urspringlich hergestellten
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Zielstellung

Virusrekombinante verglichen werden. Bei deutlichen Unterschieden war eine erneute

Bestimmung der Gesamtsequenz mit Hilfe der Next Generationeé®emrung geplant

Eine Eigenschaft des NDV ist die Editierung d&eis, wodurch neben dem-Fotein
nachgewiesenermallen dasPYotein entsteht. Auf mRNEbene war bereits eine mRNA
detektiert worden, die fur ein weiteres Protein (Rfotein) kodieren konte. Dieses W
Protein war bisher hypothetisch und sollte im Rahmen von Untersuchungen zur Editierung

des PGens und der entstehenden Proteine nachgewiesen werden.
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3 ZUSAMMENFASSENDARSTELLUNG UND DISHOS®ER
ERGEBNISSE

dPigeon paramyxovirus type 1 variants with polybasic F protein cleavage site
butd GNA{Ay3Ifte RAFFSNBY(I LI GK2IASYyAOAGEaAa

Sandra Heiden, Christian Grund, DirkHoper, Thomas C. Mettenleiter,

AngelaR6merOberdorfer

Publiziert inVirus Genes5 49(3):562

Das Paramyxovirdk der Taube(PPMVL) ist ein Vertreter des\aaren Paramyxovirus.
Obwohl das PPMY hauptsachlich Tauben infiziert, sind Ubertragungen auf
Wirtschaftsgefligel in der Literatur beschrieben. Damit stellt PAM&uch immer eine
potentielle Gefahr fur einen wirtschaftlich bedeutsamen Ausbruch der stk Krankheit

dar. Analog zum NDV gibt es auch beim Taubentyp verschiedene Pathogenitatstypen. Eine
Vielzahl der Isolate weist eine polybasische Aminosauresequenz an der proteolytischen
Spaltstelle des -Proteins auf und ihr intrazerebraler Pathogeniiatleex (ICPI) entspricht

dem mesogenen Pathogenitatstyp.

Diese Eigenschaften treffen auch auf das Isolat R75/98 aus Deutschland zu, welches als
Ausgangspunkt fur die vorliegende Publikation diente. Das rekombinante R75/98 (rR75/98),
das mittels reverser Geetik generiert wurde, war trotz des identischen polybasischen
Spaltstellenmotivs R R-K-K-R*F1” 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 Huhnereiern (ECE) ergaben keine Veranderungen hinsichtlich der
Virulenzeigenschaften, wohingegen bereits eine Passage im Huhn einen Anstieg des ICPI von
0,28 auf 0,93 und damit die Anderung des Pathotyjesvirkte. Das aus dem Gehirn
reisolierte rR75/98 (RrR75/98) esgrach somit wieder dem parentalen Pathogenitatstyp.

Um die Ursachen fir diese Unterschiede zu detektieren, wurden die drei AP(RRV5/98,
rR75/98 und RrR75/98) zunachsinvitro charakterisiert und anschlieRend die

Gesamtgenome mit Hilfe des Next Generat Sequencing sequenziert. Die Analyse der
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Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

einzelnen Sequenzen verdeutlichte, dass zwischen dem parentalen R75/98 und rR75/98
insgesamt aat Aminosaureastausche stattfanden, von denen drei imPFotein (162V,
1396V, V470A), zwei im HMNotein (I71T, F443 und drei im {Protein (K407E, S1086G,
T2094A) lokalisiert ~ waren. Erstaunlicherweise  waren aber nur zwei
Aminosauresubstitutionen noétig, um eine Steigerung der Virulenz vom rR75/98 zum
RrR75/98 zu erzeugen. Bei diesen zwei veranderten Aminosauren hasdatth um N472K

im FProtein und K2168R imRrotein. Die Substitution beider Aminosauren hat einen Effekt
auf die vorhergesagte Proteinstruktur, welche wiederum einen Einfluss auf die
Proteinfaltung und somit Auswirkung auf die biologische Aktivitatnakann. Im Gegensatz

zu den invivo-Ergebnissen wies diein 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 Proteitier BRekombinanten erfolgte
gleichermalRen mittels WesterBlot Analyse und auch die Ausbildung der Synzytien war in

Grol3e und Anzahl vergleichbar.

Diese Publikation zeigt auf, dass PRMybotentiell fir das Wirtschaftsgefliigel eine Gefahr
darstellen, denn es wird deutlich, dass bei Anwesenheit einer polybasischen
Aminosauresequenz an der Spaltstelle dé3réteins nur wenige Aminosauresubstitutionen
(verursacht durch Punktmutationen im Virusgenom) notwendig sind, um die Virulenz des

NDV zu steigern.
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Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

dDifferent Regions of the Newcastle Disease Virus Fusion Protein Modulate
t F GK23SYyAOAGRa

Sandra Heiden, Christian Grund, Anja Roder, Harald Granzow, Denis Kiuhnel,

ThomasC.Mettenleiter, AngelaR6merOberdorfer

Publiziert inPLoS ONE 9(12):e113344

Reverse genetische Systeme fir das NDV existieren seit 20 Jahren und sind die
Voraussetzung fur die Generierung rekombinanter Viren. Durch gezielte Mutation
ausgewahlter Sequenzabschnitte konnte dipalBtelle des Hroteins als eine der
bedeutendsten Virulenzdeterminanten identifiziert werden. Das naturliche \forken
lentogener NDWMsolate mit polybasischem Aminosauremotiv an der proteolytischen
Spaltstelle des Fusionsproteins verdeutlicht jedodhss dieser Sequenzabschnitt nicht

ausschlief3lich fur die Auspragung der Virulenz verantwortlich sein kann.

Ausgehend von der lentogenen Virusrekombinante rNDVRFL60 (NDV Clone 30 mit
Nukleotidverdnderungen zur Generierung von Restriktionsenzymschnitistelia
nichtkodierenden bzw. intergenen Regionen) wurden sechs rekombinante Viren generiert,
bei denen das gesamte Gen desPHheteins bzw. einzelne Abschnittgegen die des
mesogenen PPMY-Isolates R75/98 substituiert wurden. Allen gemein war die R75/98
Faltstelle, die durch die polybasische Aminosa@egsenz!’RR-K-K-R*FP17 definiert ist.

Die Expression und Inkorporation aller chimareRrBteine in die jeweiligen Viruspartikel
konnte mittels WesterrBlot bestéatigt werden und auch die Lokalisation amr d
Plasmamembran der Wirtszelle war durch Konfokalmikroskopie nachzuweisen.
Erwartungsgemaf? waren alle Virusrekombinanten Hihnerembryfibroblasten (CEF)
WachtelmuskelzellengM9) und embryonierten Hihnereiern (ECE) replikationsfahig und in
der Lage, Swytien auszubilden. Auffallig dabei war die Rekombinante rNDVFR2Y, Hie

im Vergleich zu den anderen Rekombinanten in beiden Zelllinien einen Replikationsdefekt
aufwies, gleichzeitig aber die groRten Synzytien ausbildete. Zu erklaren ist diese
Beobaclung damit, dass die Ausbildung grol3er Synzytien zu einem friihen Zelltod fuhrt und
das Virus in seiner Replikation Uber einen Zeitraum von 72h deutlich beeintrachtigt wird. In

den elektronenmikroskopischen Aufnahmen war kein Unterschied in Gr6Re und Form
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Zusammenfassende Darstellung und DiskusserErgebnisse

zwischen dem lentogenen rNDV (Clone 30) und der Rekombinante rNDVFRI/A ZL
erkennen. Um den Einfluss der chiméren Fusionsproteine auf die Pathogenitat zu
untersuchen, wurde der intrazerebrale Pathogenitatsindex (ICPI) in Eintagskiken bestimmt,
wobei sit zeigte, dass die Rekombinanten rNDVFR75 und rNDVFR7563 18it ICRI
Werten < 0,7 als lentogen einzuordnen waren. Fir die vier weiteren Rekombinanten wurden
ICPiWerte zwischen 1,13 und 1,36 bestimn#ie entsprachen somit dem mesogenen
Pathotyp. Es welen zwei Ursachen fir diese Unterschiede vermutet. Neben der
polybasischen Aminosauresequenz an der proteolytischen Spaltstelle des Fusionsproteins
scheint die zytoplasmatische Doméne (ZD) den gr63ten Einfluss in der vorliegenden Studie
zu haben. Bereitsif andere Vertreter der Paramyxoviren wurde gezeigt, dass es eine
Interaktion zwischen der ZD desPFoteins und dem MProtein bzw. denNPwahrend des
Viruszusammenbaus, des Knospungsprozesses und der Freilassung der viralen Partikel gibt.
Es ist vorstellar, dass diese Interaktion zwischen denagn 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 Sekundarstruktur eine
zusatziche Windung in der R75/98D. Eine zusatzliche Bedeutung scheint die Interaktion
zwischen der homologen Flund F2Untereinheit des HProteins zu haben, denn die

Substitution einer der beiden Untereinheiten fiihrte in jedem Fall zu einek@ey des ICPIs.
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Zusammenfassende Darstellung und Diskussion der Ergebnisse

OW protein expressionby Newcastle disease virds

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

ThomasC.Mettenleiter, Angela Rome®berdorfer

Publiziert inVirus Res. 263:267216

RNAEditierung des #ens und die daraus entstehenden drei mRBpezies sind fur das
NDV mehrfach nachgewiesen. Wahrend die Expression undidaInkorporation des P
und des WProteins bereits gezeigt werden konnte, fehlte bislang der Nachweis des W

Proteins.

Nach der Herstellung eine8ntiserums, das den Terminus des WProteins detektiert,
konnte das Protein in dandirekten Immunfluoreszenz und im Westeltot nachgewiesen
werden. Massenspektrometrisch@nalysen bestatigten die Inkorporation desRkbteins in
das ViruspartikelMit Hilfe der Konfokalmikroskopie konnte die Akkumulation im Zellkern
gezeigt werden, welche auf ein zweigeteiltes Kernlokalisationssignal-Trrminus des
Proteins zurlickzufihren ist. Die Zellkernakkumulation wurde zudgétzturch die

Generierung einer kernlokalisationssiguigfizienten Mutante bestatigt.

Der Nachweis des Wroteins kann nun als Ausgangspunkt fur weiterfihrende Studien
bezlglich seiner Funktion und seines mdglichen Einflusses auf die Pathogenitat des NDV

genutzt werden.
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Abstract Newcastle disease viruses (NDV) isolated from
pigeons (pigeon paramyxovirus type 1; PPMV-1) are
mostly of mesogenic pathotype and characterized by a
polybasic amino acid sequence motif at the fusion protein
(F) cleavage site. This feature also applies to isolate R75/
98 from Germany. Its genome consists of 15,192 nucleo-
tides and it specifies an intracerebral pathogenicity index
(ICPI) of 1.1, as is typical for mesogenic NDV. Recom-
binant R75/98 (rR75/98) derived by reverse genetics also
possesses a polybasic F protein cleavage site but exhibits
ICPI of (.28, indicating a lentogenic virus. While ten virus
passages of rR75/98 on embryonated chicken eggs did not
result in any alteration of virus characteristics, virus which
had been re-isolated from the brain of an intracerebrally
inoculated chicken showed an increase in virulence, char-
acterized by an ICPI of 0.93. Comparison of whole genome
sequences of rR75/98 and re-isolated rR75/98 (RrR75/98)
demonstrated only two amino acid differences, one in the F
protein (N472 K) and one in the polymerase protein
(K2168R). This result indicates that only very few amino
acid alterations are sufficient to modulate virus virulence in
the presence of a polybasic amino acid sequence at the
proteolytic F protein cleavage site.
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Pigeon paramyxovirus type 1 (PPMV-1) is classified as an
antigenic variant of Newcastle disease virus (NDV) or
avian paramyxovirus type 1 (APMV-1) in the genus Avu-
lavirus within the family Paramyxoviridae of the order
Mononegavirales [1]. In the 1980s, worldwide panzootics
of NDV infections occurred in racing and show pigeons
(Columba livia), primarily associated with neurological
signs typical for Newcastle disease in chickens [2, 3].

Phylogeny of PPMV-1 isolates is mostly analyzed on
the basis of the sequence of the fusion (F) protein, their
antigenicity by immunological reactions with monoclonal
antibodies, and their virulence by determination of the
intracerebral pathogenicity index (ICPI) [4-7]. Experi-
mental infections of pigeons with PPMV-1 resulted in
morbidity of 80 % and mortality of 55 %. However,
pathogenicity for chickens was frequently absent [8].
Nevertheless, a number of ND outbreaks in poultry have
been assigned to PPMV-1, and it was verified that viru-
lence of PPMV-1 isolates for chickens is drastically
increased after serial passages in chickens [9, 10]. Thus,
PPMV-1 strains of low virulence can potentially become
virulent, posing a risk for ND outbreaks in chickens and
turkeys. Most PPMV-1 strains exhibit an F protein with a
polybasic amino acid motif at the proteolytic cleavage site.
This feature is the major pathogenicity determinant of
NDV and normally associated with high virulence. How-
ever, several PPMV-1 strains have been characterized by
determination of the ICPI as lentogenic, despite presence of
a polybasic F protein cleavage site [11].

Here, we describe the complete viral genome sequence
as well as in vivo and in vitro characterization of the
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Fig. 1 Kinetics of replication. QM9 cells (a) and CEF (b) were
infected at a MOI of 0.01, and specific pathogen-free ECE (c) were
infected with 200 pl of 10° TCIDsy/ml with the respective viruses.

mesogenic PPMV-1 isolate R75/98, and a comparison of
wild-type R75/98 with its recombinant as well as re-iso-
lated derivative. All three viruses are characterized by an
identical polybasic amino acid motif '">RRKKR*F''7 at
the F protein cleavage site, but their pathogenicity differs
strikingly with ICPI values between 0.28 and 1.1.

The mesogenic PPMV-1 R75/98 was isolated from a
pigeon in 1998 in OberschleiBheim, Germany. For patho-
typing, its ICPI was determined, resulting in a value of 1.1
typical for a mesogenic virus. To further investigate this
isolate, viral RNA was extracted from purified virions
using the QIAamp Viral RNA Minikit (QIAGEN®‘ Hilden,
Germany) according to the manufacturer’s protocol. The
complete sequence of the PPMV-1 R75/98 genome was
determined by next generation sequencing (NGS) with a
Genome sequencer FLX (GS FLX, Roche, Mannheim,
Germany) as previously described [12], while 3'- and 5'-
genomic ends were determined by 3'RACE and 5RACE
according to manufacturer’s instructions (Invitrogen™,
Karlsruhe, Germany) [13, 14], respectively. The genome of

Cell culture supernatants and allantoic fluids of eggs were harvested
at indicated time points, and titers were determined by titration on
QMO cells, followed by indirect immunofluorescence

R75/98 consists of 15,192 nt (Genbank Accession Number:
KJ736742) and, consequently, it can be grouped into Class
II of APMV-1 genomes [15, 16]. Phylogenetic analysis of
the F open reading frame revealed that it can further be
classified as genotype VI. Genotype VI APMV-1 is rou-
tinely isolated from pigeons and carries an insertion of six
nucleotides in the 5’ non-coding region (NCR) of the
nucleoprotein (NP) gene, a genetic marker that can be used
to differentiate between old (I-IV) and new (V-XVI) NDV
genotypes [15]. Furthermore, R75/98 is characterized by an
F protein with the polybasic amino acid (aa) sequence
"2RRKKR*F"7 at its proteolytic cleavage site, resulting
in activation by ubiquitous furin-like proteases present in a
wide range of cells and tissues. These viruses, therefore,
cause systemic infections [17, 18].

Based on the full-length sequence of R75/98, recombi-
nant virus was generated by reverse genetics. Thus, plas-
mid pfl-R75 was constructed containing the full-length
R75/98 antigenome. To this end, the Clone 30 sequence in
pfl-NDV-1 [19] was substituted by that of R75/98 using

@ Springer
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Table 1 Differences in sequence and pathogenicity between PPMV-
1 R75/98 (Genbank Accession Number KJ736742) and its derivatives

Virus R75/98 rR75/98 RrR75/98

Position nt  aa nt  aa nt aa Gene
118 T - c - C - necr NP
3244 Miul site T — A - A - ncr P
3245 Miul site A - C - C - ncr P
3247 Miul site A - c - C - ncr P
3249 Miul site A — T - T - ner P
4730 A Ile* G Val G Val F
5440 T Asn C  Asn C Asn F
5735 A dle G Val G Val F
5958 T Val C Al C Ala F
5965 T Asn T Asn® A Lys F
6626 T Il C  Thr C Thr HN
7758 C Phe G Leau G Leu HN
9472 C  His T His T His L
9605 A Lys G Gl G Glu L
11530 T Gly C Gly C Gly L
11642 A Ser G Gly G Gly L
11899 T His C His C His L
14666 A Thr G Al G Ala L
14866 G Ala A Al A Ala L
14889 A Lys A Lys G Arg L
ICPI® 1.1 0.28 0.93

* Amino acid substitutions between R75/98 and rR75/98 are
underlined

® Amino acid substitutions between rR75/98 and RrR75/98 are
indicated in bold

“ Intracerebral pathogenicity index in one-day-old chickens

Phusion PCR [20] as well as substitution of selected
regions by PCR fragments amplified from R75/98 using
suitable restriction sites. Transfection of pfl-R75 with
support plasmids pCiteNP, pCiteP, and pCiteL derived
from NDV Clone 30 into BSR-T7 cells [19, 21] resulted in
rescue of recombinant R75/98, called rR75/98.

Wild-type as well as recombinant R75/98 replicated in
quail muscle cells (QM9), chicken embryo fibroblasts
(CEF), and embryonated chicken eggs (ECE) to high titers
of about 10757 TCIDsy/ml (QM9), 107*77° TCIDsy/ml
(CEF), and 10"?*7 TCIDsy/ml (ECE) (Fig. la—c). Viral
proteins were detected by Western blot analyses and indi-
rect immunofluorescence tests (data not shown). After
infection of cell cultures, syncytia formation was observed.
Compared to R75/98-induced syncytia, whose combined
size was set to 100 %, rR75/98 exhibited similar syncytia
sizes (94 %), indicating no differences in syncytia forma-
tion compared to wild-type R75/98. Determination of the
ICPI in one-day-old chickens was carried out for patho-
typing using a virus stock of recombinant R75/98 that was

@ Springer

generated by transfection in T7-BSR cells, followed by
propagation in ECE twice. In contrast to R75/98 (ICPI
1.10) that is characterized as a mesogenic NDV, rR75/98
possessed an ICPI of only 0.28 (Table 1), indicating a
lentogenic virus, despite the presence of a polybasic amino
acid motif ('">RRKKR*F''”) at the F protein cleavage site.
This was unexpected particularly considering that alter-
ation of only single amino acids within the F protein
cleavage site motif of lentogenic NDV La Sota from
monobasic to polybasic resulted in an increase of virulence
to a mesogenic pathotype, confirming the relationship
between the F protein cleavage site and pathogenicity [22,
23]. However, about 10 years ago, PPMV-1 isolates have
been described that possessed a polybasic amino acid
sequence at the F protein cleavage site and ICPI values
below 0.7 [11]. Furthermore, a PPMV-1 isolate with an
ICPI of 0.32 was shown to contain at least four different
viruses with ICPIs of 0.02, 0.55, 1.01, and 1.30, which
were isolated from the virus stock [24].

In contrast to wild-type isolates, recombinant virus
should be clonal, and the discrepancy between the
sequence of the F protein cleavage site and the ICPI should
not be due to presence of different virus populations within
the parental stock. However, sequence differences were
detected between recombinant and wild-type R75/98 after
NGS. These reflected a genetic tag (Mlul site in the non-
coding region of P) that was introduced on purpose and
additional alterations possibly introduced by PCR as
already shown for rNDV Clone 30 [21]. Most of these
differences did not result in amino acid changes and, thus,
are unlikely to influence pathogenicity. However, other
nucleotide changes resulted in alterations in amino acids
(aa), three in the F protein, two in the HN protein, and three
in the L protein (Table 1). The three aa differences in the F
protein are located within the F2 subunit (aa 61) and
between the two heptad repeat domains of the F1 subunit,
one at aa position 396 and the second one directly before
the heptad repeat domain (HR) adjacent to the transmem-
brane domain (aa 470). The NDV F has six potential
N-glycosylation sites (at aa 85, 191, 366, 447, 471, and
541). Their alteration could affect folding, fusion activity,
and surface expression of the protein [25]. The aa changes
detected in rR75/98 did not alter the N-glycosylation
consensus motif N-X-S/T directly. However, the aa alter-
ation V470A that is located directly in front of the N-X-S/
T-motif adjacent to the transmembrane domain may indi-
rectly affect N-glycosylation and, consequently, protein
structure, and function. The two aa alterations in the HN
protein are located in the stalk region (aa 71) and in the
globular domain (aa 447). None of these alterations are
located at or near the potential N-glycosylation sites of HN
[26]. Involvement of the HN protein in NDV virulence has
been described earlier [27]. The HN globular domain is
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responsible for receptor binding, and the stalk region is
necessary for the transmission of the signal that promotes
fusion activation [28]. It is conceivable that the altered aa
had an effect on the interaction between the HN and the F
protein and, thus, led to a decrease in pathogenicity.

Re-isolation of rR75/98 from a chicken brain after
intracerebral inoculation (performed for the ICPI determi-
nation) in Leghorn hepatocellular epithelial cells (LMH)
resulted in virus isolate RrR75/98. Its in vitro character-
ization did not show any significant differences in compar-
ison with rR75/98, neither in kinetics of replication
(Fig. la—c), nor in size of syncytia, where RrR75/98 dis-
played syncytia sizes of 99 % compared to R75/98. Sur-
prisingly, the ICPI value of RrR75/98 was increased to 0.93,
indicating a mesogenic virus. To elucidate the genetic basis
for this shift in virulence, the full-length genomic sequence
was again determined by NGS, which uncovered only two
nucleotide differences compared to rR75/98. Both were
non-silent and altered one amino acid in F and one in L
(Table 1). The alteration in F (N472 K) is situated in the
ectodomain at the 3'-end of heptad repeat 2 (HR 2) [29],
within the N-glycosylation motif (NNS becomes NKS),
whereas the alteration in L (K2168R) is in domain VI [30,
31] of the RNA-dependent RNA polymerase. The compar-
ison of 241 NDV full-length sequences focusing on the two
aa alterations showed that 235 out of 241 isolates carry an
asparagine at aa position 472 in F and 240 out of 241 isolates
possessed a lysine at aa position 2168 in L. None of them
showed the aa, detected in RrR75/98. Both alterations have
an effect on the predicted protein structure. It is reasonable
to assume that these alterations result in a different protein
fold that increases biological activity and, consequently,
pathogenicity as it has recently been described for another
PPMV-1 with mutations, however, only in the phospho-
protein (P) and the polymerase protein (L) after virus pas-
sage in chicken [32]. These mutations, one in P (N37D) and
two in L (N1564S, V1694E), leading to an increased path-
ogenicity [32] did not occur in R75/98 and its recombinants.
Interestingly, ten virus passages of rR75/98 on ECE did not
result in any alterations of virus characteristics.

In summary, we constructed a recombinant PPMV-1 that
can now be used to investigate the impact of quasispecies
within a virus isolate for virulence by sequential mutation of
the observed differences detected between wild-type,
recombinant, and re-isolated recombinant virus. Results
described here confirm the potential of lentogenic PPMV-1
with a polybasic aa sequence at the F cleavage site to
transform into a mesogenic virus after only one passage in
chickens. Single mutations are sufficient to increase viru-
lence to a level resulting in a virus whose presence is noti-
fiable according to national and international legislation
[33]. This has to be considered in risk analyses on the
potential damage associated with PPMV-1 infections.
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Abstract

Newcastle disease virus (NDV), also designated as Avian paramyxovirus type 1
(APMV-1), is the causative agent of a notifiable disease of poultry but it exhibits
different pathogenicity dependent on the virus strain. The molecular basis for this
variability is not fully understood. The efficiency of activation of the fusion protein (F)
is determined by presence or absence of a polybasic amino acid sequence at an
internal proteolytic cleavage site which is a major determinant of NDV virulence.
However, other determinants of pathogenicity must exist since APMV-1 of high
(velogenic), intermediate (mesogenic) and low (lentogenic) virulence specify a
polybasic F cleavage site. We aimed at elucidation of additional virulence
determinants by constructing a recombinant virus that consists of a lentogenic NDV
Clone 30 backbone and the F protein gene from a mesogenic pigeon
paramyxovirus-1 (PPMV-1) isolate with an intracerebral pathogenicity index (ICPI)
of 1.1 specifying the polybasic sequence R-R-K-K-R*F motif at the cleavage site.
The resulting virus was characterized by an ICPI of 0.6, indicating a lentogenic
pathotype. In contrast, alteration of the cleavage site G-R-Q-G-R*L of the
lentogenic Clone 30 to R-R-K-K-R*F resulted in a recombinant virus with an ICPI of
1.36 which was higher than that of parental PPMV-1. Substitution of different
regions of the F protein of Clone 30 by those of PPMV-1, while maintaining the
polybasic amino acid sequence at the F cleavage site, resulted in recombinant
viruses with ICPIs ranging from 0.59 to 1.36 suggesting that virulence is modulated
by regions of the F protein other than the polybasic cleavage site.
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Figure 1. Construction of full-length plasmids. Schematic representation of genome organization of new
generated recombinant NDV based on pfIRFL60. Sites of restriction enzymes used for different cloning steps
are given. Sequence regions raised from R75/98 are in dark grey, sequence regions raised from rNDV are in
light grey. ICPI values for each virus are given on the right.

doi:10.1371/journal.pone.0113344.9001

Introduction

Newcastle disease (ND) is a highly contagious infection caused by Newcastle
disease virus (NDV) which affects more than 250 species of birds. ND causes high
economic losses in the poultry industry worldwide, in particular in chickens and
turkeys [1]. NDV, or avian paramyxovirus type 1 (APMV-1), is a non-segmented
single-stranded RNA virus that belongs to the genus Avulavirus within the family
Paramyxoviridae of the order Mononegavirales [2]. Genome sizes vary between
15,186 (class II genotype I-1V, early isolates), 15,192 (class II genotype V-VIII,
late isolates) or 15,198 nucleotides (nt) (class I) [3] which encode the six major
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Table 1. Sequences of primers used for Phusion-PCR.

PP30_75_4488F tag aaa aaa cac ggg tag aag agt ctg gat ccc gge tag cac att ¢ 434
PP30_75 4921R gec aca ccg cca ata atg geg cct ata aag cge tte tte cte ctt act cc

PP30_75 4488F tag aaa aaa cac ggg tag aag agt ctg gat ccc ggc tag cac att ¢ 1654
PP30_75_6141R tgt tgc gee titt get tgt aca tca ggt agce atg cta gaa ¢

PP30_75 4857F ctg tga cta cat ctg gag gga gga gga aga agc gct tta tag gtg cc 1451
PP30_75_6307R gtc atc tac aac cgg tag ttt tit ctt aaa tct tcc att gaa cag gtt gtc ag

doi:10.1371/journal.pone.0113344.1001

proteins nucleoprotein (NP), phosphoprotein (P), matrix protein (M), fusion
protein (F), hemagglutinin-neuraminidase protein (HN), and RNA-dependent
RNA polymerase (L) [4]. Like other paramyxoviruses, NDV encodes additional
gene products, named V and W, which arise from the P gene translated from
alternative mRNAs produced by RNA editing during P gene transcription [5].
Based on the severity of clinical signs in chickens, three pathotypes, i.e. lentogenic,
mesogenic or velogenic NDV can be distinguished by their intracerebral
pathogenicity index (ICPI). Lentogenic strains (ICPI<<0.7) induce only mild
respiratory signs in young chickens, whereas mesogenic strains (ICPI 0.7-1.5)
cause moderate mortality. Infection with velogenic strains (ICPI>1.5) results in
diarrhea, hemorrhages, intestinal lesions, respiratory and neurological signs with
mortality up to 100% [6]. Besides chickens and turkeys, pigeons can also be
infected by APMV-1. In the 1980ies, a disastrous epidemic in pigeons spread over
Europe and other countries [7] primarily associated with neurological signs
similar to NDV in chickens. One of the first isolated pigeon paramyxovirus-1
(PPMV-1) was the BVC 78 strain that has been responsible for the disease in
pigeons since 1981. It was suggested that this virus has spread from Mesopotamia
westward, was observed in early spring of 1982 in the Nil delta area, and almost at
the same time in Sudan and north of the Mediterranean sea in Italy [8].
Investigation of different PPMV-1 isolates of the 1982 outbreaks in Italy showed a
higher hemagglutinin-thermostability, slower hemagglutinin-elution patterns and
a considerable antigenic diversity. Most important, however, was the
demonstration of a lack of pathogenicity of these PPMV-1 isolates for chickens,
whereas morbidity was 80% and mortality 55% after experimental infection of
pigeons [9]. Nevertheless, PPMV-1 strains may pose a risk for chickens and
turkeys, since virulence of PPMV-1 isolates increases following passages in
chickens [10, 11] and a number of ND outbreaks in chickens have been attributed
to PPMV-1 [6, 12, 13].

The two surface proteins of NDV are F and HN. HN is involved in virus
attachment and release, and F mediates fusion of the viral envelope with cellular
membranes. However, the HN protein is also required for fusion by interaction
with F [4, 14, 15]. Although virulence of different APMV-1 strains appears to be
modulated by both surface proteins, F is known as the main determinant of
pathogenicity which was confirmed recently by a systematic study of chimeric
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Figure 2. Western blot lysis of NDV r bi Purified virions with normalized protein levels
(10 pg/lane) were separated by SDS-PAGE and blotted onto nitrocellulose. Membranes were incubated with
polyclonal monospecific rabbit anti-NDV F serum (A) and monoclonal NDV-NP antibodies (B). Proteins were
detected by chemiluminescence substrate (Pierce) after incubation with peroxidase-conjugated species-
specific secondary antibodies.

doi:10.1371/journal.pone.0113344.9002

NDVs with substitutions of genes between a mesogenic and a velogenic strain
[16]. The F protein is a class I transmembrane protein that is synthesized as a
precursor protein F,. The cleavage of the precursor protein F, into the
disulfide-linked subunits F, and F, by cellular proteases is necessary for infectivity
of progeny viruses [17]. Mesogenic and velogenic viruses exhibit a polybasic
amino acid (aa) motif '"2(K/R)-R-(Q/K)-(R/K)-R"'® at the carboxy terminus of F,
and a phenylalanine at the amino terminus of the F, subunit (position aa 117)
which are substrates for ubiquitously existing furin-like proteases detected in a
wide range of cells and tissues, resulting in systemic infections [18]. In contrast,
the F protein of lentogenic viruses is characterized by a leucine at position 117 and
a monobasic aa motif at the carboxy terminus of F2 12(G/E)-(K/R)-Q-(G/E)-
R'', resulting in a virus that can be processed only by trypsin-like enzymes
restricted to the respiratory and intestinal tract which limits virus replication [ 19—
21]. Therefore, the F protein cleavage site is a major determinant of NDV
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67



Different Regions of the Newcastle Disease Virus Fusion Protein Modulate Pathogenicity

@PLOS |one

NDV Pathogenicity Differences Caused by F Protein Regions

10g;TCIDsmI

0 24 48 72 96
time p.i. (hours)
-@=- R75/98
== NDVFR75_1-117
i (NDVFRTS

-o=NDV
== NDVFR75_1-527
e (NDVFCSR75_528-553

—&— NDVFCSRT75
=== NDVFR75_112-553

9 4

logo TCIDgeml

time p.i. (hours)

=@= R75/98 =@=NDV =@ NDVFCSR75
—&—MNDVFR75_1-117 —a—MNDVFR75_1-527 =—8—MNDVFR75_112-553
=g NDVFRT5

ey (NDVFCSR75_528-553

Figure 3. Kinetics of replication in ECE (A) and QM9 cells (B). SPF eggs were infected with 200 pl of 10*
TCID50 mi~ " and QM9 cells were infected at an moi of 0.01 with the respective viruses. Allantoic fluids of the

eggs and cell culture supernatants were harvested at indicated time points and titers were determined by
titration on QM9 cells, followed by immunofluorescence.

doi:10.1371/journal.pone.0113344.g003
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Figure 4. Syncytia size. BSR-T7 cells were infected at an moi of 0.01 with the respective viruses. At 24 h p.i.
cells were fixed and syncytia of the recombinant viruses were visualized by immunostaining using a
hyperimmune serum against NDV. The syncytia sizes were determined by measuring the areas of 20 syncytia
per virus in triplicate assays with NIS-Elements BR imaging software. All values are expressed relative to
R75/98 which had been set as 100%. Error bars represent standard deviations. Significant differences
(P<0.05, Bonferroni correction) between R75/98 and recombinant viruses are indicated (*).

doi:10.1371/journal.pone.0113344.g004

virulence [17]. However, other pathogenicity determinants must exist because
differences in NDV virulence can not be explained by the F protein cleavage site
only. Importantly, the investigation of 27 PPMV-1 isolates from racing pigeons of
different regions of Belgium from 1998 and 1999 showed presence of a polybasic
cleavage site but only low to intermediate virulence [22]. In line with this
observation, alteration of the monobasic F cleavage site in lentogenic NDV strains
La Sota or Clone 30 to a polybasic site resulted in an increase of virulence but not
to a velogenic level [23].

Here, we describe the generation of a recombinant NDV on the basis of
lentogenic strain Clone 30 that expresses the F surface protein of a mesogenic
PPMV-1, specifying the polybasic aa motif ''?R-R-K-K-R*F'"” at the F protein
cleavage site, which was isolated in 1998 in Germany, instead of the Clone 30 F
protein. The resulting virus induced syncytia in cell culture as expected from
fusogenic activation of the polybasic F cleavage site, but its ICPI was 0.6,
characterizing a lentogenic virus and indicating presence of other virulence-
determining regions. For their identification, different regions of the Clone 30 F
protein were substituted in different recombinant NDV based on Clone 30 by
respective regions of the PPMV-1 protein while maintaining the polybasic F
cleavage site. The results of characterization demonstrate that other regions within
the F protein besides the proteolytic cleavage site influence pathogenicity.
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