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1 ���]�v�o���]�š�µ�v�P 

1.1 Das Newcastle Disease Virus - Auslöser der Newcastle Krankheit 

 Die Newcastle Krankheit 

Erstmals 1927 wurde von Dr. T. M. Doyle eine bis dahin unbekannte, hoch kontagiöse 

Krankheit des Geflügels mit einer Mortalitätsrate von bis zu 100 % beschrieben. Diese 

ließ sich klinisch von der klassischen Geflügelpest abgrenzen, unter anderem (u. a.) 

anhand einer längeren Inkubationsperiode, einer fehlenden Kreuzprotektivität von 

infiziertem Geflügel gegen aviäre Influenza, post-mortem Läsionen und der 

Infizierbarkeit von Tauben (Doyle, 1927).  

Zeitgleich wurde ein im Verlauf ähnlicher Ausbruch in Indonesien (Kraneveld, 1926; 

Samal, 2011) registriert, sowie in den Folgejahren 1928 �t 1933 auf den Philippinen, in 

Korea, Sri Lanka (damals Ceylon) und Japan. Anhand immunologischer Vergleiche wurde 

ein Virus gleichen Ursprungs als Auslöser angesehen (Doyle, 1935). 

Ausgehend vom Ort der Erstbeschreibung - einer Hühnerfarm bei Newcastle-upon-Tyne 

(Großbritannien) - wurde die Erkrankung als Newcastle Krankheit benannt, im deutsch-

sprachigen Raum aber auch als atypische Geflügelpest, und der zugehörige Erreger als 

Newcastle Disease Virus (NDV) bezeichnet (Doyle, 1935).  

In der 1930er Jahren wurde auch in den Vereinigten Staaten von Amerika eine dort 

unbekannte, jedoch mildere respiratorische Erkrankung mit neurologischen 

Symptomen beim Geflügel beschrieben, die man zuerst als Geflügel-

Pneumoenzephalitis bezeichnete (Stover, 1942; Van Herick & Eaton, 1945). Erst in den 

1940er Jahren wurde erkannt, dass auch diese Erkrankung durch das NDV ausgelöst 

�Á�µ�Œ�����U�����]�����l�o�]�v�]�•���Z���v���•���]���Z���v���µ�v�������]�����D�}�Œ�š���o�]�š���š�•�Œ���š���v���~�G���ñ�ì���9�•���•�]���Z���������Œ�������µ�š�o�]���Z���À�}�v��

den bisher beschriebenen unterschieden (Beach, 1944). Zuerst in Kalifornien 

aufgetreten, verbreitete sich das NDV schnell innerhalb der USA und konnte 1946 

bereits in 17 Staaten nachgewiesen werden (Alexander, 2001). Weitere große 

panzootische Geschehen wurden in Europa ab Ende der 1960er Jahre (Alexander, 1995; 

Hanson et al., 1973) und mit Beginn der 1980er Jahre dokumentiert, wobei bei 

Letzterem erstmalig ein an Tauben angepasstes Virus als Auslöser galt (Biancifiori & 

Fioroni, 1983; Kaleta et al., 1985). 
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Heute sind laut O.I.E (Office International des Epizooties, Weltorganisation für 

Tiergesundheit) hoch virulente (velogene) Stämme in weiten Teilen Mexikos, Zentral- 

und Südamerikas, aber auch in Afrika und dem Nahen Osten endemisch (Abbildung 1). 

Niedrig virulente (lentogene) Stämme gelten als weltweit verbreitet.  

Die weltweite Verbreitung des NDV ist u. a. darauf zurückzuführen, dass über 250 

Vogelspezies (auch Wild- und Ziervögel) empfänglich für das Virus sind (Alexander, 2001; 

Kaleta & Baldauf, 1988). Des Weiteren werden Kormorane, Tauben und Wildenten als 

natürliche Reservoire des Erregers angesehen (Cross et al., 2013; Teske et al., 2013). 

Dies begünstigt eine Übertragung des Virus von Wildvögeln auf Wirtschaftsgeflügel (Kim 

et al., 2007). Jüngste ND-Ausbrüche im Jahre 2019 wurden laut O.I.E für die USA, Mexiko, 

Russland, Botswana und Kambodscha gemeldet. 

Seit 1982 ist der Erreger für alle EU-Mitgliedstaaten als anzeigepflichtig deklariert 

(Richtlinie 82/894/EWG). Laut EU-Richtlinie 92/66/EWG bezieht sich diese 

Anzeigepflicht auf Virusstämme mit einem intrazerebralen Pathogenitätsindex 

(intracerebral pathogenicity index�U���/���W�/�•���H���ì�U�ó���~�^���µ���Z���v�À�]�Œ�µ�•�• (siehe auch (s. a.) 1.1.5). 

In Deutschland wurde 1995 die Impfpflicht für Hühner- und Putenbestände laut 

Geflügelpest-Verordnung eingeführt (§ 7 Abs. 1 BGBl. I Nr.74, S. 3539 vom 23.12.2005). 

In den meisten EU-Mitgliedsstaaten sind prophylaktische oder auch Notfallimpfungen 

zulässig oder verpflichtend, ausgenommen Finnland, Schweden und Estland (Koenen et 

al., 2007). Sowohl inaktivierte als auch Lebendimpfstoffe wurden dafür in der EU 

legitimiert (Koenen et al., 2007). 

 

http://eur-lex.europa.eu/legal-content/DE/AUTO/?uri=celex:31982L0894
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 Das Newcastle Disease Virus 

Das NDV ist nach neuester Taxonomie als Aviäres Orthoavularvirus 1 der Ordnung der 

Mononegavirales, der Familie der Paramyxoviridae und der Subfamilie Avulavirinae 

(Rima et al., 2019) (Abbildung 2) zugeordnet.  

Der Familie der Paramyxoviridae gehören auch die Genera Respiro-, Morbilli- und 

Henipavirus sowie die Subfamilie Rubulavirinae an, deren Vertreter zum Teil 

bedeutende Pathogene für Tier (zum Beispiel (z. B.) Staupe, Rinderpest) und Mensch    

(z. B. Mumps, Masern) darstellen (Gogoi et al., 2017). 

 

 

Abbildung 2: Systematik der Familie Paramyxoviridae 
 Dargestellt sind die Gattungen der Familie Paramyxoviridae innerhalb der Ordnung 

Mononegavirales, sowie die zugehörigen Gattungsvertreter gemäß ICTV (2018). Das NDV wird 
taxonomisch der Subfamilie Avulavirinae und dem Genus Orthoavulavirus zugeordnet.  

 (ICTV Master Species List 2018b #34: https://talk.ictvonline.org/files/master-species-
lists/m/msl/8266) 

 

Das Internationale Komitee für Virustaxonomie (International Committee on Taxonomy 

of Viruses, ICTV) teilte die aviären Paramyxoviren (APMV) im August 2016 in 13 

verschiedene Serotypen ein. Erst in den letzten Jahren wurden drei neue Serotypen 

(APMV-14 �t APMV-16) in Enten, Wild- und Zugvögeln entdeckt (Lee et al., 2017; 

Thampaisarn et al., 2017; Thomazelli et al., 2017). Drei weitere Serotypen, die in 
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antarktischen Eselspinguinen nachgewiesen wurden, wurden als APMV-17 �t APMV-19 

bezeichnet (Amarasinghe et al., 2018; King et al., 2018; Neira et al., 2017). Das NDV wird 

als Serotyp 1 (APMV-1) eingeordnet. Während früher die einzelnen Serotypen vor allem 

anhand serologischer Tests, wie z. B. dem Hämagglutinationshemmtest, unterschieden 

wurden, spielen heute molekulare phylogenetische Analysen eine übergeordnete Rolle 

(Alexander & Senne, 2008). 

Das NDV ist der bisher bestcharakterisierte Serotyp des Genus Orthoavulavirus, da ihm 

die größte klinische und wirtschaftliche Bedeutung zukommt. Er wird anhand 

phylogenetischer Untersuchungen in zwei Klassen unterteilt (Ballagi-Pordany et al., 

1996; Czegledi et al., 2006; Seal et al., 1995), die zusätzlich in Genotypen untergliedert 

wurden (Aldous et al., 2010; Ballagi-Pordany et al., 1996; Lomniczi et al., 1998; Toyoda 

et al., 1989). 

Die Klasse 1 wird durch einen einzigen Genotyp repräsentiert, welcher avirulente Viren 

vereint, die aus Wasser- und Ufervögeln weltweit isoliert wurden. Klasse 2 fasst die 

Genotypen I �t XVIII zusammen, wobei es sich um Isolate aus Wildvögeln und 

Wirtschaftsgeflügel verschiedener Länder handelt, die in ihrer Virulenz stark variieren 

(Kim et al., 2008; Meulemans et al., 2002; Sabouri et al., 2018). 

 

 Morphologie des Newcastle Disease Virus 

Das NDV als Paramyxovirus zeichnet sich durch ein einzelsträngiges (single stranded, ss), 

nicht segmentiertes lineares Genom aus Ribonukleinsäure (ribonucleic acid, RNA) mit 

negativer Polarität ((-)ssRNA) aus, welches eine Länge von rund 15,2 Kilobasen (kb) hat. 

Bisher wurden Genomlängen von 15 186 Nukleotiden (Nt) (de Leeuw & Peeters, 1999; 

Römer-Oberdörfer et al., 1999), 15 192 Nt (Huang et al., 2004a; Zou et al., 2005) und     

15 198 Nt (Czegledi et al., 2006) beschrieben. 

Es handelt sich um behüllte Viren mit einem Durchmesser von 100 nm bis 500 nm (Yusoff 

& Tan, 2001) mit annähernd sphärischer Form (Abbildung 3). Elektronenmikroskopisch 

sind zudem pleomorphe bis filamentöse Formen beschrieben (Bang, 1948; Battisti et al., 

2012; Cunha et al., 1947). 

Die Hülle des NDV, eine Lipiddoppelschicht, leitet sich von der Plasmamembran der 

Wirtszelle ab, von welcher sich die in der Zelle neu gebildete virale Nachkommenschaft 

durch Knospung abschnürt (Klenk & Choppin, 1969; Landsberger et al., 1973). In diese 
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Hülle sind bei NDV die transmembranen Oberflächenglykoproteine Fusionsprotein        

(F-Protein) und Hämagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN-Protein) eingelagert (Klenk 

& Choppin, 1970). Sie bilden Projektionen, sogenannte Spikes, die aus der 

Lipiddoppelschicht 9 nm bis 15 nm hervorragen (Russell & Almeida, 1984; Samson, 

1988). 

Das F-Protein, ein Typ I Membranprotein, wird als 67 Kilodalton (kDa) großes 

Vorläuferprotein (F0-Protein) exprimiert (Hightower et al., 1975) und liegt als Trimer in 

der Membran vor. Es ist für die Penetration der Wirtszellmembran und die Fusion mit 

dieser bei der Infektion verantwortlich (Lamb & Kolakofsky, 1996; Nagai et al., 1976). 

Das HN-Protein, ein Membranprotein des Typs 2, liegt in tetramerer Form vor (Lamb & 

Kolakofsky, 1996). Die Kombination von Hämagglutinin- und Neuraminidaseaktivität in 

dem 63 kDa großen Protein ermöglicht dem Virus die Bindung an Wirtszellrezeptoren 

und deren Spaltung im Vorfeld der Membranfusion (McGinnes et al., 1993; Morrison, 

2001; Sergel et al., 1993; Zaitsev et al., 2004). 

Im Inneren ist das Matrixprotein (M-Protein) in Dimeren an die Virushülle angelagert, 

wobei sich eine netzartige Anordnung zeigt (Battisti et al., 2012; Russell & Almeida, 

1984). Das etwa 39 kDa große M-Protein ist von zentraler Bedeutung für die 

Virusmorphogenese und spätere Partikelfreisetzung (Lamb & Parks, 2007; Yusoff & Tan, 

2001). Es interagiert mit den zytoplasmatischen Enden der beiden Oberflächenglyko-

proteine F und HN, sowie dem rund 53 kDa großen Nukleoprotein (NP) (Nagai et al., 

1976; Pantua et al., 2006).  

Wie für weitere Paramyxoviren beschrieben, ist auch für NDV davon auszugehen, dass 

NP-Monomore sich über den Aminoterminus (N-Terminus) verknüpfen und durch 

Assoziation an das RNA-Genom dieses vollständig umhüllen (Kho et al., 2003; Liston et 

al., 1997; Nishio et al., 1999), um es u. a. vor dem Abbau durch zelluläre RNasen zu 

schützen (Moyer & Horikami, 1991; Ruigrok et al., 2011). Mit dem carboxyterminalen 

Ende (C-terminal) vermittelt NP zusätzlich die Interaktion mit dem circa (ca.) 55 kDa 

großen Phosphoprotein (P-Protein) (s. a. 1.2.1) und der RNA-abhängigen RNA-

Polymerase (L-Protein) (Kho et al., 2004; Lamb & Parks, 2007), dem größten 

strukturellen Protein des NDV mit rund 249 kDa. 
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NP-, P- und L-Proteine bilden mit dem RNA-Genom den helikalen Ribonukleoprotein-

komplex (RNP-Komplex) (Lamb & Parks, 2007; Samson, 1988), welcher als die kleinste 

infektiöse Einheit gilt. 

 

 

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines ND-Viruspartikels 
 Die genomische (-)ssRNA des NDV ist umhüllt von Nukleoproteinen, welche in Kontakt mit dem 

Phosphoprotein und der RNA-abhängigen RNA-Polymerase, sowie dem Matrixprotein treten. Das 
Matrixprotein kleidet die virale Lipiddoppelschicht von Innen aus und interagiert mit den in diese 
Membran eingelagerten Glykoproteinen Fusions- und Hämagglutinin-Neuraminidase-Protein. 

 

 Genomorganisation und Replikation des Newcastle Disease Virus 

Das ca. 15,2 kb große NDV RNA-Genom kodiert für 6 Gene, die in 3´�Æ 5 -́Richtung 

angeordnet sind: NP-P-M-F-HN-L (de Leeuw & Peeters, 1999) (Abbildung 4) und für die 

korrespondierenden Proteine kodieren. Zwei weitere Proteine (V und W) werden wie 

bei anderen Paramyxoviren durch co-transkriptionelle mRNA-Editierung des Phospho-

proteingens (P-Gen) abgelesen (Hausmann et al., 1996; Kolakofsky et al., 1998; Lamb & 

Parks, 2007; Steward et al., 1993) (s. a. 1.2.3). 

Der offene Leserahmen (open reading frame, ORF) eines jeden Gens wird von 

konservierten und virusspezifischen Genstart- und -endsequenzen, sowie von nicht-
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kodierenden Regionen (non-coding region, NCR) unterschiedlicher Länge flankiert 

(Lamb & Parks, 2007; Millar & Emmerson, 1988).  

Die einzelnen Gene sind durch sogenannte intergene Regionen (IGR) unterschiedlicher 

Länge (1 - 47 Nt) (Lamb & Parks, 2007; Millar & Emmerson, 1988) voneinander getrennt. 

Das Volllängengenom wird von einer Leadersequenz am 3´-Ende und einer 

Trailersequenz am 5´-Ende abgeschlossen. Die ersten beziehungsweise (bzw.) letzten 

acht Nt des 55 Nt langen Leaders (Promotorsequenz) bzw. 114 Nt langen Trailers 

(Terminatorsequenz) sind revers komplementär. 

���Z���Œ���l�š���Œ�]�•�š�]�•���Z���(�º�Œ���E���s���]�•�š�����]�����crule of six�^��(Peeters et al., 2000), wie sie zuerst für die 

effiziente Replikation des Sendaivirus beschrieben wurde (Calain & Roux, 1993). Diese 

beschreibt, dass die Genomgröße ein Vielfaches von sechs Nt darstellen muss, um eine 

effiziente Replikation des Virus zu gewährleisten. Dieser für verschiedene 

Paramyxoviren gezeigte Mechanismus scheint nicht zwangsläufig für alle zu gelten, da 

z. B. natürlich vorkommende Respiratorische Syncytial-Viren (Pneumovirus) ebenfalls 

eine Genomlänge von einem Vielfachen von sechs aufweisen, aber rekombinante Viren, 

die von der Regel abweichen, ebenfalls gut replizieren (Kolakofsky et al., 1998). 

 

 

Abbildung 4: Schematische Darstellung des NDV-Genoms und Genaufbaus 
 Das NDV-Genom ist flankiert durch eine 3´-Leader- und eine 5´-Trailersequenz und kodiert in         

3 �́Æ 5 -́Richtung die Proteine NP, P, M, F, HN und L, sowie die Proteine V und W durch co-
transkriptionelle mRNA-Editierung des P-Gens. Der ORF jedes Gens ist gekennzeichnet durch 
konservierte, virusspezifische Genstart- und -endsequenzen, sowie NCRs unterschiedlicher Länge. 
Die Gene sind durch IGRs unterschiedlicher Länge voneinander getrennt. 

 

Der Replikationszyklus des NDV beginnt mit der durch das HN-Protein vermittelten 

Anlagerung eines Viruspartikels an die Wirtszelloberfläche (Adsorption) (Abbildung 5). 

Das HN-Protein bindet dabei an Sialinsäurereste zellulärer Rezeptoren und spaltet sie 

durch das nach Bindung freigelegte Zentrum der Neuraminidase ab. Im Zuge dessen 
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verringert sich die räumliche Distanz der viralen und der Wirtszellmembran und es 

kommt zur Interaktion der Proteine HN und F, wodurch das F-Protein einer 

Konformationsänderung unterliegt und in der F1-Untereinheit das Fusionspeptid           

(AS 117 �t 142) freilegt wird (Kohama et al., 1981; Morrison, 2003; Nagai et al., 1976). 

Dieser stark hydrophobe aminoterminale (N-terminale) Bereich der F1-Untereinheit 

wird in die Membran verankert (Samson et al., 1980) und leitet die pH-unabhängige 

Verschmelzung der Virus- und Wirtszellmembran ein (Penetration) (Lamb & Jardetzky, 

2007; San Roman et al., 1999). Diese Membranfusion führt zur Freilassung des RNP-

Komplexes in das Zytoplasma der infizierten Zelle (Uncoating) (Haywood, 2010; Lamb & 

Parks, 2007), wo die Virusreplikation stattfindet.  

Ausgehend vom viralen Promotor in der Leader-Sequenz bewegt sich der aus NP, P und 

L bestehende Transkriptionskomplex (Colonno & Stone, 1976a; Hamaguchi et al., 1983) 

vom 3´-Ende in Richtung 5 -́Ende auf dem viralen RNA-Genom und subgenomische 

Boten-RNAs (messenger RNA, mRNA) werden synthetisiert (Lamb & Parks, 2007). Diese 

werden zeitgleich durch die virale Polymerase methyliert, am 5´-Ende gecappt und am 

3 -́Ende polyadenyliert (Colonno & Stone, 1975, 1976b; Lamb & Parks, 2007; Weiss & 

Bratt, 1974). Die einzelnen Genstart- und -endsequenzen dienen dabei als Signale für 

die Transkriptionsinitiation bzw. -termination (Millar & Emmerson, 1988). Dieser als 

Primärtranskription bezeichnete Prozess bildet den Ausgangspunkt für die Translation 

erster viraler Proteine und somit die Voraussetzung für die folgende Genomreplikation 

(Lamb & Parks, 2007). An den IGRs des RNA-Genoms kann es zur Dissoziation des 

Transkriptionskomplexes von der RNA kommen, wodurch eine Reinitiation der 

Transkription am 3´-Ende notwendig wird. Dieses führt zu einem in 3´�Æ5 -́Richtung 

abfallenden mRNA-Transkriptionsgradienten (Collins & Bratt, 1973; Curran & 

Kolakofsky, 1999).  

Die Translation viraler Proteine findet im endoplasmatischen Retikulum der Wirtszelle 

statt. Die Prozessierung einzelner Proteine, wie die Glykosylierung der Proteine F und 

HN, sowie die Spaltung des F0-Proteins bei Vorliegen einer polybasischen (pb) 

Spaltstelle (s. a. 1.1.5) in die Untereinheiten F1 und F2, erfolgt im Golgi-Apparat 

(Morrison, 2003).  

Der genaue Mechanismus des anschließenden Umschaltens von der Transkription zur 

Replikation der genomischen RNA ist für Paramyxoviren bisher noch nicht abschließend 
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geklärt. Es wird jedoch vermutet, dass die Menge neu exprimierter NP und der NP-P-

Komplex eine entscheidende Rolle dafür spielt (Lamb & Parks, 2007; Noton & Fearns, 

2015; Vidal & Kolakofsky, 1989). 

Im ersten Schritt der viralen Replikation wird ausgehend von der viralen RNA ein positiv-

strängiges Antigenom ((+)ssRNA) synthetisiert, das als Matrize für die Synthese des 

negativ-strängigen, viralen RNA-Genoms dient. Sowohl das Antigenom als auch das 

neue virale Genom werden nicht gecappt oder polyadenyliert, assoziieren aber sofort 

mit freien NP. Es ist davon auszugehen, dass jedes NP-Molekül mit je sechs Nt interagiert 

und so die Verbindung zur RNA auf der einen und den assoziierten Proteinen P und L auf 

der anderen Seite optimal ermöglicht (Kolakofsky et al., 1998). 

Nach erfolgter Transkription, Translation und Replikation werden die viralen Proteine 

und neuen RNPs Aktin-vermittelt zur Zellmembran transportiert (Rutter & Mannweiler, 

1977). Es erfolgt die Insertion der Glykoproteine in die Membran und M-Proteine lagern 

sich an die Innenseite der Wirtszellmembran an, wobei diese mit den F- und HN-

Proteinen interagieren (Pantua et al., 2006). Ebenso treten M-Proteine in Interaktion 

mit dem NP des RNP-Komplexes (Pantua et al., 2006). Dieser Vorgang wird als 

Zusammenbau (Assembly) bezeichnet. Es kommt dann zu einer Ausstülpung der 

Zellmembran (Knospung) (Laliberte et al., 2006) und Freisetzung neuer Viruspartikel, 

wobei die Neuraminidaseaktivität des HN-Proteins bei Paramyxoviren wichtig für die 

Abtrennung von der Zellmembran ist (Lamb & Parks, 2007; Samal, 2011). 
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Replikationszyklus des NDV 
 Vermittelt durch die Interaktion der viralen Glykoproteine F und HN mit sialinsäurehaltigen 

Rezeptoren (Adsorption) auf der Wirtszelloberfläche fusioniert das NDV mit dieser. Dabei wird der 
RNP-Komplex mit dem (-)ssRNA-Genom in das Zytoplasma entlassen. Dort erfolgt die Transkription 
viraler mRNAs mit Hilfe der RNA-abhängigen RNA-Polymerase und die Translation der viralen 
Proteine durch die Wirtszellmaschinerie. Das (-)ssRNA-Genome wird in (+)ssRNA umgeschrieben, 
welche als Matrize für die Synthese neuer viraler (-)ssRNA dient, die von NP umhüllt wird. Diese 
vermitteln die Interaktion mit den Proteinen P und L für den Zusammenbau des RNP. Neu 
synthetisierte Glykoproteine werden nach Prozessierung im ER und Golgi-Apparat zur 
Wirtszellmembran rekrutiert und in diese inkorporiert. Durch die Interaktion von F und HN mit dem 
Matrixprotein, nach dessen Kernpassage, kommt es zum Zusammenbau (Assembly) des Virus und 
zur Freisetzung der Virusnachkommenschaft (Knospung). 

 
 

 Pathogenitätstypen und Virulenzdeterminanten 

Die Replikations- und Ausbreitungsfähigkeit eines Virus im Wirt ist maßgeblich für die 

resultierende Pathogenität und klinische Manifestation einer Erkrankung. Dabei spielen 

nicht nur die Spezies und das Alter des Tieres, sondern auch dessen Immunstatus und 

der virale Pathogenitätstyp (Pathotyp) eine wichtige Rolle. 

NDV werden anhand der klinischen Manifestation im Huhn (Gallus gallus) in fünf 

Pathotypen unterteilt: asymptomatisch enteral, lentogen, mesogen, velogen-

viszerotrop und velogen-neurotrop (Alexander & Senne, 2008; Beard & Hanson, 1984).  

Asymptomatisch enterale Virusstämme replizieren vorrangig im Intestinaltrakt, führen 

aber zu keiner Ausprägung von klinischen Symptomen. Lentogene, schwach virulente 
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Stämme sind Auslöser milder respiratorische Erkrankungen, vorrangig bei Hühnerküken. 

Mesogene Stämme (mittlere Virulenz) können akute respiratorische Erkrankungen, 

selten auch neurologische Störungen hervorrufen. Die Mortalitätsrate ist in adulten 

Tieren gering, beträgt aber bis zu 50 % bei Jungtieren.  

Velogene, hochvirulente NDV-Stämme können zu einer Mortalitätsrate von bis zu        

100 % in allen Altersklassen führen und rufen je nach Klassifizierung hämorrhagisch-

nekrotisierende Läsionen im Darm hervor (viszerotrop) oder respiratorische 

Erkrankungen mit neurologischen Symptomen, wie Muskelzittern oder Lähmungen der 

Beine und Flügel (neurotrop) (Hanson & Brandly, 1955; Hanson et al., 1973). Eine strikte 

Eingliederung aller Isolate in eine dieser Gruppen ist jedoch nicht immer möglich 

(Alexander, 1995). 

Standardmethoden zur Beurteilung der Virulenz eines Stammes sind die Bestimmung 

der mittleren Sterberate (mean death time, MDT) oder des ICPI (Koenen et al., 2007). 

Die Bestimmung des ICPI erfolgt durch Inokulation einer Virusverdünnung mit einem 

Hämagglutinationstiter von mindestens (mind.) 16 bei Eintagsküken durch Beobachtung 

von Krankheitssymptomen, einschließlich Tod, in den nachfolgenden acht Tagen       

(days, d). Im Vergleich dazu gibt die MDT die mittlere Sterbezeit in Stunden (hour, h) 

nach Inokulation der höchsten Virusverdünnungen in 9 - 11 Tage bebrüteten, 

embryonierten, spezifisch pathogenfreien (SPF) Hühnereiern an, bei der alle Embryonen 

absterben. Zusätzlich kann zur Unterscheidung mesogener und velogener Isolate der 

intravenöse Pathogenitätsindex (intravenous pathogenicity index, IVPI) bei sechs 

Wochen alten Hühnern bestimmt werden (Tabelle 1). 

Laut EU-Richtlinie 92/66/EWG gelten Virusstämme �u�]�š�����]�v���u���/���W�/���H���ì�U�ó�����o�•���^���µ���Z���v�À�]�Œ�µ�•��

und sind anzeigepflichtig. Auch der Nachweis einer pb Aminosäuresequenz (AS-

Sequenz) an der proteolytischen Spaltstelle des F-Proteins kann zum Nachweis eines 

Seuchenvirus genutzt werden (O.I.E). 
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Tabelle 1: Einteilung der Pathotypen von Newcastle Disease Viren  
 Die drei Pathotypen der NDV werden anhand MDT, ICPI, IVPI oder der AS-Sequenz der proteolytischen 

F-Protein Spaltstelle unterschieden (Hanson & Brandly, 1955; Koenen et al., 2007). 
 MDT 

in h 
ICPI IVPI Aminosäuresequenz der F-Protein 

Spaltstelle 

Lentogen/ 
Avirulent 

	Z 90 0 - 	Y���ì�U�ó 0,0 112 G R/K Q G R �Y���>��117 

Mesogen 60 �t 90 0,7 �t 1,5 0,0 112 R K/R K/Q K/R R �Y�&��117 

Velogen 	Y 60 	Z 1,5 �t 2,0 > 2,5 112 R K/R K/Q K/R R �Y�&��117 

 

Als Hauptvirulenzdeterminate gilt die AS-Sequenz in der Region der proteolytischen 

Spaltstelle des F-Proteins (Nagai et al., 1976; Peeters et al., 1999). Für eine Aktivierung 

des Proteins ist eine posttranslationale Spaltung des Vorläuferproteins F0 in die 

Untereinheiten F1 (AS 117 �t 553, 55 kDa) und F2 (AS 1- 116, 12 kDa) unerlässlich, wobei 

diese über Disulfidbrücken verbunden bleiben (Lamb & Parks, 2007; Nagai et al., 1976; 

Samson et al., 1980; Scheid & Choppin, 1977). 

Die proteolytische Spaltung kann durch unterschiedliche Wirtszellproteasen erfolgen, 

denn je nach Pathotyp ist die AS-Sequenz an der F-Spaltstelle monobasisch (mb) oder 

pb (s. a. Tabelle 1). Monobasische Sequenzen sind charakteristisch für lentogene 

Virusstämme und werden von Trypsin-ähnlichen Wirtszellproteasen erkannt und 

gespalten. Dies limitiert die Virusreplikation auf den Respirations- und Intestinaltrakt 

(Collins et al., 1993; Glickman et al., 1988; Toyoda et al., 1987). Velogene und mesogene 

NDV zeichnen sich durch pb AS-Sequenzen an der F-Spaltstelle aus (Collins et al., 1993; 

Glickman et al., 1988; Millar et al., 1988; Toyoda et al., 1987), die durch Proteasen der 

Furin-Familie (Erkennungsequenz R X K/R R, wobei X eine beliebige Aminosäure 

darstellt) gespalten werden (Gotoh et al., 1992). Diese Proteasen werden ubiquitär 

exprimiert und ermöglichen eine systemische Ausbreitung des Virus. 

Die Virulenz eines Virusstammes ist aber nicht nur durch die Sequenz der Spaltstelle im 

F-Protein definiert, sondern wird auch durch die anderen Virusproteine beeinflusst. 

Unter anderem wurde nachgewiesen, dass sowohl die Stamm-, also auch die globuläre 

Kopfregion des HN-Proteins einen Einfluss auf die Virulenz hat (de Leeuw et al., 2005) 

und die Sequenz des HN-Proteins den Gewebetropismus als Folge einer potenziell 

unterschiedlichen Rezeptorerkennung mitbestimmt (Huang et al., 2004b). Auch die 

Dimerisierung des HN-Proteins scheint die resultierende Pathogenität zu beeinflussen 

(Römer-Oberdörfer et al., 2006).  
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Weiteren Einfluss nehmen die Proteine des RNP-Komplexes, da auch dessen Aktivität in 

Zusammenhang mit der Virulenz steht (Dortmans et al., 2010, 2011). Ein Austausch der 

Polymerase kann wahrscheinlich durch eine gesteigerte Replikation zu einer Steigerung 

der Pathogenität bei einem niedrig virulenten Stamm führen (Rout & Samal, 2008).  

Das nach co-transkriptioneller Editierung (s. a. 1.2.3) des P-Gens exprimierte V-Protein 

ist als Interferon-Antagonist (IFN-Antagonist) beschrieben (Huang et al., 2003; 

Mebatsion et al., 2001), übt einen regulierenden Einfluss auf die Replikation aus (Nishio 

et al., 2008; Yang et al., 2015) und hat antiapoptotische Eigenschaften (Sun et al., 2004). 

 

1.2 Die co-transkriptionelle mRNA-Editierung des NDV P-Gens 

 Das NDV P-Gen 

Das NDV P-Gen (rund 1450 Nt) ist eines der variableren Gene des NDV (Kattenbelt et al., 

2006; Locke et al., 2000). Es kodiert das 395 AS lange P-Protein, welches vom 

uneditierten Transkript synthetisiert wird. P-Proteine können als Monomere oder 

Homooligomere vorliegen (Smith & Hightower, 1981) und werden durch die 

Proteinkinase C des Wirtes stark phosphoryliert (Fuentes et al., 2010; Qiu et al., 2016c), 

wovon sich der Name des Proteins ableitet. Wie für Sendaiviren gezeigt wurde, 

interagieren sie als Tetramere C-terminal mit dem L-Protein, wobei dieses stabilisiert 

wird, und stellen damit eine Untereinheit des transkriptiven und replikativen Komplexes 

dar (Hamaguchi et al., 1983; Smallwood et al., 1994; Tarbouriech et al., 2000).                      

P-Tetramere rekrutieren die NP-umhüllte RNA, sodass es zur Bildung des RNP-

Komplexes kommen kann (Houben et al., 2007). Der Carboxy-Terminus (C-Terminus) des 

P-Proteins verhindert die unkontrollierte Umhüllung nicht-viraler RNA durch NP 

(Errington & Emmerson, 1997) anhand der Bindung an monomere NP, wodurch dem     

P-Protein eine Chaperon-Funktion zukommt (Jahanshiri et al., 2005). Wie für andere 

Vertreter der Paramyxoviren wird für NDV ebenfalls eine Beteiligung N-terminaler AS im 

P-Protein bei der Interaktion mit NP diskutiert (Curran et al., 1995; Jahanshiri et al., 

2005; Nishio et al., 2006; Tuckis et al., 2002).  

Neben dem NDV P-Protein kodiert das P-Gen für zwei weitere Proteine, V und W (s. a. 

1.2.4, 1.2.5). Dies ist möglich, da sich die P-Gene von Paramyxoviren durch eine hoch 

konservierte purinreiche Sequenz (AnGn) auszeichnen (Cattaneo et al., 1989; Thomas et 

al., 1988). Diese Sequenz hat Ähnlichkeit mit den Polyadenylierungssignalen viraler 
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Genendsequenzen, wodurch ein an die Polyadenylierung erinnernder RNA-

Editierungsmechanismus ermöglicht wird (Galinski et al., 1992; Steward et al., 1993; 

Thomas et al., 1988; Vidal et al., 1990). 

 

 RNA Editierung 

Die Editierung von RNA ist ein grundlegender Prozess verschiedener Organismen, um 

die Kodierungskapazität des Genoms zu vergrößern. Die entstehende RNA weicht in 

ihrer Nt-Sequenz von der ausgehenden Desoxyribonukleinsäure (deoxyribonucleic acid, 

DNA) oder Matrize im Allgemeinen ab (Gualberto et al., 1989). Unterschieden werden 

hierbei post-transkriptionelle Editierungen, wie Basendeletionen und �tinsertionen, aber 

auch Basenmodifikationen, wie z. B. Desaminierungen und co-transkriptionelle 

Mechanismen (s. a. 1.2.3). RNA-Prozessierungen wie Capping, Polyadenylierung und 

Spleißen erfolgen nicht durch RNA-Editierung, können aber durch die entstehenden 

RNA-Produkte beeinflusst werden. 

 

Erstmals wurden post-transkriptionelle RNA Editierungen 1986 bei mitochondrialen 

Transkripten von Trypanosomen beschrieben (Benne et al., 1986). Sowohl Insertionen, 

als auch Deletionen von Uridinen konnten u. a. für die Transkripte der Cytochrom C 

Oxidase Untereinheit II und III detektiert werden (Benne et al., 1986; Eisen, 1988). 

Cytosin-Desaminierungen sind seit 1989 bei mitochondrialen Gensequenzen des 

Weizens nachgewiesen. In den Genen kodierte Cytosine werden hier in den zugehörigen 

mRNAs durch Uridine ersetzt (Gualberto et al., 1989). Solche Modifikationen sind auch 

für die Apolipoprotein B mRNA in den Enterozyten des Dünndarms bei Säugern 

beschrieben (Chen et al., 1987; Powell et al., 1987).  

Neben Modifikationen von mRNAs sind Editierungen von tRNAs, rRNAs und viralen RNAs 

beschrieben (Beier et al., 1992; Cattaneo, 1994; Diamond et al., 1990; Schuster et al., 

1991). 

Hepatitis Delta Viren editieren ihre doppelsträngige (ds) antigenomische RNA 

wahrscheinlich durch Desaminierung von Adenosin zu Iosin, wodurch es nach der 

Transkription zu einer Umwandlung des Thymin zu einem Cytosin in der genomischen 

RNA kommt (Casey & Gerin, 1995). Dadurch wird im Leserahmen des Hepatitis Delta 

Antigen p24 statt eines Stoppkodon ein Tryptophan kodiert, der Leserahmen um               
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19 - 20 AS verlängert, und das größere Antigen p27 exprimiert (Casey, 2012; Casey & 

Gerin, 1995; Polson et al., 1996). Basenmodifikationen dieser Art werden dem in 

Vertebraten exprimierten Enzym DRADA (dsRNA-spezifische Adensosin-Desaminase) 

zugeschrieben (Bass, 2002; Toth et al., 2006) und sind auch für RNAs bei Paramyxoviren, 

Pneumoviren und Vertretern der Retroviren (Cattaneo, 1994; Doria et al., 2009) 

beschrieben.  

Ein weiterer viraler Editierungsmechanismus findet sich beim Ebolavirus, dessen 

Oberflächenprotein GP in zwei überlappenden ORFs kodiert wird, da mittig ein 

Stoppkodon lokalisiert ist (Volchkov et al., 1995). Das Genprodukt des ersten 

Leserahmens ist das kleinere, sekretierte Glykoprotein (sGP) (Peters et al., 1994). Wird 

jedoch bei der Transkription der sieben Uridin-Nt umfassenden Editierungsstelle der 

genomischen RNA ein zusätzliches, nicht-kodiertes Adenin in die mRNA-Sequenz 

inseriert, führt dies zu einer Verschiebung des Leserahmens und der Expression des 

Volllängen-GP-Proteins (Peters et al., 1994; Volchkov et al., 1995). Die Proteine sGP und 

GP weisen dieselben 300 AS N-terminal auf und unterscheiden sich in ihrer C-terminalen 

Sequenz, wodurch das verkürzte sGP keinen Transmembrananker besitzt und sekretiert 

wird. Dieser Mechanismus stellt ein Beispiel für die co-transkriptionelle RNA-Editierung 

dar und ähnelt dem Prozess der co-transkriptionellen mRNA-Editierung bei 

Paramyxoviren (s. a. 1.2.3), wobei jedoch nicht abschließend geklärt ist, ob es sich 

hierbei nicht auch um eine ribosomale Leserahmenverschiebung handeln könnte 

(Volchkov et al., 1995). 

 

 Der Mechanismus der co-transkriptionellen mRNA-Editierung 

Die Form der co-transkriptionellen mRNA-Editierung der Paramyxoviren wurde 1984 

erstmals für das Parainfluenzavirus 5 (früher als Simian Virus 5, SV5 bezeichnet) 

beschrieben (Paterson et al., 1984) und konnte 1993 ebenfalls bei NDV nachgewiesen 

werden (Steward et al., 1993). 

Es wird davon ausgegangen, dass bei der mRNA-Synthese die virale Polymerase an der 

zuvor beschriebenen purinreichen und als rutschig (slippery) bezeichneten Sequenz 

(Vidal et al., 1990) der Editierungsstelle im P-�'���v�� �]�v�•�� �c�^�š�}�š�š���Œ�v�^�� �P���Œ���š�� �µ�v���� ���]����

Transkription pausiert (Cattaneo et al., 1989; Vidal et al., 1990). Um diese fortführen zu 

können, rutscht die Polymerase um ein oder mehrere Nt in 3´-Richtung auf der RNA-



 1 7  

 

Matrize zurück, wodurch Guanin-Uridin-Paarungen entstehen (Abbildung 6). Diese sind 

konformationell vorteilhafter als Adenin-Cytosin-Paarungen. Durch die erneute 

Bewegung der Polymerase in 5´-Richtung der Matrize wird die Elongation dann 

fortgesetzt, wobei die Polymerase die Nt wiederholt abliest und ein oder mehrere 

Guaninreste, die nicht in der genomischen RNA kodiert sind, zusätzlich in das Transkript 

einfügt (Vidal et al., 1990). Dies führt zu mRNAs, die für Proteine kodieren, welche sich 

ab der Insertionsstelle der nicht-kodierten Nt durch eine Verschiebung des ORFs von der 

ursprünglichen AS-Sequenz unterscheiden (Kolakofsky et al., 1991). Der genaue 

Mechanismus ist bis heute nicht vollständig aufgeklärt. Es wird angenommen, dass 

ausschließlich die virale RNA-abhängige RNA-Polymerase L für diese Editierung 

verantwortlich ist (Horikami & Moyer, 1991; Matsuoka et al., 1991; Pelet et al., 1991; 

Vidal et al., 1990). 

 

 

Abbildung 6: Der Editierungsmechanismus des NPV P-Gens 
 Kommt die mRNA-Synthese an der purinreichen Sequenz der Editierungsstelle (3´-UUUUCCC-`5) 

während der Transkription der viralen P-mRNA ins Stocken, rutscht die virale Polymerase um ein 
oder mehrere Nt in 3´-Richtung auf der RNA-Matrize zurück und setzt die Elongation in 5´-Richtung 
weiter fort. Dabei liest die Polymerase die Nt erneut ab und ein oder mehrere Guaninreste, die nicht 
in der genomischen RNA kodiert sind, werden zusätzlich in das Transkript einfügt. Die entstehenden 
Guanin-Uridin-Paarungen sind konformationell vorteilhafter als Adenin-Cytosin-Paarungen, welche 
bei einem Verrutschen der Polymerase in 5´-Richtung auf der Matrize entstehen würden.  

 

Je nach Sequenz der Editierungsstelle werden zwei Muster für die Editierung 

unterschieden. Die Konsensussequenz im P-Gen des NDV, wie auch im P-Gen des 

Sendaivirus, Masernvirus und verwandter Viren, ist mit 3´-UUUUCCC-`5 angegeben 

(Steward et al., 1993). Bei diesen Viren gilt das uneditierte Transkript als vorherrschend. 

Dieses kodiert für das P-Protein, das längste Protein der drei Editierungsprodukte 

(Steward et al., 1993). Die Insertion von einem zusätzlichen Guaninrest führt zur 

Translation des V-Proteins, die Insertion zweier nicht-kodierter Guaninreste zur 

Expression des W-Proteins. Bereits eine einzelne Mutation eines Uridins zu Cytosin in 



 1 8  

 

der NDV-Editierungssequenz reduziert die Editierungsfrequenz deutlich (Mebatsion et 

al., 2001). 

Bei Paramyxoviren mit der Konsensussequenz 3´-AUUCUCCC-`5 (Steward et al., 1993) 

wird von dem uneditierten Transkript das V-Protein abgelesen und nach Insertion eines 

nicht im Template kodierten Guanins das W-Protein. Das P-Protein wird von mRNAs mit 

zwei zusätzlich inserierten Gunaninen kodiert. Dies trifft z. B. auf die Subfamilie 

Rubulavirinae zu (Elliott et al., 1990; Thomas et al., 1988). 

Alle drei potenziellen Editierungsprodukte sind N-terminal bis zur Editierungsstelle in 

ihrer AS-Zusammensetzung identisch, wohingegen der C-Terminus in Länge und AS-

Abfolge variiert. Dadurch können die verschiedenen Proteine unterschiedliche 

Funktionen während der Virusreplikation erfüllen (s. a. 1.2.1, 1.2.4, 1.2.5). 

Die Frequenz der Editierung wurde bereits für unterschiedliche Paramyxoviren 

untersucht. Bei NDV konnten P-Gen-Transkripte mit einem Prozentsatz von 61 - 68 % 

ermittelt werden. Knapp ein Drittel (27 - 29 %) der transkribierten mRNAs waren 

spezifisch für das V-Protein und nur etwa 2 - 8,5 % der Transkripte wiesen eine Insertion 

von zwei Nt auf (Mebatsion et al., 2001; Steward et al., 1993). Diese Werte sind ähnlich 

zu den P:V:W-Verhältnissen, die bei Sendaiviren (70 %:25 %:5 %) (Curran et al., 1991a; 

Delenda et al., 1998) oder Masernviren (60 %:35 %:5 %) (Bankamp et al., 2008) 

beschrieben wurden. Allerdings wurde in älteren Studien ein 1:1 Verhältnis für P- und 

V-spezifische Transkripte bei Masernviren ermittelt (Cattaneo et al., 1989; Horikami & 

Moyer, 1991). Äquimolare Mengen der verschieden editierten mRNAs wurden bisher 

für bovine und humane Parainfluenzaviren (33 %:33 %:33 %) (Galinski et al., 1992; Pelet 

et al., 1991) und Nipah-Viren (33 %:36 %:31 %) (Kulkarni et al., 2009) beschrieben. 

Die Stabilität der entstehenden mRNAs wurde bisher nicht untersucht, sodass nur 

schwer eine Aussage über die tatsächlich wirksam exprimierten Mengen der Proteine P, 

V und W zu treffen ist. 

Neben der Insertion von ein bis zwei Guaninen wurde eine Hypereditierung für das P-

Gen des NDV beobachtet. Hierbei werden mehr als drei und sogar bis zu neun nicht-

kodierte Guanine eingefügt (Qiu et al., 2016a; Steward et al., 1993). Ähnliches wurde für 

das Nipah- (Kulkarni et al., 2009), das Masern- (Cattaneo et al., 1989; Horikami & Moyer, 

1991) und das humane Parainfluenzavirus 3 beschrieben (Galinski et al., 1992).  



 1 9  

 

Die resultierenden Proteine sind durch die zusätzlich in die mRNA eingefügten Guanin-

Triplets durch ein oder mehrere zusätzliche Glycin-Reste gekennzeichnet. Ob diese 

einen Einfluss auf die Funktion haben, ist bisher ungeklärt. Es wird jedoch angenommen, 

dass die Proteine funktional sind (Lo et al., 2009). 

 

 Das NDV V-Protein 

Das NDV V-Protein wurde erstmal 1980 von Chambers und Samson nachgewiesen. In 

Analogie zu zuvor beschriebenen V-Proteinen anderer Paramyxoviren erhielt es 1991 

durch Samson et al. seine Bezeichnung. Die Bezeichnung V-Protein wurde wie bei 

weiteren Paramyxoviren aus der Erstbeschreibung eines Nichtstrukturproteins bei SV5 

übernommen. Dieses wurde mit der römischen Zahl fünf (V) bezeichnet (Peluso et al., 

1977). 

Wie für andere Paramyxoviren konnte bei NDV das V-Protein in Viruspartikeln 

nachgewiesen werden (Chambers & Samson, 1980; Mebatsion et al., 2001; Paterson et 

al., 1995; Samson et al., 1991; Takeuchi et al., 1990). Diese Inkorporation wurde auf die 

N-terminale Domäne des Proteins zurückgeführt. Diese ist durch den zuvor 

beschriebenen Editierungsmechanismus von AS 1 - 134 identisch zum P-Protein, das      

N-terminal an NP-Monomere binden kann (Curran et al., 1995; Horikami et al., 1996; 

Precious et al., 1995; Randall & Bermingham, 1996; Watanabe et al., 1996). Der 

spezifische C-terminale Teil des NDV V-Proteins zeichnet sich, wie bei allen 

Paramyxoviren, durch sieben hoch konservierte Cysteine aus, welche zwei Zinkatome 

binden (Cattaneo et al., 1989; Huang et al., 2000; Paterson et al., 1995; Steward et al., 

1995). Diese cysteinreiche Domäne ist innerhalb der Paramyxoviridae stärker 

konserviert als die AS-Sequenz der P-Proteine, weshalb ihr schon früh eine wichtige 

Funktion zugeschrieben wurde (Baron et al., 1993; Thomas et al., 1988). 

Bisher konnten für die V-spezifische C-terminale Domäne verschiedene antagonistische 

Funktionen in der frühen und späten Phase der IFN-Antwort beschrieben werden. Unter 

anderem wurden Interaktionen von NDV V-Proteinen mit den zellulären RIG-I-ähnlichen 

Rezeptoren MDA5 und RIG-I beschrieben (Childs et al., 2007; Childs et al., 2009; 

Yoneyama et al., 2004). Diese detektieren in der frühen Phase der zellulären IFN-

Antwort dsRNA-Moleküle, die bei der Replikation und Transkription von viralen RNA-

Genomen im Zytoplasma entstehen, und induzieren dadurch eine Signalkaskade. In 
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diese ist u. a. auch das Protein IRF3 (interferon regulatory factor 3) involviert. Dieses 

wird nach Erkennung viraler dsRNA phosphoryliert, wodurch es einer Konform-

ationsänderung unterliegt, dimerisiert und in den Zellkern transloziert. Dort ist es an der 

Regulation und Transkription von Typ I IFN-Genen und IFN-stimulierten Genen beteiligt. 

Binden V-Proteine an die RIG-I-ähnlichen Rezeptoren wird das Auslösen der 

Signalweiterleitung verhindert und die virale RNA bleibt unentdeckt. Ebenfalls kann die 

Aktivierung von IRF3 durch Phosphorylierung von V-Proteinen inhibiert werden (Irie et 

al., 2012). Der Mechanismus der Interaktion mit MDA5 ist unter den Vertretern der 

Paramyxoviren stark konserviert (Andrejeva et al., 2004; Yoneyama et al., 2005). 

In der späten Phase wird sezerniertes, extrazelluläres Typ I IFN durch zelluläre IFN-

Rezeptoren detektiert. Die intrazellulären Domänen dieser Rezeptoren sind mit den 

Tyrosinkinasen Tyk2, Jak1 oder Jak2 assoziiert und induzieren Trans- oder Kreuz-

phosphorylierungen. Die nachfolgende Phosphorylierung der Untereinheit 1 der IFN-

Rezeptoren ermöglicht das Andocken von STAT1- (Signal transducer and activator of 

transcription 1) oder STAT2-Molekülen und deren Phosphorylierung. STAT1/2-

Heterodimere, in Assoziation mit IRF9 (Interferon regulatory factor 9), oder STAT1-

Homodimere bilden sich und translozieren in den Nukleus , wo sie an IFN-stimulierte 

Antwortelemente (ISRE) oder gamma-aktivierte Sequenzen (GAS) binden, um die 

Transkription von IFN-stimulierten Genen zu induzieren (Gotoh et al., 2001).  

In diese Phase können NDV V-Proteine eingreifen, indem sie die Degradation von 

phosphorylierten STAT1-Proteinen durch das Ubiquitin-Proteasom-System induzieren, 

was einen Einfluss auf die Gesamtmenge an STAT1 in der infizierten Zelle zu haben 

scheint (Huang et al., 2003; Qiu et al., 2016b). Ähnliche Beobachtungen wurden für das 

Parainfluenzavirus 5 und das Mumpsvirus beschrieben (Didcock et al., 1999; Kubota et 

al., 2001; Parisien et al., 2001; Yokosawa et al., 2002). Vertreter der Morbilli- und 

Henipaviren hingegen scheinen die Phosphorylierung von STAT-Molekülen oder deren 

Translokation in den Nukleus zu inhibieren (Horvath, 2004a, b; Komatsu et al., 2007). 

Bei Zellen, die konstitutiv V-Proteine exprimieren, wurde eine verminderte Aktivität der 

Proteinkinase R (PKR) und eine reduzierte Expression der 2´,5´-Oligoadenylatsynthetase 

(OAS) beobachtet. Die Expression beider Proteine wird von IFN induziert. Durch dsRNA 

aktivierte PKR �‰�Z�}�•�‰�Z�}�Œ�Ç�o�]���Œ�š�������v�����µ�l���Œ�Ç�}�š�]�•���Z���v���/�v�]�š�]���š�]�}�v�•�(���l�š�}�Œ�����/�&�î�r�U���Á�}���µ�Œ���Z�����]����

Translation inhibiert wird. OAS hingegen aktiviert die RNase L, welche virale und 
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endogene ssRNA degradiert. Beide Prozesse inhibieren die virale Replikation. Für die 

Proteine P oder W konnten ähnliche Ergebnisse nicht nachgewiesen werden. Dies 

spricht zusätzlich gegen eine IFN-antagonistische Wirkung der N-terminalen Domäne 

der drei P-Genprodukte. 

Die Funktionsweise von NDV V-Proteinen ist als spezies-spezifisch beschrieben und 

beschränkt wahrscheinlich das Wirtsspektrum des Virus (Park et al., 2003a). 

Unterschiedlich virulente NDV Stämme exprimieren dazu scheinbar V-Proteine mit 

verschieden starker Effizienz zur Blockierung der IFN-Antwort des Wirtes (Alamares et 

al., 2010). 

Die Generierung verschiedener V-defizienter Stämme mittels des reversen genetischen 

Systems (Peeters et al., 1999; Römer-Oberdörfer et al., 1999) zeigte deutlich, dass das 

Protein signifikant zur Virulenz des NDV beiträgt und eine wichtige Rolle für die virale 

Replikation spielt (Alamares et al., 2010; Mebatsion et al., 2001; Park et al., 2003a; Park 

et al., 2003b). Paramyxoviralen V-Proteinen werden außerdem wichtige regulatorische 

Funktionen während der Replikation zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass 

rekombinante Rinderpest-, Sendai- und Masernviren mit fehlender V-Protein Expression 

einen erhöhten genomischen und mRNA-Level aufweisen (Kato et al., 1997b; Tober et 

al., 1998). Ebenso inhibiert das SV5 V-Protein die virale Transkription und Replikation 

(Lin et al., 2005). Direkte Interaktionen mit NP (Curran et al., 1991a; Curran et al., 1995; 

Horikami et al., 1996; Precious et al., 1995; Randall & Bermingham, 1996; Tober et al., 

1998; Watanabe et al., 1996), sowie die Fähigkeit an RNA zu binden (Lin et al., 1997; 

Nishio et al., 2006; Parks et al., 2006) sind potenzielle Erklärungen hierfür. Zusätzlich 

konnte die Bindung des V-Proteins von Rinderpestvirus an die virale Polymerase 

nachgewiesen werden (Sweetman et al., 2001). 

 

 Das NDV W-Protein 

Die Insertion zweier Guaninreste bei der Editierung des NDV P-Gens und die daraus 

resultierende mRNA, kodierend für das bisher hypothetische W-Protein, wurde 1993 

von Steward et al. für den NDV-Stamm Ulster beschrieben.  

Aus der Sequenz des P-Gens lassen sich in Abhängigkeit vom Stamm unterschiedliche 

Größen für W-Proteine vorhersagen (Steward et al., 1993). Zugehörige Proteine konnten 

aber bisher weder in der Infektion noch im Viruspartikel nachgewiesen werden. Die 



 2 2  

 

Funktion des W-Proteins für NDV ist daher nicht bekannt. Transfektionsstudien konnten 

einen pro-apoptotischen Effekt nach Überexpression des Proteins in HeLa-Zellen 

ausschließen (Kumar et al., 2013). 

Am besten untersucht ist das W-Protein des Nipah-Virus, dessen Existenz im Gegensatz 

zu NDV bereits nachgewiesen werden konnte. Es entsteht ebenfalls aus der co-

transkriptionellen mRNA-Editierung des P-Gens und zeichnet sich durch einen längeren 

N-Terminus im Vergleich zu anderen Paramyxoviren aus (Chan et al., 2001). Für dieses 

Protein konnte, mit Ausnahme von epithelialen Zellen, eine nukleäre Lokalisation 

nachgewiesen werden (Lo et al., 2009; Lo et al., 2010; Shaw et al., 2005; Shaw et al., 

2004). Neben einer Kernlokalisationssequenz (nuclear localization sequence, NLS) im 

spezifischen   C-Terminus, die mit Importin-�r���]�v�š���Œ���P�]���Œ�š��(Audsley et al., 2016; Lo et al., 

2009; Shaw et al., 2005), wurde ein Exportin-1-abhängiges Kernexportsignal 

nachgewiesen (Audsley et al., 2016), welches es dem W-Protein ermöglicht, zwischen 

Zytoplasma und Zellkern zu pendeln. Nipah-Virus W-Proteine wirken als IFN-

Antagonisten und verhindern die Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 oder 

komplexieren diese im Zellkern (Ciancanelli et al., 2009; Rodriguez et al., 2004; 

Rodriguez & Horvath, 2004; Rodriguez et al., 2002; Shaw et al., 2004). Zudem ist eine 

Inhibierung der Phosphorylierung und damit Inhibierung der Aktivierung von IRF3 

beschrieben (Shaw et al., 2005; Shaw et al., 2004). Die Interaktion mit dem nukleären 

PRP19 Komplex (pre-RNA processing 19) und dem Tumorsuppressor p53 (Martinez-Gil 

et al., 2017) wurde erst kürzlich identifiziert. Da p53 die Expression von Genen reguliert, 

die sowohl für die Zellzykluskontrolle, die Apoptoseinduktion und DNA-Reparatur 

notwendig sind und der PRP19-Komplex in das Spleißen der prä-mRNA in 

eukaryotischen Zellen involviert ist, lassen auch diese Interaktionen auf eine 

antagonistische Funktion des W-Proteins auf die antivirale Immunantwort schließen 

(Martinez-Gil et al., 2017). Im Gegensatz dazu ist für das bovine Parainfluenzavirus 3 ein 

Einfluss auf die durch dsRNA induzierte IFN-�t-Produktion nicht nachweisbar (Komatsu 

et al., 2007). 

Ein in vivo Frettchen-Modell konnte die Bedeutung des Nipah-Virus W-Proteins 

zusätzlich unterstreichen, da für rekombinante Nipah-Viren mit fehlender W-Protein-

expression, trotz verlängerter Überlebenszeit, verstärkte neurologische Symptome und 
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schwerwiegendere Lungenerkrankungen im Vergleich zum Wildtypvirus (WT-Virus) 

nachgewiesen wurden (Satterfield et al., 2015).
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Obwohl die zugehörige mRNA vor mehr als 25 Jahren beschrieben wurde (Steward et 

al., 1993), wurde das NDV W-Protein bisher nicht nachgewiesen. Ziel der vorliegenden 

Arbeit war daher die Identifikation des NDV W-Proteins.  

Zum Nachweis sollten polyklonale Seren gegen den W-Protein C-Terminus generiert und 

auf Spezifität und Eignung für verschiedene Analysemethoden überprüft werden.  

Da die Funktion des NDV W-Proteins weitestgehend unbekannt ist, sollte bei 

erfolgreichem Nachweis das Protein näher charakterisiert werden. Die Lokalisation in 

infizierten Zellen sollte dabei mit Hilfe von Fluoreszenzprotein-gekoppelten 

Fusionsproteinen und die Inkorporation in Viruspartikel gezeigt werden.  

Neben Untersuchungen des Einflusses des W-Proteins auf die Virusreplikation auf 

Grundlage von rekombinanten NDV, deren W-Proteinexpression unterbunden ist, sollte 

zudem eine potenzielle IFN-antagonistische Wirkung des W-Proteins analysiert werden. 

Für entsprechende Untersuchungen sollte ein Assay etabliert werden, der den Einfluss 

des überexprimierten NDV W-Proteins auf den Signalweg der späten Phase der IFN-

Antwort in Hühnerzelllinien mit Hilfe von Reporterluziferasen untersucht. 

 

Als weiteres akzessorisches Protein sollte in dieser Arbeit auch die Funktion des NDV      

V-Proteins im Hinblick auf dessen Einfluss auf die Virulenz untersucht werden. 

Im Fokus stand dabei die Herkunft des V-Proteins aus unterschiedlichen NDV-

Pathotypen. Anhand rekombinanter Viren mit lentogenem Virushintergrund und 

zusätzlich inserierten V-ORFs aus lento-, meso- oder velogenen NDV sollte das 

Replikationsverhalten in vitro verglichen werden. Für die Charakterisierung der 

rekombinanten Viren sollte ein weiteres Peptidserum zur Detektion des NDV R75/98     

V-Proteins generiert werden. Ebenso sollte die Fähigkeit des NDV V-Proteins zur 

Inhibition der zellulären IFN-Antwort in dem in dieser Arbeit eingeführten Hühnerzellen-

IFN signaling Assay überprüft werden.
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3.1 Material 

 Zelllinien 

Alle in Tabelle 2 aufgeführten, permanenten Zelllinien stammen aus der Zellkultursammlung 

(Collection of Cell Lines in Veterinary Medicine, CCLV) und wurden von der Bio-Bank des FLI, Insel 

Riems kontaminationsfrei bereitgestellt. 

 

Tabelle 2: Verwendete permanente und primäre Zelllinien 
Linienbezeichnung Charakteristika Quelle/ Referenz 
A549 Humane alveoläre Epithelzellen, Typ II 

Pneumozyten aus humanem Lungenkarzinom 
CCLV-Rie 1035 
(Giard et al., 1973; 
Lieber et al., 1976) 

BSR-T7/5 Geneticin-resistente embryonale Nierenzellen 
aus dem Goldhamster (BHK 21, baby hamster 
kidney) mit stabiler Expression der T7-RNA-
Polymerase 

CCLV-Rie 583 
(Buchholz et al., 
1999) 

DF-1 Immortalisierte Hühnerembryofibroblasten aus 
10-d alten, bebrüteten SPF-Hühnereiern 

CCLV-Rie 1529 
ATCC (CRL-12203) 

HEK293T Humane embryonale Nierenzellen mit Plasmid 
kodierend für eine Temperatur-sensitive 
Mutante des großen SV40 T-Antigens 

CCLV-Rie 1539 
(DuBridge et al., 
1987) 

LMH Zellen aus einem Diethylnitrosamin-
induziertem hepatozellulären Karzinom bei 
einem männlichen Haushuhn der Rasse 
Leghorn 

CCLV-Rie 464 
ATCC (CRL-2117) 

QM9 Myoblasten aus einem chemisch induzierten 
Fibrosarkom der japanischen Wachtel 
Elternlinie: QM7 (Quail muscle clone 7) 

CCLV-Rie 999 
(Antin & Ordahl, 
1991) (QM7) 

CEF Primäre Hühnerembryofibroblasten aus 10-d 
alten, bebrüteten SPF-Hühnereiern 

Lohmann, Cuxhaven 

 

 Viren 

Tabelle 3: Verwendete NDV Wildtyp Stämme 
Stamm Charakteristika GenBank Acc. No. Quelle 
Clone30 (Cl30) Lentogen Y18898 Intervet, Boxmeer 
R75/98 Mesogen KJ736742 Nationales Referenzlabor für NDV, 

FLI Riems 
Herts_I Velogen n. a. Intervet, Boxmeer 

 

Das WT-Virusisolat Herts_I entspricht dem WT-NDV Genom Herts33/56 (GenBank Acc. No. 

AY741404). Nt-Unterschiede im P-ORF sind im Anhang (s. a. 11.4) verzeichnet. 
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Tabelle 4: Verwendete rekombinante NDV-Stämme 
Stamm Charakteristika Quelle/ Referenz 

dedGu5VmutCl30 rNDVGu mit deletierter P-Gen-Editierungsstelle 
und zusätzlichem NDV Cl30 V-Gen mit mutierter 
Editierungsstelle, inseriert über eine artifizielle 
MluI-Schnittstelle in der 5´-NCR des P-Gens 

Labor Römer-
Oberdörfer 

dedGu5VmutR75 Wie dedGu5Vmut, NDV R75/98 V-Gen-Sequenz 
ersetzt NDV Cl30 V-Gen 

Diese Arbeit 

dedGu5VmutHerts Wie dedGu5Vmut, NDV Herts_I V-Gen-Sequenz 
ersetzt NDV Cl30 V-Gen 

Diese Arbeit 

rNDVGu Rekombinantes NDV Cl30 mit monobasischer 
AS-Sequenz der F-Protein Spaltstelle (mb F-
Spaltstelle): 112 �'���Z���Y���'���Z���Y�>��117 

Labor Römer-
Oberdörfer 
(Ramp et al., 2012) 

rNDVGuF1 Entspricht rNDVGu mit polybasischer AS-
Sequenz der F-Protein Spaltstelle (pb F-
Spaltstelle): 112 �Z���Z���Y���<���Z���Y�&��117 

Labor Römer-
Oberdörfer 

rNDVPdedVded dedGu5VmutCl30 mit deletierten 
Editierungsstellen im P- und V-Gen 

Diese Arbeit 

rNDVF1PdedVded Entspricht rNDVPdedVded mit pb F-Spaltstelle Diese Arbeit 
rNDVWstop Rekombinantes NDV Cl30 mit Stoppmutation im 

W-ORF des P-Gens 
Diese Arbeit 

rNDVF1Wstop Entspricht rNDVWstop mit pb F-Spaltstelle Diese Arbeit 
rNDVW-NLSmut Rekombinantes NDV Cl30 mit mutierter NLS im 

W-ORF des P-Gens 
Diese Arbeit 

 

 Bakterienstämme 

Tabelle 5: Verwendete kompetente E. coli-Stämme 
Bezeichnung Eigenschaften Herkunft 
DH10B F- �u���Œ�����P�~�u�Œ�Œ-hsdRMS-�u���Œ�����•���”�ô�ì�o�����•�P�D�í�ñ��

�P�o�����y�ó�ð���Œ�������í�����v�����í�����Œ�����í�ï�õ���P���~���Œ���U���o���µ�•�ó�ò�õ�ó��
�P���o�h���P���o�<���„- rpsL nupG /pMON14272 / 
pMON7124 

Invitrogen 

XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 
endA1 supE44 thi-1 recA1 gyrA96 relA1 lac Hte 
[F´ proAB lacIqZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Cam 

Stratagene 

 

 Medien und Lösungen für Zell- und Bakterienkultur 

Nachfolgend aufgeführte Zellkulturmedien und �tlösungen (Tabelle 6) wurden in der Bio-Bank 

des FLI, Insel Riems nach verzeichneter Zusammensetzung, aber ohne Zugabe von fetalem 

Kälberserum (FKS) hergestellt, steril filtriert und bereitgestellt. FKS wurde vor Gebrauch in 

angegebenen Mengen zugefügt.  
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Tabelle 6: Medien und Lösungen für Zellkultur 
Bezeichnung Zusammensetzung pro Liter Zellinie 
ATV 8,5 g NaCl, 0,4 g KCl, 1,0 g Dextrose, 0,58 g NaHCO3, 

0,5 g Trypsin (1:250), 0,2 g EDTA, pH 7,2 
Alle 
Zelllinien 

ZB5 5,32 g MEM Eagle (Hank's Salze), 4,76 g MEM (Earles' 
Salze), 1,25 g NaHCO3, 10 ml nichtessentielle AS 
(100x), 120 mg Na-Pyruvat, 10 % FKS, pH 7,2 

QM9 
CEF 
LMH 

ZB5B wie ZB5, aber nur 5 % FKS QM9 
ZB9D 9,9 g DMEM, 3,7 g NaHCO3, pH 7,2 CEF 
ZB10 9,9 g DMEM mit hohem Glukosegehalt, 3,7 g NaHCO3, 

0,12 g Natriumpyruvat, 10 % FKS, pH 7,1 
HEK293T 

ZB23a  1,0 g Caseinpepton, 0,5 g Fleischpepton, 0,5 g 
Hefeextrakt, 2 ml essentielle AS, 10 % FKS 

BSR-T7 

ZB28 5,32 g Ham´s F-12, 8,8 g IMDM, 2,45 g NaHCO3, 10 % 
FKS, pH 7,2  

A549 
DF-1 

 

Tabelle 7: Medien für Bakterienkultur 
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller 
Columbia-Agar 5 % Schafblut Omnilab 
LB-Medium 2 % Lennox L Broth Base Invitrogen 
LB-Agar 3,2 % Lennox L-Agar Invitrogen 
Selektionsagar 200 ml LB-Agar, 100 µg/ml Ampicillin, 200 µl IPTG, 

500 µl X-Gal 
- 

S.O.C-Medium 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 mM 
KCl, 10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glukose 

Invitrogen 

 

 Antibiotika 

Tabelle 8: Verwendete Antibiotika 
Antibiotikum Konzentration Hersteller 
Ampicillin 100 mg/ml Bioline 
Geneticin G418-Sulfat 50 mg/ml Gibco 
Penicillin-
Streptomycin-Lösung 

10000 Units Penicillin/ml 
10 mg Streptomycin/ml 

Sigma 

 

 Puffer und Lösungen  

Tabelle 9: Allgemeine Puffer und Lösungen 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Coomassie-
Färbelösung 

227 ml Ethanol, 227 ml A. dest., 46 ml Eisessig, 1,25 g 
Coomassieblau 

Erythrozytenlösung 1 % Hühnererythrozyten in 1x PBS 
Entfärberlösung Stammlösung: 375 ml Ethanol (96 %), 125 ml Essigsäure (100 %) 

Gebrauchslösung: 300 ml A. dest. + 200 ml Stammlösung 
Evans blue 0,1 % in 1x PBS 
Jod-Lösung 17,5 g Jod, 7,5 g Kaliumjodid, 250 ml Ethanol (96 %), 250 ml A. dest. 
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Tabelle 9: Allgemeine Puffer und Lösungen - fortgesetzt - 
Bezeichnung Zusammensetzung 
Ladepuffer SDS-PAGE Roti®-Load 1, reduzierend (Roth), 1:4 in A. dest., Phenolblau 
Nagaraj-Puffer 0,1 M Tris-HCl (pH 8,0), 0,1 M DTT, 2,0 % SDS 
PBS (1x) 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15g Na2HPO4 x 2 H2O, 0,2 g KH2PO4 

Ad 1 Liter, pH 7,2-7,4 
Probenpuffer 
Gelelektrophorese 

GelPilot® Loading Dye, 5x (Qiagen) 
Gel Loading Dye Purple, 6x (NEB) 

Sammelgelpuffer 1,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8 
SDS-PAGE-Puffer (1x) 25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1 % SDS, ad 1 Liter 
Stripppuffer 25 mM Glycin, 1 % SDS, pH 2,0 
TBS-Tween (1x) 15 mM NaCl, 10 ml 1M Tris-HCl (pH 8,0), 2,5 ml Tween 20, ad 1 Liter 
TAE (1x) 4,84 g Tris, 1,14 ml Essigsäure, 2 ml EDTA (0,5 M) (pH 8,0) 
TEN (1x) 20 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.1 mM EDTA, pH 7,4  
Transferpuffer (1x) 3,03 g Tris, 14,42 g Glycin, 0,1 % SDS, 0,2 l Methanol, ad 1 Liter 
Trenngelpuffer 0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,8 
Trypanblau-Lösung 0,4 % Trypanblau in 1x PBS 

 

 Basenpaar- und Molekulargewichtsstandards 

Tabelle 10: Verwendete Marker und Molekulargewichtsstandards  
Bezeichnung Bandengrößen Verwendung Hersteller 
Lambda-DNA-BstEII 
Digest DNA Marker 

8453 bp, 7242 bp, 6369 bp, 5687 
bp, 4822 bp, 4324 bp, 3675 bp, 
2323 bp, 1929 bp, 1371 bp, 1264 
bp, 702 bp 

Agarosegel-
elektrophorese 

NEB 

�K�[�Z���v�P���Z�µ�o���Œ���í�ì�ì�����‰��
DNA Ladder 

1500 bp, 1000 bp, 900 bp, 800 bp, 
700 bp, 600 bp, 500 bp, 400 bp, 
300 bp, 200 bp, 100 bp 

Agarosegel-
elektrophorese 

Fermentas 

PageRuler Prestained 
Protein Ladder 

170 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 
kDa, 55 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 25 
kDa, 15 kDa, 10 kDa 

SDS-PAGE 
Western Blot 

Fermentas 

 

 Oligonukleotide 

Die angegebenen Oligonukleotide (Primer) wurden für Sequenzierungen, Klonierungen, 

Mutagenese-PCRs und OneStep RT-PCRs eingesetzt und von den Herstellern Biomers und 

Operon erworben, oder am FLI hergestellt (Tabelle 11, Tabelle 12, Tabelle 13, Tabelle 14, Tabelle 

15). 

Angegebene Nt-Bindestellen beziehen sich auf das NDV Cl30-Genom (GenBank Acc. No. 

Y18898), sofern nicht anders angegeben. Nt-Sequenzen für den mCherry-ORF bzw. NDV R75/98 

betreffen die Genbank-Nummern LC466107.1 bzw. KJ736742. Zusätzliche, inserierte Nt sind in 

Kleinbuchstaben angegeben und mutierte Nt fett geschrieben. Restriktionsenzymschnittstellen 

sind unterstrichen. Deletionen wurden in der Nt-Sequenz durch Bindestriche gekennzeichnet. 
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Tabelle 11: Oligonukleotide für Sequenzierreaktionen 
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Nt-Bindungsort 
M13F GTTTTCCCAGTCACGACGTTG pGem-Teasy:  

2 949 �t 2 972 
M13R GACCATGATTACGCCAAGC pGem-Teasy: 176 �t 197 
MP2368F AGTCAACCCAGTCGCGGAAACAGTCAGGAAAGA

CCGCAGAAC 
2 343 �t 2 384 

MPWHIR GGCTCGACCATGGGCCCctTTCTTAGCATTGGAC
G 

Herts_I:  
2 269 �t 2 301 

P_P2032F GAAGCAYGGGAGCATCCAGCCAC 2 042 �t 2 064 
P_P2689R GCAACAGATGTTTTMAGCTGTTGG 2 672 �t 2 695 
P1433F TTGATGGCAGGCCTCTTGC 4 638 �t 4 656 
P1B1F CATATCATGGACAATGG 2 431 �t 2 447 
P1B5F CAATCCTCTCTCGCTTCC 3 174 �t 3 191 
P3015F GATGCAGCCGGGTCGATCGAG 3 015 �t 3 035 
P3430R GTCAAGGCGCTGGATCCTATATTG 3 407 �t 3 430 
P736wR CTTYTGGACYCTRCCTTGCTGC 715 �t 736 
Pche294F GGAGCGCGTGATGAACTTCGAG mCherry-ORF: 293 �t 315 
Pche387R CAGCTTCACCTTGTAGATGAAC mCherry-ORF: 365 �t 387 
PCl30P270F CAAGACAACCCCGATCGACA 2 073 �t 2 092 
PHerIP380F GGCTACAGATGAGACCGGTG Herts_I: 2 183 �t 2 202 
PHerIP663R CTGACCGTTGTGACTCCTCC Herts_I: 2 447 �t 2466 
PMAT4F GTCACTATTAATGTGGAGG 3 911 �t 3 929 
PN2472R CACCAGCTGATAGTTGTGAC 2 453 �t 2 472 
PN56F TCGCACGGGTAGAAGGTGTGAA 52 �t 86  
PNP7FW TGAGCACATCATTCTGGAGA 1 185 �t 1 204 
PPHOSF ATCTGACAAACAACCATCCACACCCG 2 099 �t 2 124 
PPHOSR CAACAGCAGAGAGTTGCTTGCTCC 2 220 �t 2 243 
PR75P395F CGGCGATACACAGCTCAAGA R75/98: 2 204 �t 2 223 
PR75P675R GGGTTGCACCAGCTGATAGT R75/98: 2 465 �t 2 484 
PU3823R CAAGGAGACAAAGTTCACC 3 805 �t 3 823 
PX15542_R ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGG �y�ô�w�d�W���õ�ô�î���t 1 010 
PNP5F CGGCTCTATATGACCACAC 1 661 �t 1 679 
New3334R ATGGGCAGAATCAAAGTACAGCC 3 312 �t 3 334 
PCl30546R GTTGACTCCCCTGCTGTTGA 2 330 �t 2 349 
PR75_2119F CATCCACATCTGAGCAGGCGACTC R75/98: 2 119 �t 2 142 

 

Tabelle 12: Oligonukleotide für Klonierungen  
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Restriktions-

schnittstelle 
Nt-
Bindungsort 

PVCl30HiEcoRIF CCTAGAATTCATGGCCACCTTTACAGATGC EcoRI 1 886 �t 1 906 
PWCl30NheR CACGCTAGCTCACGTCTGTGCCCTGGTTTCC

A 
NheI 2 402 �t 2 424 

PWHiNheR CACGCTAGCTCACGCCTGTGCCCTGGTTTCC
A 

NheI Herts_I:  
2 402 �t 2 424 

PP1-133NheR CACGCTAGCCTTTTTAGCATTGGACGATTTA
TTGC 

NheI 2 260 �t 2 286 

PVR75EcoRIF CCTAGAATTCATGGCCACTTTTACCGATGC EcoRI R75/98:  
1 893 �t 1 912 
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Tabelle 12: Oligonukleotide für Klonierungen - fortgesetzt - 
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Restriktions-

schnittstelle 
Nt-
Bindungsort 

PP30NheR CAAGCTAGCTTAGCCATTTAGAGCAAGGCG
C 

EcoRI 3 053 �t 3 074 

PNPEcoRIF CACGAATTCATGTCTTCCGTATTTGATGAG EcoRI 122 �t 142 
PNPNheIR CACGCTAGCTCAATACCCCCAGTCGGTGTC NheI 1 571 �t 1 591 
PMEcoRIF CACGAATTCATGGACTCATCTAGGACAATT EcoRI 3 290 �t 3 310 
PMNheIR CACGCTAGCTTATTTCTTAAAAGGATTGTA NheI 4 364 �t 4 384 
PP75R CACGCTAGCTCAACCATTCAGCGCAAGGC NheI R75/98: 

3 061 �t 3 080 
PPHerINheR CAAGCTAGCTTAGCCATTCAGCGCAAGGCG NheI Herts_I: 

3 054 �t 3 072 
 

Tabelle 13: Oligonukleotide für QuikChange Mutagenese-PCR  
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Nt-Bindungsort 
MPVCl30F CGTCCAATGCTAAGAAGGGgCCCATGGTCGAGC 2 269 �t 2 300 
MPVCl30R GCTCGACCATGGGcCCCTTCTTAGCATTGGACG 2 269 �t 2 300 
MPVR75F CATCTAATGCTAAGAAGGGGgCCAAGGTTGAGC R75/98: 2 275 �t 2 306 
MPVR75R GCTCAACCTTGGcCCCCTTCTTAGCATTAGATG R75/98: 2 275 �t 2 306 
MPVHIF CGTCCAATGCTAAGAAGGGgCCCATGGTCGAGC Herts_I: 2 269 �t 2 300 
MPVHIR GCTCGACCATGGGcCCCTTCTTAGCATTGGACG Herts_I: 2 269 �t 2 300 
MPWF CGTCCAATGCTAAGAAGGGggCCCATGGTCGAGCC 2 269 �t 2 301 
MPWR GGCTCGACCATGGGccCCCTTCTTAGCATTGGACG 2 269 �t 2 301 
MPWHIF CGTCCAATGCTAAGAAagGGGCCCATGGTCGAGCC Herts _I: 2 269 �t 2 301 
MPWHIR GGCTCGACCATGGGCCCctTTCTTAGCATTGGACG Herts_I: 2 269 �t 2 301 
MPdedVF CAGCAATAAATCGTCCAATGCg-----GGGCCCATGGT 

CGAGC 
2 258 �t 2 300 

MPded2PF CAGCAATAAATCGTCCAATGC------GGGCCCATGGT 
CGAGC 

2 258 �t 2 300 

MP_P_WstF GCTAAAAAGGGCCTAGGGTCGAGCCCCCAAG 2 277 �t 2 307 
 

Tabelle 14: Oligonukleotide für Phusion-PCR 
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Nt-Bindungsort 
PPVR75F CTCTCTCCTCTACCTGATAGACCAGGACAAACATGG

CCACTTTTACCGATGCTGAGATAG 
1 855 �t 1 914 
R75/98: 1 893 �t 1 920 

PPVR75R GGACCCGCTACGTGTGGCAGTAGTAATTACTTACCT
TCTGTGACAACGCCTCCATCATAG 

3 075 �t 3 100 
R75/98: 2 578 �t 2 611 

PPVHerIF CTCTCCTCTACCTGATAGACCAGGACAAACATGGCC
ACCTTTACAGATGCGGAGATCGAC 

1 857 �t 1 916 
Herts_I: 1 887 �t 1 916 

PPVHerIR CAGGGACCCGCTACGTGTGGCAGTAGTAATTACTTA
TCTTCTGTGATATCGCCTCCATC 

3 075 �t 3 103 
Herts_I: 2 576 �t 2 605 

 
Tabelle 15: Oligonukleotide für OneStep RT-PCR  
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Nt-Bindungsort 
PNP5F CGGCTCTATATGACCACAC 1 661 �t 1 679 
P_P2689R GCAACAGATGTTTTMAGCTGTTGG 2 672 �t 2 695 
P1B3F ACATCTGTTGCAGTCATC 2 685 �t 2 702 
MPVCl30R GCTCGACCATGGGcCCCTTCTTAGCATTGGACG 2 269 �t 2 300 
MPVCl30F CATCTAATGCTAAGAAGGGGgCCAAGGTTGAGC 2 269 �t 2 300 
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Tabelle 15: Oligonukleotide für OneStep RT-PCR - fortgesetzt-  
Bezeichnung Sequenz in 5´�Æ3 -́Richtung Nt-Bindungsort 
MP3667R GCCTGCACTACTGAGAAAACCATTCTCTCAGTATTA

GTTGC 
3 650 �t 3 690 

P2A5F ATCGCCAACTGCAAGATG 5 714 �t 5 731 
P2A4R GCAGCTCCATTAATCTGA 6 747 �t 6 764 
MPVR75F CATCTAATGCTAAGAAGGGGGCCAAGGTTGAGC R75/98: 2 275 �t 2 306 
MPVR75R GCTCAACCTTGGCCCCCTTCTTAGCATTAGATG R75/98: 2 275 �t 2 306 
MPVHIF CGTCCAATGCTAAGAAGGGGCCCATGGTCGAGC Herts_I: 2 269 �t 2 300 
MPVHIR GCTCGACCATGGGCCCCTTCTTAGCATTGGACG Herts_I: 2 269 �t 2 300 
PNP8F CTGGATCTGATGAGAGCGGT 1 463 �t 1 482 
PN2472R CACCAGCTGATAGTTGTGAC 2 453 �t 2 472 
PCl30P270F CAAGACAACCCCGATCGACA 2 073 �t 2 092 
P3430R GTCAAGGCGCTGGATCCTATATTG 3 407 �t 3 430 
PU3823R CAAGGAGACAAAGTTCACC 3 805 �t 3 823 
P1433F TTGATGGCAGGCCTCTTGC 4 638 �t 4 656 
P2A1R GTTCCCGACTGAAGGTAGAG 5 406 �t 5 425 
PNP7FW TGAGCACATCATTCTGGAGA 1 185 �t 1 204  
PN2233R AGTTGCTTGCTCCGGTCCTGAGCTG 2 208 �t 2 232 
P7857F CACCTTGCGAGGGGTATTC 7 857 �t 7 875 
P8864R CCGGATCCGTACGAATGCTGCTG 8 842 �t 8 864 

 

 Synthetische Gene und Peptide 

Tabelle 16: Verwendete synthetische Gene und Peptide 
Bezeichnung Sequenz Verwendung Hersteller 
W Cl30 Peptid 1 CTNVRLNSRGVNPVAETVRK Immunisierung 

von Kaninchen 
EMC 
Micorcollections 

W Cl30 Peptid 2 CGVNPVAETVRKDRRTKSRPP Immunisierung 
von Kaninchen 

EMC 
Micorcollections 

W Herts Peptid 1 CGRALKRGTNNVRRNSKGIYQAVETV Immunisierung 
von Kaninchen 

EMC 
Micorcollections 

W Herts Peptid 2 CKGIYQAVETVKGDRRTRPRLPLETRA Immunisierung 
von Kaninchen 

EMC 
Micorcollections 

Gen  
W-NLSmutJK9ntex 

siehe Anhang (11.7) Klonierung Invitrogen 
GenArt Gene 
Synthesis 

 

  Expressions- und Hilfsplasmide 

Tabelle 17: Generierte und verwendete Expressionsplasmide 
Bezeichnung Charakteristika Quelle /Referenz 
pCAGGS_mCherry-
WmutCl30 

NDV Cl30 W-ORF mit N-terminalem mCherry-
Tag in pCAGGS 

Diese Arbeit 

pCAGGS_mCherry-
�t�P�E�>�^ 

NDV Cl30 W-ORF mit N-terminalem mCherry-
Tag und mutierter NLS-Sequenz in pCAGGS 

Diese Arbeit 

pCAGGS_MCl30 NDV Cl30 M-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_NPCl30 NDV Cl30 NP-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_NPHerts NDV Herts_I NP-ORF in pCAGGS Labor Römer-

Oberdörfer 
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Tabelle 17: Generierte und verwendete Expressionsplasmide - fortgesetzt - 
Bezeichnung Charakteristika Quelle /Referenz 
pCAGGS_NPR75 NDV R75/98 NP-ORF in pCAGGS Labor Römer-

Oberdörfer 
pCAGGS_PCl30 NDV Cl30 P-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_PCl30 1-133 NDV Cl30 P-ORF von Nt 1 bis 399 in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_PHerts NDV Herts_I P-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_PR75 NDV R75/98 P-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_VmutCl30 NDV Cl30 V-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_VmutHerts NDV Herts_I V-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_VmutR75 NDV R75/98 V-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_WmutCl30 NDV Cl30 W-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_WmutHerts NDV Herts_I W-ORF in pCAGGS Diese Arbeit 
pCAGGS_W-NLSmut NDV Cl30 W-ORF mit mutierter NLS-Sequenz in 

pCAGGS 
Diese Arbeit 

pISRE-FF kodiert für eine Firefly-Luziferase unter 
Kontrolle eines ISRE 

Agilent/  
(Dunham et al., 
2015) 

phrLuc kodiert für eine Renilla-Luziferase, konstitutiv 
exprimiert 

(Dunham et al., 
2015) 

pCAGGS-VP24 Ebola Virus VP24-ORF in pCAGGS (Dunham et al., 
2015) 

 

Tabelle 18: Verwendete Hilfsplasmide für reverse Genetik 
Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle 
LpCite NDV Cl30 L-ORF in pCITE-2a Labor Römer-Oberdörfer 
NPpCite NDV Cl30 NP-ORF in pCITE-2a Labor Römer-Oberdörfer 
PpCite NDV Cl30 P-ORF in pCITE-2a Labor Römer-Oberdörfer 

 
 
Tabelle 19: Verwendete Unterplasmide für Klonierungen 
Angegebene Nt-Nummern beziehen sich auf das P-Gen. Deletionen wurden durch Bindestriche 

gekennzeichnet. Zusätzliche, inserierte Nt sind in Kleinbuchstaben angegeben und mutierte Nt 

fett geschrieben. 

Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle 
pNDVGu Genomsequenz des NDV Cl30 in X8�w�d Labor Römer-Oberdörfer 
Guvk3 entspricht pNDVGu, aber RsrII verkürzt Labor Römer-Oberdörfer 
pGemVMlu NDV Cl30 V-ORF mit mutierter 

Editierungsstellensequenz 
(476AAGAAGGGg485) in pGEM-Teasy 
5 -́flankiert von MluI-Schnittstelle, P-
Gen-Ende (Nt 1441-1451), IR (T) und 
5 -́P-Gen-NCR 
3 -́flankiert von 3´-P-Gen-NCR (bis Nt 
1440) und artifizieller MluI-
Schnittstelle 

Labor Römer-Oberdörfer 
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Tabelle 19: Verwendete Unterplasmide für Klonierungen - fortgesetzt - 
Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle 
dedGu5 Genomsequenz des NDV Cl30 in X8�w�d��

mit deletierter P-Editierungsstellen-
sequenz (470AAT------AAG482) und 
artifizieller MluI-Schnittstelle inseriert 
in die P-Gen-NCR (zwischen Nt 1440 
und 1441) 

Labor Römer-Oberdörfer 

pNDVGuF1 pNDVGu mit Nt-Sequenz kodieren für 
eine pb F-Spaltstelle 

Labor Römer-Oberdörfer 

pCAGGSVPCl30 NDV Cl30 V-ORF mit P-Protein 
spezifischer Editierungsstellensequenz 
in pCAGGS 

Labor Römer-Oberdörfer 

pCAGGSVPR75 NDV R75/98 V-ORF mit P-Protein 
spezifischer Editierungsstellensequenz 
in pCAGGS 

Labor Römer-Oberdörfer 

pCAGGSVPHerts NDV Herts_I V-ORF mit P-Protein 
spezifischer Editierungsstellensequenz 
in pCAGGS 

Labor Römer-Oberdörfer 

pCiteP NDV Cl30 P-ORF in pCITE-2a Labor Römer-Oberdörfer 
prR75-Mlu Genomsequenz des NDV R75/98 in 

X8�w�d, artifizielle MluI-Schnittstelle in 
der P-Gen-NCR (1435ACGCGT1440) 

Labor Römer-Oberdörfer 

pGuPedHerts Genomsequenz des NDV Cl30 in X8�w�d 
mit Editierungsstellensequenz des 
NDV Herts_I 

Labor Römer-Oberdörfer 

pCAGGSV_WmutCl30 NDV Cl30 V-ORF mit W-Protein 
spezifischer Editierungsstellensequenz 
in pCAGGS 

Diese Arbeit 

pCAGGSV_WmutHerts NDV Herts_I V-ORF mit W-Protein 
spezifischer Editierungsstellensequenz 
in pCAGGS 

Diese Arbeit 

pGemCherry-WMlu NDV Cl30 W-ORF N-terminal fusioniert 
mit einem mCherry-ORF in pGEM-
Teasy 

Labor Römer-Oberdörfer 

pGEM_VmutR75+NCR NDV R75/98 V-ORF mit 5´- und 3´-
angehangenen NDV Cl30 P-Gen NCR-
Teilsequenzen in pGEM-Teasy 

Diese Arbeit 

pGEM_VmutHerts+NCR NDV Herts_I V-ORF mit mit 5´- und 3´-
angehangenen NDV Cl30 P-Gen NCR-
Teilsequenzen in pGEM-Teasy 

Diese Arbeit 

pucPedF NDV Cl30 ApaI-NotI-Genregion in 
puc2007 

Diese Arbeit 

pucPed-W-NLSmut NDV Cl30 ApaI-AleI-Genregion mit 
mutierter NLS-kodierender Region in 
puc2007 

Diese Arbeit 

pNDVPded Genomsequenz des NDV Cl30 in X8�w�d 
mit deletierter P-Editierungsstellen-
sequenz (470AAT------AAG482) 

Diese Arbeit 
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Tabelle 19: Verwendete Unterplasmide für Klonierungen - fortgesetzt - 
Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle 
Guvk3Wstop Entspricht Guvk3, aber W-Stopp-

mutation (C404T, T406G) im Anschluss 
an die Editierungsstellensequenz 

Diese Arbeit 

pNDVF1 Genomsequenz des NDV Cl30 kodierend 
für eine pb AS-Sequenz der F-Spaltstelle:  
112 �Z���Z���Y���<���Z���Y�&��117 in X8�w�d 

Labor Römer-
Oberdörfer 

pGEMVmutR75Mlu Entspricht pGemVMlu, aber NDV R75/98 
V-ORF 

Diese Arbeit 

pGemVmutHertsMlu Entspricht pGemVMlu, aber NDV Herts_I 
V-ORF 

Diese Arbeit 

 

  Leervektoren 

Tabelle 20: Verwendete Leervektoren 
Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle/ 

Referenz 
pCAGGS Säuger-Expressionsvektor, Hühner-�t-

Aktin-Promotor, immediate early 
enhancer-Sequenz, Ampicillinresistenz 

S. Finke (FLI, Insel 
Riems)/ (Niwa et al., 
1991) 

pGEM-Teasy TA-Klonierungsvektor, multiple 
Klonierungsstelle flankiert von T7- und 
SP6-RNA-Polymerase-Promotoren, 
Ampicillinresistenz 

Promega 

puc2007 pUC18 mit zusätzlichen 
Restiktionsenzym-schnittstellen (ApaI-
NotI-MluI-AflII-BsiWI-SnaBI) zwischen 
PstI und EcoRI, eingebracht über ein 
Oligonukleotid 

Labor Römer-Oberdörfer 

�y�ô�w�d T7-Promotor mit 3 zusätzlichen 
Guaninresten, Hepatitis Delta Virus 
Ribozymsequenz, T7-Terminator, 
Ampicillinresistenz 

K. Conzelmann 
(Schnell et al., 1994) 
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  Enzyme 

Tabelle 21: Verwendete Enzyme 
Bezeichnung  Hersteller 
Antarktische Phosphatase (5 U/ µl) NEB 
Restriktionsendonukleasen 

AatII, ApaI, DpnI, EcoRI, NotI, PasI 
AleI, MluI, MscI, NheI, PmlI, RsrII 

 
Fermentas 
NEB 

RNasin (40 U/ µl) Promega 
T4-DNA Ligase (3 U/ µl) Promega 

 

  Primärantikörper und Seren 

Tabelle 22: Verwendet Primärantikörper und Seren 
Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle 
#479/3 polyklonales, monospezifisches Serum gegen 

die 16 C-terminalen AS des NDV Cl30 V-
Proteins, Kaninchen 

MSD Animal Health/ 
(Mebatsion et al., 2001) 

�r-�t-Actin,  
Clone AC-74  

monoklonaler Antikörper (AK) gegen 
modifiziertes N-terminales Peptid des 
�Ì�Ç�š�}�‰�o���•�u���š�]�•���Z���v���t-Aktin, Maus 

Altmann Analytik GmbH 

�r�s�Z�ó�ñ�� polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
V-Protein von NDV R75/98, Kaninchen 

Diese Arbeit, Li 
International 

�r�t���o�ï�ì�� polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
W-Protein von NDV Cl30, Kaninchen 

Diese Arbeit 

�r�t�,���Œ�š�•�� polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
W-Protein von NDV Herts_I, Kaninchen 

Diese Arbeit 

HIS-�r-NDV  polyklonales Hyperimmunserum (HIS) gegen 
NDV Cl30, Kaninchen 

J. Veits (FLI, Insel Riems)  

�r�>�-̂Vuni  polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
V-Protein von NDV LaSota, Kaninchen 

(Zhao et al., 2018) 

�r�>�-̂Puni  polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
gegen P-Protein von NDV LaSota, Kaninchen 

(Zhao et al., 2018) 

mak-NDV-HN10  monoklonaler AK gegen HN-Protein des NDV 
Isolates R5/93, Maus 

B.Köllner (FLI, Insel 
Riems) 
(Werner et al., 1999) 

mak-NDV-M monoklonaler AK gegen M-Protein des NDV 
Isolates R5/93, Maus 

B.Köllner (FLI, Insel 
Riems) 
(Werner et al., 1999) 

mak-NDV-NP  monoklonaler AK gegen NP des NDV Isolates 
R5/93, Maus 

B.Köllner (FLI, Insel 
Riems) 
(Werner et al., 1999) 

mak-NDV-P  monoklonaler AK gegen P-Protein des NDV 
Isolates R5/93, Maus 

B.Köllner (FLI, Insel 
Riems) 
(Werner et al., 1999) 

PuniR75  polyklonales, monospezifisches Serum gegen 
P-Protein von NDV R75/98, Kaninchen 

Labor Römer-
Oberdörfer  
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  Sekundärantikörper 

Tabelle 23: Verwendete konjugierte Sekundärantikörper 
Bezeichnung Hersteller 
Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) Dianova 
Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Ziege anti-Maus IgG (H+L) Dianova 
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) Invitrogen 
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus IgG (H+L) Invitrogen 
AlexaFlourTM568 Ziege anti-Kaninchen IgG (H+L) Invitrogen 
AlexaFlourTM568 Ziege anti-Maus IgG (H+L) Invitrogen 
FITC- gekoppelter Ziege anti-Maus IgG F(ab´)2 DakoCytomation 
Ziege anti-Kaninchen IgG 10 nm Gold Abcam 
Ziege anti-Maus IgG (H+L) 10 nm Gold Abcam 
Ziege anti-Kaninchen IgG 5 nm Gold Abcam 

 

  Kommerzielle Kits 

Tabelle 24: Verwendete kommerziell erwerbliche Kits 
Bezeichnung Hersteller 
Beetle-Juice Kit Pjk 
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit  Applied Biosystems  
Endofree® Plasmid Maxi Kit Qiagen 
Expand High Fidelity PCR System Roche 
Lipofectamine 2000 Invitrogen 
Lipofectamine 3000 Invitrogen 
NucleoSEQ® MACHEREY-NAGEL 
OneStep RT-PCR-Kit Qiagen 
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix NEB 
Plasmid Mini Kit Qiagen 
QIAamp viral RNA Mini Kit Qiagen 
QIAEX® II Gel Extraction Kit Qiagen 
�Y�/���(�]�o�š���Œ�¡���W�o���•�u�]�����D���Æ�]���<�]�š Qiagen 
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen 
QIAquick® Nucleotide Removal Kit Qiagen 
QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene 
QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene 
Renilla GLOW-Juice Kit Pjk 
SuperSignal West Pico (plus) Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific 
TransIT-LT1 Mirus Bio 

 

  Chemikalien und Reagenzien 

Tabelle 25: Verwendete Chemikalien und Reagenzien 
Bezeichnung Hersteller 
�������š�}�v���H 99,8 % Roth 
Agarose Biozym Scientific 
Albumin Fraktion V (bovine serum albumin, BSA) Roth 
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Serva Feinbiochemica  
Brennspiritus Algorex 
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Tabelle 25: Verwendete Chemikalien und Reagenzien - fortgesetzt - 
Bezeichnung Hersteller 
5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-ß-d-galaktosid (X-Gal) Roth 
Caesiumchlorid 99,999 % Roth 
Chlorwasserstoffsäure/ Salzsäure (HCl) Roth 
Coomassie-Brillant-Blau R-250 Thermo Fisher Scientific 
Dextrose Sigma 
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkomplex III) Roth 
EDTA Dinatriumsalz Serva 
Essigsäure 100 % Roth  
���š�Z���v�}�o���H 99,8 % Roth 
Ethidiumbromid BioRad 
Evans Blue Roanal 
Formaldehyd 37 % Roth 
Formamid Applied Biosystems 
Freundsches Adjuvant, komplett Merck 
Freundsches Adjuvant, inkomplett Merck 
Glutaraldehyd Roth 
�'�o�Ç���]�v���H 99 % Roth 
Hühner-IFN-�r�U���Œ���l�}�u���]nant, 1x 105 U/ml Bio-Rad AbD Serotec 
Humanes IFN�t, rekombinant, 1x 105 U/ml Pbl assay science 
ImmersolTM 518F Zeiss 
Isopropyl-�t-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Qbiogene 
Jod Roth 
Kaliumchlorid Roth 
Magermilchpulver Hobbybäckerversand, 

Bellenberg 
Metha�v�}�o���H 99,9 % Roth 
Mowiol 40-88 Sigma-Aldrich 
�E���š�Œ�]�µ�u���Z�o�}�Œ�]�����H 99,5 % Roth 
�E���š�Œ�]�µ�u���}�������Ç�o�•�µ�o�(���š���~�^���^�•�U���H 99,5 % Roth 
Natriumhydrogencarbonat Roth 
�E���š�Œ�]�µ�u�Z�Ç���Œ�}�Æ�]�����H 99 % Roth 
Opti-MEM I Reduced Serum medium, GlutaMAX supplement Gibco 
Polyvinylalkohol-Eindeckmedium mit DABCO® Sigma-Aldrich 
2-�W�Œ�}�‰���v�}�o�l�/�•�}�‰�Œ�}�‰���v�}�o���H 99,8 % Roth 
Roti®-Load 1 Roth 
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) (Acrylamid-Lösung 30 %) Roth 
���~�=�•�^�������Z���Œ�}�•�����H�õ�õ�U�ñ���9 Roth 
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth 
�d�Œ�]���Z�o�}�Œ�u���š�Z���v�l���Z�o�}�Œ�}�(�}�Œ�u���H 99 % Roth 
Tris(hydroxymethyl)aminomethan, 99,9 % Invitrogen 
Triton X-100 Serva Feinbiochemika 
Trizol LS Reagent Ambion 
Trypanblau Fluka 
Trypsin (1:250) Invitrogen 
Tween20 Sigma 
Wasserstoffperoxid (H2O2), 35%ig Roth 
Wolframatophosphorsäure Sigma-Aldrich 
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  Verbrauchsmaterial 

Tabelle 26: Verwendete Verbrauchmaterialien 
Bezeichnung Hersteller 
3130 and 3100 Avant capillary Array 36 cm Applied Biosystems 
Butangaskartusche IMEX 
Deckgläschen rund, 12 mm Ø Hartenstein  
Desinfektionsmittel 

Mikrozid®-AF wipes 
Mikrozid® liquid 
SOFTA MAN® acute Lösung 
Desmanol ® industrial pure  
Händedesinfektion 
Gigasept FF neu 
Perform® classic concentrate OXY 

 
Schülke & Mayr  
Schülke & Mayr  
Braun 
Schülke & Mayr  
Schülke & Mayr 
Schülke & May  
Schülke & Mayr 

Dialyseschlauch SnakeSkin, 7000 MWCO Thermo Scientific 
Einmalspritze Omnifix®-F, 1 ml Braun 
Filter System, 0,22 µm, Polystyren 

250 ml, 150 ml 
 
Corning 

Handschuhe 
Nitrilhandschuhe, ecoSHIELDTM Eco Nitril 
Nitrilhandschuhe, SHIELDskinTM orange  
NITRILTM, puderfrei 
Purple Nitrilhandschuhe 

 
Biozym 
 
Shield Scientific 
Kimberly-Clark 

Injektions-Einmalkanülen G 24 (0.55 x 25 mm) lila Henry Schein 
Kimtech Science Labortuch (20,5 x 20 cm) Kimberly-Clark 
Kryoröhrchen, Außengewinde, 2 ml Greiner Bio One 
Mikroplatte, weiß, 96-well Berthold 
Millipak Express 40 Filtereinheit, 0,22 µm, unsteril Millipore 
Mullkompressen, 12-fach (10 x 10 cm), unsterile Weisweiler GmbH 
Nickelgitter Athene # 400 Mesh, hexagonal Plano 
Nitrozellulosemembran 0,2 µm 

Protran 0.2 NC 200 mm×4 m 
Protran BA 83, 0.2 µm 

 
Amersham 
GE Healthcare 

NucleoSEQ® Säule Macherey-Nagel 
Objektträger, geschnitten, Mattrand, halbweiß,  
26 x 76 cm, ca. 1 mm 

 
VWR 

Parafilm M® sheet Bemis 
Petrischale Ø92 cm x 16 mm, mit Nocken Sarstedt 
Pipettenspitzen 

Filterspitzen 1250 µl, steril, SafeSeal 
Filterspitzen 100 µl, steril, SafeSeal 
Filterspitzen 0,1 �t 10 µl, steril, SafeSeal 
epT.I.P.S, 20 -300 µl 
Filter-Tips, steril, 0-200 µl 
Filter-Tips, steril, 0 �t 20 µl 
Filter-Tips, steril, 0,5 �t 10 µl lang 
Kapillarspitzen, 200 µl 

 
Biozym 
Biozym 
Biozym 
Eppendorf 
Nerbe plus 
Nerbe plus 
Nerbe plus 
Biozym 

Ponal Express Holzleim Henkel 
Polypropylenröhrchen, 5 ml Sarstedt 
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Tabelle 26: Verwendete Verbrauchmaterialien - fortgesetzt - 
Bezeichnung Hersteller 
Reaktionsgefäße  

0,5 ml; 1,5 ml, 2,0 ml, 5,0 ml 
0,2 ml 
Safe-Lock 1,5 ml 

 
Eppendorf 
Roth 
Eppendorf 

Serologische Einmalpipetten 
wattiert, 10 ml 
Costar® Stripette 

 
Sarstedt 
Corning 

Skalpellklingen Braun 
SPF-Hühnereier, embryoniert (White Leghorn) Lohmann, Cuxhaven 
BlottingPapier Hartenstein 
Zellkulturflaschen, phenolic style cap 

T162cm2 
T75cm2, T25cm2 (canted neck) 

 
Corning 
Corning 

Zellkulturplatten/ -schalen 
Costar® 6-well, 12-well, 24-well, 96-well 
Cellstar® 96-well U-Boden 
Easy-GripTM  

 
Corning 
Greiner Bio One 
Falcon 

Zentrifugenröhrchen 
15 ml, 50 ml 
1,5 ml für Ulrazentrifugation 
Pollyallomer Ultrazentrifugenröhrchen, 38,5 ml, 
25 x 89 mm 
Ultra-Clear Röhrchen, 13,2 ml, 14 x 89 mm 

 
Sarstedt, Falcon, Corning 
Beckman �t Coulter 
 
Beckman-Coulter 
Beckman-Coulter 

Zellschaber, 25 cm, steril Sarstedt 
 

  Geräte und Laborhilfsmittel 

Tabelle 27: Verwendete Geräte und Laborhilfsmittel 
Bezeichnung Hersteller 
Autoklavierbare Abfallbeutel 

Spezial-Vernichtungsbeutel 
 
Nerbe plus 

Brutschränke 
CO2 Inkubator (für Zellkultur) 
Brutgerät BSS 160 mit Motorwende, 
Befeuchtungsautomatik und Auskühltimer 
Brutschrank mit Thermostat 

 
Sanyo 
 
Grumbach Brutgeräte 
Bachofer Laboratoriumsgeräte, 
Reutlingen 

Bunsenbrenner Phoenix II Schuett 
ChemiDocTM XRS+ Bio-Rad 
C-SHG HG Lampenhaus/HG Starter Nikon 
DNA-/RNA-UV-Reinigungsbox Kisker   
Electric digital monochrome printer Model P93DW Mitsubishi 
Gel-Dokumentationssystem mit SPACECOM TV Zoom 
Lens H6X8, 8 -48 mm, 1:10, ½´ 

 
Intas science imaging  

Gelelektrophoresekammer 
Wide Mini-Sub Cell GT Cell  
Mini-Sub® Cell GT Cell 
Mini-Protean® Tetra Cell 

 
Bio-Rad 
Bio-Rad 
Bio-Rad 

3130 Genetic Analyzer  Applied Biosystems 
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Tabelle 27: Verwendete Geräte und Laborhilfsmittel - fortgesetzt - 
Bezeichnung Hersteller 
Glaswaren (Kolben, Becherglas, Messzylinder, 
Reagenzgläser, Glasflaschen) 

Borosilicate glass, Duran, Klimax 
kimble, Marienfeld superior, 
Rasotherm, Simax 

Handdispenser 8-Kanal, Model 8100  
1,3 ml Spritzen (Syringe B) 

 
Nichiryo 

Incubator Shaker C25KC New Brunswick Scientific 
Infinite F200 PRO microplate reader Tecan 
Inolab ® pH 720 pH-Meter WTW 
Kanülensammler Multi-Safe twin 0,7 Liter Sarstedt 
konfokales Mikroskop 

TCS SP5 Scan Unit 
TCS SP5 Microscope 
TCS SP5 supply unit 
EL 6000 

 
Leica Microsystems CMS GmbH 
Leica Microsystems CMS GmbH 
Leica Microsystems CMS GmbH 
Leica Microsystems CMS GmbH 

Magnetrührwerke 
EM2 
Standard magnetic stirrer 

 
IDL GmbH, Nidderau  
VWR 

Mehrkanalpipetten 
Research pro 8-Kanal 20-300µl 
Research pro 12-Kanal 20-300µl 

 
Eppendorf 
Eppendorf 

Mikroskope 
TS100 
Eclipse TS100 
Eclipse Ti-S 

 
Nikon 
Nikon 
Nikon 

Mikrowelle 8018E Privileg 
Mini-Protean® Comb, 1,0 mm 

10-well oder 15-well 
 
Bio-Rad 

Mini Protean 3 System Short Plates Bio-Rad 
Mini Protean 3 System Spacer Plates 1,0 mm Bio-Rad 
NanoDrop lite Peq lab 
Pipetten 

Glaspipetten (5 ml, 10 ml) 
Pipetman Classic Model (P1000, P100, P20, P10) 
Pipetman Classic Model P2 
Reference (1 ml, 100 µl, 10 µl, 2,5 µl) 
Research (5 ml, 1 ml, 200 µl, 100 µl, 20 µl, 10 µl) 
Research 2,5 µl  
Research plus (5 ml, 1 ml, 200 µl, 10 µl) 

 
Hirschmann Laborgeräte 
Gilson 
Gilson 
Eppendorf 
Eppendorf 
Eppendorf 
Eppendorf 

Pipettierhilfen 
Pipetus®-akku 
Powerpette Plus 
Accu-jet® pro 

 
Hirschmann Laborgeräte 
JenCons 
Brand  

Präzisionswaage PLJ 720-3A Kern  
Rotoren für Ultrazentrifugen 

SW 32 Ti 
SW 40 Ti 
TLA100.3 

 
Beckman-Coulter 
Beckman-Coulter 
Beckman-Coulter 
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Tabelle 27: Verwendete Geräte und Laborhilfsmittel - fortgesetzt - 
Bezeichnung Hersteller 
Reinstwasseranlage 

Milli-Q Advantage A10 
BioPak Polischer (Endfilter) 
Unabhängige Q-POD® Reinstwasser- 
Entnahmeeinheit 

 
Millipore 
Millipore 
 
Millipore 

Schierlampe  
Nr. 570, 230 V/ 15 W (für Virusreinigung) 
Tempo Nr. 119, 50-60Hz, 230 V, max. 40 W 

 
Bruja 
Orban 

Sicherheitswerkbank Hera Safe Thermo Scientific 
Spannungsversorger 

Power Pac Basic 
Power Pac HC 

 
Bio-Rad 
Bio-Rad 

Speed Vac® SC 110 Savant 
Thermocycler 

Mastercycler epgradient S 
Advanced Primus 96 

 
Eppendorf 
PeqLab 

Thermomixer comfort  Eppendorf 
Thermostatic water bath, WBS-7 NeoLab 
Thoma-Zählkammer Feinoptik, Bad Blankenburg  
Trans-Blot SD - Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad 
Transmissionselektronenmikroskop Tecnai-Spirit FEI 
Tristar2 Multimode Reader LB942 Berthold Technologies 
Ultrazentrifugen 

Optima LE-80 K 
Optima Max-TL 

 
Beckman Coulter 
Beckman Coulter 

UV Steriziling PCR Workstation Peq Lab 
UV-Tisch FLX-20M Serva 
Vakuumpumpe 

LVS300 
BVC21 

 
Saskia 
Vacuubrand 

Vortexer 
Vortex Genie 2 
Vibrofix VF1 Vortexer 

 
Scientific 
IKA 

Wippschüttler 
Duomax 1030 
Mini-Rocker-Shaker MR1 

 
Heidolph 
Hartenstein 

Zentrifugen 
Centrifuge 5415R 
Multispin MSC-3000 
Combi-SPIN FVL2400 
Rotina 420R 
Centrifuge 5415D 

 
Eppendorf 
Biosan 
Peq lab 
Hettich 
Eppendorf 

  



M a t e r i a l  u n d  M e t h o d e n  4 4  

 

  Software 

Tabelle 28: Verwendete Software 
Bezeichnung Hersteller 
CorelDraw X8 Corel Corporation 
Endnote X7.1 Clarivate Analytics 
Geneious 10.2.3 Biomatters Ltd. © 2005-2017 
GraphPad Prism 8.1.2 GraphPad Software 
I-control v1.8 Tecan 
ImageJ 1.48v Wayne Rasband, National Institutes of Health, USA 
ImageLabTM 5.1 Bio-Rad 
Instrument Control and 
Evaluation (ICE) 1.0.6.0 

Berthold  

Intas Intas Science Imagaing 
LAS AF  Leica Microsystems CMS GmbH © 1997-2005 
Microsoft Office 2016 Microsoft 
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3.2 Methoden 

 Zell- und Bakterienkultur 

3.2.1.1 Kultivierung und Passage adhärenter, permanenter Zelllinien 

Die jeweiligen Zelllinien (s. a. 3.1.1) wurden bei 37 °C (QM9, BSR-T7, LMH) oder 39 °C (DF-1) mit 

entsprechendem Medium (s. a. 3.1.4) bei 3 % CO2 in feuchter Atmosphäre inkubiert. Alle 3 - 4 d 

wurden die Zellen passagiert, sodass diese nach weiteren 3 - 4 d wieder rund 95 % Konfluenz 

aufwiesen. Dafür wurde das enthaltene Medium verworfen und die adhärenten Zellen zweimal 

mit Alsevers-Trypsin-Versen-Lösung (ATV) gewaschen. Nach Entfernung von überschüssigem 

ATV wurden die Zellen bei Raumtemperatur (RT) oder 37 °C (LMH) bis zu ihrer Ablösung vom 

Zellkulturflaschenboden inkubiert, in frischem Medium aufgenommen und entsprechend der 

gewünschten Zellzahl in neue Zellkulturgefäße ausgesät. 

 

3.2.1.2 Präparation und Kultivierung primärer Hühnerembryofibroblasten 

Für die Präparation primärer Zellkulturen wurden 10-d alte, bebrütete SPF-Hühnereier 

(Lohmann, Cuxhaven) verwendet. Die oberflächlich desinfizierten Eier wurden mit einer Schere 

am stumpfen Ende, wo sich die Luftblase befindet, geöffnet und die Eihaut entfernt, um die 

Embryonen entnehmen zu können. Diese wurden in einer Petrischale gesammelt, dekapitiert, 

die Augen entfernt und verworfen. In einem Erlenmeyerkolben wurden die Embryonen zweimal 

mit 50 ml/Embryo Medium ZB9d gewaschen, anschließend mit einer Schere zerkleinert und die 

Gewebestücke erneut mit ZB9d gewaschen (3 x). Um Einzelzellen aus dem Gewebe zu lösen, 

wurde dieses für 20 min bei RT unter Rühren mit ATV (10 ml pro Embryo) inkubiert. Die Zellen 

wurden über ein mit Gaze ausgelegtes Sieb in ein Becherglas überführt und mit ZB5 Medium 

verdünnt (rund 25 ml pro Embryo). Übrige Gewebestücke wurden erneut, wie beschrieben, mit 

ATV inkubiert und die vereinzelten Zellen in das Becherglas überführt. 

Die Zellzahl der erhaltenen Suspension wurde mit Hilfe einer Thoma-Zählkammer bestimmt       

(s. a. 3.2.1.3) und auf 1 x 106 Zellen pro ml mit ZB5 eingestellt. Pro 100 ml der entsprechend 

verdünnten CEF-Suspension wurde 1 ml einer Penicillin-Streptomycin-Lösung hinzugegeben 

(Tabelle 8). 

 

3.2.1.3 Zellzahlbestimmung 

Für Arbeiten mit einer definierten Zellzahl ist es erforderlich, diese mit Hilfe einer Zählkammer 

zu bestimmen. Die entsprechende Zellsuspension wurde dazu 1:1 mit Trypanblau-Lösung 

versetzt, um lebende Zellen von abgestorbenen und perforierten Zellen unterscheiden zu 

können, da erstere den Farbstoff nicht aufnehmen.  
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Die Zahl vitaler Zellen wurde in den 4 x 4 Quadraten in Doppelbestimmung ermittelt, der 

Mittelwert gebildet und mit zwei multipliziert, um die Verdünnung mit Trypanblau-Lösung 

herauszurechnen. Der errechnete Wert gibt die Zellzahl pro 0,1 mm3 wieder und wurde mit        

10 000 multipliziert, um die Zellzahl pro ml zu bestimmen. 

 

3.2.1.4 Kultivierung von Bakterien 

Die Escherichia coli (E. coli) Stämme DH10B und XL10-Gold wurden über Nacht (ÜN) auf 

Selektionsagarplatten, als Mini- (2,5 ml) oder Maxikulturen (100 ml) in flüssigem Luria-Bertani 

(LB)-Medium mit Zusatz von 100 µg/ml Ampicillin kultiviert. Die Kultivierung erfolgte generell 

bei 37 °C in einem Brutschrank oder Schüttelinkubator mit 2 500 Umdrehungen pro min 

(revolutions per min, rpm) für 16 h. Für Maxikulturen, die der Aufreinigung von 

Volllängenplasmiden dienten, wurde zuerst eine 2,5 ml Vorkultur für 8 h bei 30 °C inkubiert, um 

dann eine 100 ml Hauptkultur mit dieser anzuimpfen und ÜN bei 30 °C zu kultivieren. 

 

 Molekularbiologische Methoden 

3.2.2.1 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen 

Die transiente Transfektion beschreibt das Einbringen von freier Fremd-DNA in eukaryotische 

Zellen, um z. B. die vorübergehende Expression von Fremdproteinen zu erreichen. Hierfür 

wurden die Reagenzien der kommerziell erwerblichen Kits Lipofectamine 2000 (LF2000), 

Lipofectamine 3000 (LF3000) (Roche) oder TransIT-LT1 (Mirus) nach Herstellerangaben 

verwendet. 

Für Transfektionen mit LF2000 wurde das Aussaatmedium zuvor von den Zellen entfernt und 

durch Opti-MEM ersetzt. Es wurden DNA:Lipofectamine-Verhältnisse von 1 µg:1,5 µl (LF3000) 

bzw. 1 µg:2,0 µl (LF2000) verwendet. Für die Transfektion mit dem TransIT-LT1 Kit wurde pro      

1 µg DNA 3 µl TransIT-LT1 Reagenz verwendet und das Gemisch nach 15-minütiger 

Inkubationszeit auf die Zellen getropft. 

 

3.2.2.2 Transformation 

Der Prozess der Transformation beschreibt die nicht-virale Übertragung freier DNA in 

kompetente, prokaryotische Zellen. Kompetenz ist die Fähigkeit von Zellen, freie DNA aus dem 

umgebenden Medium aufzunehmen und kann, sofern nicht natürlich vorhanden, chemisch oder 

physikalisch erzeugt werden. 

Kompetente E. coli DH10B (50 µl) wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 µl eines Ligationsansatzes 

(s. a. 3.2.2.7) oder 200 ng �t 500 ng einer Mini- oder Maxi-Präparation (Mini-, Maxi-Präp)                        
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(s. a. 3.2.2.9) für 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 2-minütiger Hitzeschock bei 42 °C und ein 

weiterer Inkubationsschritt auf Eis für 2 min vor der Zugabe von 200 µl S.O.C-Medium, um eine 

maximale Transfektionseffizienz zu erreichen. Danach wurde die Bakteriensuspension für            

45 min bei 37 °C und 300 rpm inkubiert, der Transformationsansatz auf Selektionsagar 

ausgestrichen und wie unter 3.2.1.4 beschrieben, kultiviert. XL-10 Gold-Zellen wurden für die 

Transformation von QuikChange Mutagenese-PCR-Ansätzen (s. a. 3.2.2.12) nach Hersteller-

angaben verwendet, in 5 ml Polypropylenröhrchen inkubiert und ebenfalls auf Selektionsagar 

ausplattiert. Einzelne Kolonien wurden am Folgetag mit einem sterilen Zahnstocher in 2,5 ml LB-

Medium mit 100 µg/ml Ampicillin überimpft und wie beschrieben inkubiert. 

 

3.2.2.3 Restriktionsendonukleaseverdau 

Um DNA in Fragmente zu spalten oder Plasmide zu linearisieren, wurden Restriktions-

endonukleasen verwendet (Roberts & Macelis, 1996). Es kamen nur Typ II Endonukleasen zum 

Einsatz, welche palindrome DNA-Sequenzen von meist vier, sechs oder acht Basenpaaren (bp) 

erkennen und die DNA innerhalb oder in unmittelbarer Nähe dieser Erkennungssequenz 

schneiden. Sie benötigen hierfür kein ATP und besitzen keine Methyltransferase-Aktivität. Je 

nach Enzym entstehen glatte Enden (blunt ends) oder Enden mit Überhang (sticky ends), wobei 

diese kohäsiven Enden bis zu 1 000-mal effektiver in der Ligation hybridisieren. 

Es kamen präparative Spaltungen für eine nachfolgende Klonierung und Kontrollspaltungen neu 

isolierter Plasmide zur Anwendung. Für präparative Spaltungen wurden generell 5 µg DNA in 

einem 50 µl-Ansatz verdaut, wobei für Kontrollspaltungen 1 µl Mini-Präp oder 0,5 µl einer Maxi-

Präp für einen 20 µl Ansatz verwendet wurden. Die Spaltung erfolgte mit 1 Unit (u) Enzym pro 

µg DNA für 1 h bei der für das Enzym spezifischen Temperatur in dem vom Hersteller 

mitgelieferten Puffer und wurde danach durch Hitzeinaktivierung für 15 min gestoppt. Sofern 

Puffersysteme und spezifische Spalttemperaturen kombinierbar waren, konnte die DNA auch 

mit zwei Enzymen gleichzeitig verdaut werden. War dies nicht möglich, wurde zuerst mit einem 

Enzym verdaut, hitzeinaktiviert und der Reaktionsansatz durch Reinigung mit dem QIAquick® 

Nucleotide Removal Kit nach Herstellerangaben für den Verdau mit dem zweiten Enzym 

vorbereitet. Die Kontrolle des Verdaus erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (s. a. 3.2.2.5). 

Hierfür wurden 8 µl des Kontrollverdaus oder 2 µl der präparativen Spaltung mit Probenpuffer 

versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei korrekter Spaltung wurde der präparative 

Ansatz nachfolgend komplett aufgetragen und für die Elution spezifischer Fragmente aus dem 

Gel (s. a. 3.2.2.6) aufgetrennt. 
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3.2.2.4 Dephosphorylierung des Vektors 

Um die Religation eines Vektors nach Linearisierung durch Restriktionsspaltung zu verhindern, 

wurden die Phosphatgruppen am 5´-Ende durch die Antarktische Phosphatase abgespalten. 

Dazu wurde der Reaktionsansatz mit dem zugehörigen Antarktische Phosphatase-Puffer 

(Endkonzentration 1x) und 1 µl Enzym versetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert. Nach 

anschließender Hitzeinaktivierung für 5 min bei 65 °C und elektrophoretischer Auftrennung des 

Reaktionsproduktes erfolgte die Elution des Vektors aus dem Agarosegel. 

 

3.2.2.5 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsäuren 

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden diese anhand der Agarosegelelektrophorese ihrer 

Größe nach durch ein elektrisches Feld separiert. Dabei wird die negative Gesamtladung der 

DNA genutzt, welche sie bei angelegter Spannung durch die Poren des Gels von der Kathode zur 

Anode wandern lässt (Helling et al., 1974; Thorne, 1966). Die Geschwindigkeit ist dabei abhängig 

von der Porengröße (bestimmt durch die Konzentration der Agarose), der Spannung und der 

Fragmentgröße. 

In dieser Arbeit wurden 1%ige Agrosegele verwendet. Die Agarose wurde durch kurzes 

Aufkochen in 1x TAE-Puffer gelöst, mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentration:                 

0,125 µg/ml) und in einen Gelträger gegossen. Ein Probenkamm wurde eingesetzt und das Gel 

erstarren lassen. Aufzutrennende Proben wurden mit Probenpuffer (Endkonzentration 1x, s. a. 

Tabelle 9) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgte z. B. bei 100 V für 

rund 30 min in 1x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)-Puffer. Als Standard wurde ein DNA-

Größenmarker (Tabelle 10) mitgeführt. Die Dokumentation des Gels erfolgte unter UV-Licht, 

wobei das Ethidiumbromid, das zwischen die Basen der Nukleinsäure interkalierte, angeregt 

wurde, wodurch die DNA-Fragmente sichtbar gemacht werden. Zur Dokumentation wurde die 

Software von Intas verwendet. 

 

3.2.2.6 Reinigung von DNA-Fragmenten aus dem Agarosegel 

Nach elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente im Agarosegel wurden diese für 

eine nachfolgende Aufreinigung unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgeschnitten. Für die 

Elution von Fragmenten mit einer Größe von 70 bp �t 10 kb wurde das QIAquick Gel Extraction 

Kit laut Herstellerangaben verwendet. Fragmente mit einer Länge von mehr als 10 kb wurden 

mit dem QIAEX II Gel Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers eluiert, da dieses für 

Fragmente bis zu 50 kb geeignet ist. Die DNA wurde jeweils in 30 µl - 50 µl sterilem destillierten 

Wasser (Aqua destillata, A. dest.) eluiert. 
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3.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten 

Unter dem Begriff Ligation versteht man die enzymkatalysierte Verknüpfung zweier Desoxyribo-

Nt an ihren 3´-terminalen Hydroxygruppen und 5´-terminalen Phosphatresten durch eine 

Phosphodiesterbindung. Hierfür wurde die T4-DNA Ligase des Enterobakteriophagen T4 

genutzt. In einem Ligationsansatz von insgesamt 10 µl wurden 25 ng oder 50 ng des Vektors mit 

einem dreifachen Überschuss des zu inserierenden Fragmentes versehen. Die Berechnung der 

einzusetzenden Vektor- und Insertmenge erfolgte mit nachfolgender Formel: 

 

�J�C���8�A�G�P�K�N �Û �G�>���+�J�O�A�N�P
�G�>���8�A�G�P�K�N

�Û �u 
L�J�C���+�J�O�A�N�P 

 

Der Ligationsansatz wurde mit einem 2x oder 10x konzentrierten, vom Hersteller mitgelieferten 

Ligationspuffer versehen (Endkonzentration 1x), sowie 1 µl der Ligase und für mind. 1 h bei RT        

(2x Puffer) oder ÜN bei 4 °C (10x Puffer) inkubiert. Darauf folgte die Transformation von 5 µl des 

Ansatzes in E. coli DH10B wie in Abschnitt 3.2.2.2 beschrieben. 

 

3.2.2.8 DNA-Konzentrationsbestimmung 

Die Bestimmung der Konzentration einer DNA-Lösung nach Isolierung aus dem Agarosegel oder 

aus einer Bakterienkultur (s. a. 3.2.1) erfolgte durch photometrische Messung am NanoDrop. Es 

wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm von je 1 µl der Probe gegen A. dest. als Leerwert 

gemessen. Bei Bedarf wurde die Probe zuvor in A. dest. verdünnt. Das Absorptionsmaximum 

von DNA und RNA liegt aufgrund der aromatischen Ringe in den Purin- und Pyrimidinbasen bei 

260 nm, wohingegen aromatische AS-Reste in Proteinen ein Absorptionsmaximum von 280 nm 

besitzen. Das Verhältnis dieser beiden Extinktionswerte wurde genutzt, um die Reinheit der 

DNA-Präparation zu beurteilen. Lag der ermittelte Quotient bei 1,8 �t 2,0, waren Verunreinigung 

mit Proteinresten auszuschließen. 

 

3.2.2.9 Plasmidisolierung durch alkalische Lyse 

Zuvor transformierte Plasmide wurden aus Mini- oder Maxikulturen (s. a. 3.2.1.4) durch 

alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) isoliert. 

Bei Mini-Präps wurden 1,5 ml der ÜN-Kultur für 1 min bei 13 000 rpm sedimentiert und laut 

Herstellerangaben mit dem Puffern 1 �t 3 versetzt, um die Bakterien zu lysieren, Proteine und 

chromosomale DNA zu denaturieren, sowie RNA-Kontaminationen zu verhindern. Hierbei 

wurden jedoch jeweils nur 200 µl verwendet. Zusammen mit Zelltrümmern wurden Proteine 

und chromosomale DNA anschließend durch Zentrifugation für 5 min bei 13 000 rpm 
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sedimentiert und der Überstand in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das zu isolierende 

Plasmid wurde nicht laut Herstellerangaben über eine Säule eluiert, sondern der Überstand zum 

Entsalzen und Ausfällen der DNA sofort mit 420 µl Isopropanol versetzt. Nach Vortexen des 

Ansatzes, 8-minütiger Inkubation auf Eis und Zentrifugation (13 000 rpm, 8 min) wurde der 

Überstand entfernt und das DNA-Pellet ohne weiteren Ethanol-Waschschritt in der Speed-Vac 

getrocknet und in 50 µl A. dest. aufgenommen. Maxi-Präps von Expressionsplasmiden erfolgten 

�v�����Z�����v�P�������v�������•���,���Œ�•�š���o�o���Œ�•���u�]�š�������u���Y�/���(�]�o�š���Œ�¡���W�o���•�u�]�����D���Æ�]���<�]�š�U���Á�}�����]�������Œ Waschschritt mit 

70 % Ethanol weggelassen wurde. Maxi-Präps von Volllängenplasmiden erfolgten nach Anzucht 

der Kulturen bei 30 °C ÜN (s. a. 3.2.1.4) mit dem Endofree® Plasmid Maxi Kit nach Vorschrift des 

Herstellers. Isolierte Plasmide wurden je in 100 µl A. dest. aufgenommen.  

Um die Isolation des korrekten Plasmides zu bestätigen, wurde dieses mit Restriktions-

endonukleasen gespalten (Kontrollspaltung, s. a. 3.2.2.3) und das Spaltbild nach Gel-

elektrophorese überprüft. Fiel die Kontrollspaltung positiv aus, schloss sich die Sequenzierung 

(s. a. 3.2.2.10) des Plasmides an. 

 

3.2.2.10 Sequenzierung 

Zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Moleküls kam die Sanger Methode (Sanger et al., 

1977) und das BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit zur Anwendung. Für die 

Amplifikation wurden 1 µl eines spezifischen Primers (5 pmol/µl), 2 µl des 5x Sequenzierungs-

puffers, 1 µl des BigDye-Reaktionsmixes und die zu sequenzierende DNA in einem 10 µl-Ansatz 

mit A. dest. kombiniert. Die Menge einzusetzender DNA richtete sich nach der Anzahl der 

Basenpaare (Tabelle 29).  

 

Tabelle 29: Einzusetzende DNA-Menge für die Sequenzierung in Abhängigkeit von der 
Basenpaaranzahl 

 
Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler mit dem in Tabelle 30 angegebenen 

Temperaturprofil. Während der Amplifikation kam es durch die Inkorporation von 

Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddNTPS), dene�v�� ���]���� �ï�Z-Hydroxylgruppe fehlt und die 

neben den normalen Desoxyribonukleosid-Triphospaten (dNPTs) im BigDye-Reaktionsmix 

DNA-Template Anzahl Basenpaare Menge in ng 
 
 
PCR-Produkt 

   100 �t    200     1 �t    3 
   200 �t    500     3 �t   10 
   500 �t 1 000     5 �t   20 
1 000 �t 2 000   10 �t   40 
> 2 000   20 �t   50 

dsDNA (Plasmid) - 150 �t 300 
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enthalten waren, zu Kettenabbrüchen. Somit wurden Fragmente mit unterschiedlichen Längen 

amplifiziert.  

 

Tabelle 30: Temperaturprofil der Sequenzierreaktion 
Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen 
Denaturierung 96 1 min - 
Denaturierung 96 10 s  

       25 
 

Annealing 50 5 s 
Elongation 60 4 min 
Endtemperatur 12 �L - 

 

Die nach Amplifikation erhaltenen Produkte wurden nach Herstellerangaben über das 

NucleoSeq® Kit aufgereinigt, um überschüssige Terminator-ddNTPS zu entfernen. Die 

Sequenzierreaktion wurde vor Beladung der Säule mit 10 µl A. dest. versetzt. Je 10 µl des 

Durchflusses wurden nach Zugabe von 10 µl Formamid mit Hilfe eines 3130 Genetic Analyzer 

nach dem Prinzip der Kapillar-Elektrophorese nach Fragmentlänge aufgetrennt, wobei die an die 

ddNTPs gekoppelten Fluorochrome zur Fluoreszenz angeregt wurden. Die ddNTPs für Adenin, 

Thymin, Guanin und Cytosin trugen unterschiedlich Fluoreszenzfarbstoffe, sodass die 

Basenabfolge im Elektropherogramm eindeutig ermittelbar war. Die elektrophoretische 

Auftrennung erfolgte im Labor Dr. Luttermann, FLI, Insel Riems. Die Ergebnisse der jeweiligen 

Sequenzierung wurden mit Hilfe der Geneious Software Version 10.2.3 ausgewertet. 

 

3.2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion 

Mittels Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) (Saiki et al., 1988) können 

DNA-Fragmente für Klonierungszwecke unter Verwendung spezifischer Primer in vitro 

amplifiziert werden. Als Template wurden verschiedene Plasmide verwendet. Die PCR-

Reaktionen wurden, wie in Tabelle 31 angegeben, unter Nutzung des Expand High Fidelity PCR 

Systems pipettiert. 

 

Tabelle 31: Standard-PCR-Ansatz  
Komponente Volumen in µl 
Reaktionspuffer mit MgCl2 (10x)      5,0 
Plasmid-DNA (~ 50 ng)      1,0 
Vorwärtsprimer (10 pmol)      1,0 
Rückwärtsprimer (10 pmol)      1,0 
dNTP-Mix (je 10 mM)      1,0 
A. dest.    40,5 
High fidelity Taq-Polymerase      0,5 
 �T���ñ�ì,0 
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Das Temperaturprofil wurde wie folgt gewählt (Tabelle 32) und die Annealing-Temperatur sowie 

die Elongationszeit in Abhängigkeit vom Primer-Paar und der Länge des zu amplifizierenden 

Fragmentes variiert. 

 

Tabelle 32: Temperaturprofil der Standard-PCR 

 

3.2.2.12 QuikChange Mutagenese-PCR 

Für die gezielte Mutagenese kamen die QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis oder 

QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kits zum Einsatz. Zuvor wurden 

Mutagenese-Primer nach Herstellerangeben abgeleitet.  

Die PCR-Ansätze wurden nach Herstellervorschrift pipettiert, wobei für die II XL Site-Directed 

Mutagenesis eine Templatemenge von 50 ng verwendet und die Anzahl der Zyklen für die 

Mutagenese mit dem II XL Site-Directed Mutagenesis Kit auf 20 erhöht wurde. Nach 

Amplifikation wurden in E. coli synthetisierte Ausgangsplasmide, die im Gegensatz zur in vitro 

synthetisierten Plasmid-DNA durch Methylierungen gekennzeichnet sind, laut Hersteller-

angaben mit DpnI verdaut und der PCR-Ansatz in XL10-Gold Zellen (s. a. 3.2.2.2) transformiert.  

 

3.2.2.13 Phusion-PCR und Megaprimer-Mutagenese 

Eine alternative Methode zur QuikChange Mutagenese bietet die Mutagenese unter Nutzung 

von sogenannten Megaprimern. Diese ermöglichen die Veränderung eines größeren 

Sequenzbereiches, wie zum Beispiel eines kompletten Gens und verläuft über zwei PCR-

Reaktionen mit Hilfe der Phusion-DNA-Polymerase. Hierfür wurde zuerst das gewünschte Gen 

bzw. der gewünschte Sequenzbereich mit Primern amplifiziert. Die Primer waren dabei so 

aufgebaut, dass je 25 - �ï�ì���v�š�����µ�•�P���Z���v�����À�}�u���ñ�Z-Ende komplementär zur Ursprungssequenz vor 

dem auszutauschenden Bereich waren. Die nachfolgenden 25 - 30 Nt waren komplementär zur 

neu einzufügenden bzw. zu substituierenden Sequenz. Die erste Amplifikation erfolgte mit der 

High fidelity Taq-Polymerase wie unter 3.2.2.11 beschrieben und das entstandene PCR-Produkt 

wurde nach Agarosegelelektrophorese aufgereinigt (s. a. 3.2.2.6) und in den Vektor pGEM-Teasy 

ligiert (s. a. 3.2.2.7). Das so erhaltene Unterplasmid diente nachfolgend für die Amplifikation 

eines Megaprimers mit Hilfe des Phusion HighFidelity PCR Master Mix und der bereits zuvor 

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen 
Denaturierung 95 1 �t 2 min - 
Denaturierung 95 30 s  

       35 Annealing 55 �t 68 30 �t 50 s 
Elongation 72 1 min pro kb 
Elongation 72 5 min - 
Endtemperatur   4 �L - 
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genutzten Primer. Der PCR-Ansatz wurde, wie in Tabelle 33 angegeben, pipettiert und unter dem 

aufgelisteten Temperaturprofil (Tabelle 34) inkubiert. 

 

Tabelle 33: PCR-Ansatz der Phusion-PCR 
Komponente Volumen in µl 
2x Phusion Master Mix (2x Phusion HF-Puffer mit MgCl2+ 0,04 
U/µl Phusion-DNA-Polymerase + je 400 µM dNTPs) 

   12,5 

Plasmid-DNA (~ 10 ng)      1,0  
Vorwärtsprimer (10 µM)      1,0  
Rückwärtsprimer (10 µM)      1,0  
A. dest      9,5 
 �T���î�ñ,0 

 

Tabelle 34: Temperaturprofil der Phusion-PCR  
Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen 
Denaturierung 98 30 s - 
Denaturierung 98 10 s  

      35 Annealing 56 10 s 
Elongation 72 0,5 - 1 min pro kb 
Elongation 72 5 min - 
Endtemperatur 4 �L - 

 

Der generierte Megaprimer wurde mittels Agarosegelelektrophorese (s. a. 3.2.2.5) auf seine 

Größe überprüft und bei Übereinstimmung in 20 µl A. dest. eluiert. Nach Bestimmung des DNA-

Gehaltes (s. a. 3.2.2.8) erfolgte die zweite Phusion-PCR zur Mutagenese des Plasmides, bei dem 

der gewählte Sequenzbereich ausgetauscht werden sollte. Die Reaktion wurde entsprechend 

Tabelle 35 pipettiert und unter Verwendung des in Tabelle 34 angegebenen Programms im 

Zykler durchgeführt.  

 

Tabelle 35: PCR-Ansatz einer Megaprimer-Phusion-PCR 
Komponente Volumen in µl 
2x Reaktionspuffer mit 0,04 U/µl Phusion-Polymerase 
und dNTP-Mix (je 400 µM)  

      25,0 

Megaprimer ��  200 ng 
Templateplasmid-DNA ��  400 ng 
A. dest. ad 50,0  
 �T��  50,0 

 

Es folgte, wie bei der QuikChange Mutagenese, nach Verdau des parentalen Ausgangsplasmides 

mit 1 µl DpnI für 1 h bei 37 °C, die Transformation von 10 µl des Reaktionsansatzes in E. coli 

DH10B (s. a. 3.2.2.2) und die Durchführung von Mini-Präps (s. a. 3.2.2.9). 
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3.2.2.14 RNA-Präparation 

Virale RNA wurde für cDNA-Synthese, Amplifikation (s. a. 3.2.2.15) und Sequenzierung                     

(s. a. 3.2.2.10) aus infizierter Allantoisflüssigkeit präpariert. Die Allantoisflüssigkeit wurde mit 

�,�]�o�(���������•���Y�/�����u�‰���À�]�Œ���o���Z�E�����D�]�v�]���<�]�š�•���v�����Z���,���Œ�•�š���o�o���Œ���v�P�������v�����µ�(�P�����Œ�����]�š���š���µ�v�����u�]�š���ñ�ì���…�o�����X�������•�š�X��

eluiert. 

Alternativ erfolgte die Aufarbeitung mittels TRIzol Reagent. Hierfür wurden 1�ñ�ì���…�o���À�]�Œ�µ�•�Z���o�š�]�P����

���]�(�o�º�•�•�]�P�l���]�š�� �u�]�š�� �í�ñ�ì�� �…�o�� ���X�� �����•�š�X�� �µ�v���� �õ�ì�ì�� �…�o�� �d�Œ�]�Ì�}�o�� ���µ�Œ���Z�� �u���Z�Œ�u���o�]�P���•�� ���µ�(- und Abpipettieren 

vermischt und der Ansatz für 5 min bei RT inkubiert. Nach �•�µ�P���������À�}�v���î�ð�ì���…�o�����Z�o�}�Œ�}�‰�Z�}�Œ�u��folgte 

15 s kräftiges Schütteln des geschlossenen Reaktionsgefäßes. Durch 15 min Inkubation bei RT 

und Zentrifugation für 15 min bei 12 000 g (4 °C) trennten sich zwei Phasen. Die obere, wässrige 

Phase wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und mit 600 µl Isopropanol vermischt. Nach 

10 min Inkubation bei RT und Zentrifugation bei 12 000 g für 10 min (4 °C) wurde der Überstand 

vollständig entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 1,2 ml 75 - 100%igem Ethanol durch Vortexen 

und 5 min Zentrifugation bei 7 500 g (4 °C) gewaschen. Nach Abnahme des Überstandes wurde 

die RNA für 5 - 10 min bei RT getrocknet, in 20 µl RNase-freiem A. dest. gelöst und für 10 min 

bei 55 °C inkubiert. 

Erhaltene RNA-Lösungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewahrt und der 

RNA-Gehalt mit Hilfe des NanoDrop bestimmt. Als Negativkontrolle und um RNA-

Verschleppungen oder �tKontaminationen bei aufbereiteten Proben ausschließen zu können, 

wurde parallel ein Ansatz unter Zugabe von A. dest. statt Allantoisflüssigkeit aufgearbeitet. 

 

3.2.2.15 OneStep-RT-PCR 

Das Umschreiben von RNA in cDNA und die Amplifikation dieser erfolgte mit Hilfe des ONEstep-

RT-PCR Kits nach Herstellerangaben. Der im Reaktionsansatz enthaltene RNase-Inhibitor diente 

dem Schutz der RNA vor Degradation. Die im Enzym-Mix enthaltenen reversen Transkriptasen 

Omniscript und Sensiscript sind für die Transkription von RNA Mengen > 50 ng (Omniscript) bzw. 

< 50 ng (Sensiscript) optimiert und werden durch die Inkubation bei 95 °C inaktiviert, während 

die HotStarTaq DNA-Polymerase dadurch aktiviert wird. Sie ermöglichte die Amplifikation 

ausgewählter cDNA-Abschnitte mit Hilfe der zugesetzten Primer bei angegebenem 

Temperaturprofil (Tabelle 37). 
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Tabelle 36: Ansatz einer OS-RT-PCR  
Reagenz Volumen in µl 
Reinstwasser     13,8 
5x RT-Puffer       5,0 
dNTP 10 mM       1,0 
Enzym-Mix       1,0 
RNasin (40 U/µl)       0,2 
Vorwärtsprimer (20 pmol/µl)       0,75  
Rückwärtsprimer (20 pmol/µl)       0,75 
RNA       2,5 
 �T���î�ñ,0 

 

Tabelle 37: Temperaturprofil einer OS-RT-PCR 
Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen 
Reverse Transkription 45 30 min - 
PCR-Aktivierungsschritt 95 15 min - 
Denaturierung 94 10 s  

        35  Annealing 55 30 s 
Elongation 68 1 min 10 s �t 1 min 40 s 
Finale Elongation 68 10 min - 
Endtemperatur 12 �L - 

 

Die erhaltenen Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt (s. a. 3.2.2.5), aus dem Gel 

isoliert (s. a. 3.2.2.6) und mit dem für die PCR eingesetzten Primer sequenziert (s. a. 3.2.2.10). 

Die OS-RT-PCR fand Anwendung, um Sequenzbereiche (neu) generierter rekombinanter Viren 

zu amplifizieren und spezifische Mutationen oder genetische Charakteristika wie z. B. die 

Sequenz kodierend für eine polybasische AS-Sequenz in der F-Protein Spaltstelle zu bestätigen.  

 

 Virologische Methoden 

3.2.3.1 Virusanzucht und Ernte 

Um NDV zu vermehren, wurden virushaltige Zellkulturüberstande (ZKÜ) bzw. Allantois-

flüssigkeiten in 10-d alte, embryonierte SPF-Hühnereier inokuliert. Dafür wurde das Ei im 

Bereich der Luftkammer mit Jodlösung desinfiziert und mit einem abgeflammten Eierstecher ein 

Loch für die Injektion gestochen. Die Injektion einer vorverdünnten Viruslösung (100 - 200 µl) 

oder eines Transfektionsüberstandes (rund 400 µl) (s. a. 3.2.3.6) in die Allantoishöhle des Eies 

erfolgte mit Hilfe einer 25 mm langen Kanüle und Einmalspritze. Vorverdünnungen wurden, in 

Abhängigkeit vom HA-Titer der Viruslösung, mit 0,85 % NaCl-Lösung hergestellt. Der Verschluss 

der Injektionsstelle erfolgte mit Holzleim und die Eier wurden bei 37 °C und 55 % Luftfeuchtigkeit 

in einem Brutschrank mit Rollautomatik inkubiert. Das Überprüfen der Vitalität der Embryos 

erfolgte täglich zweimal mit einer Schierlampe. Nach Absterben des Embryos, spätestens aber 
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100 h nach der Infektion (hours post infection, hpi) wurden die Eier bei 4 °C für mind. 24 h 

gelagert, bevor die Allantoisflüssigkeit entnommen wurde. 

Die Ernte der virushaltigen Allantoisflüssigkeit erfolgte nach Öffnen der Eier mit einer Schere an 

der Injektionsseite. Dafür wurde die Eihaut entfernt und der Embryo mit einer Pinzette fixiert, 

sodass die Allantoisflüssigkeit mit einer serologischen Einmalpipette aufgezogen werden 

konnte, ohne das Eidotter zu verletzen. Je 1 ml der Flüssigkeit wurde in ein Kryoröhrchen 

aliquotiert, welches als Rückhalteprobe diente. Das restliche Probenvolumen wurde in 15 ml 

Zentrifugenröhrchen überführt und bei 4 °C für nachfolgende Untersuchungen gelagert. Der 

Virusnachweis erfolgte mittels Immunofluoreszenz- (IF-) und Hämagglutinations-Test (HA-Test) 

(s. a. 3.2.3.2). Für den IF-Test wurden QM9-Zellen in 96-well-Platten ausgesät, sodass sie am 

Folgetag konfluent waren und mit 20 µl der zu testenden Allantoisflüssigkeit infiziert. Nach           

18 �t 20-stündiger Inkubation bei 37 °C, wurden die Zellen fixiert und wie unter 3.2.4.1 

beschrieben mit HIS-�r-NDV und einem Alexa488®-gekoppelten Sekundär-AK immunmarkiert. 

Wurde infektiöses Virus nachgewiesen, erfolgte die Bestimmung des Virustiters (s. a. 3.2.3.3) 

und die langfristige -80 °C-Lagerung nach kurzer niedertouriger Zentrifugation (10 min, 3 000 

rpm).  

Sowohl nach Inokulation der Eier als auch nach Entnahme der Allantoisflüssigkeit wurden die 

verwendeten Kanülen oder Pipetten auf einer Blutagarplatte ausgestrichen und die Platte bei 

37 °C für mind. 48 h inkubiert. Dies diente der vorläufigen Beurteilung möglicher bakterieller 

Kontaminationen.  

 

3.2.3.2 Hämagglutinations-Test 

Beim HA-Test wird die Fähigkeit der NDV HN-Proteine, an Sialinsäurereste zu binden, genutzt. 

Die auf der Zelloberfläche Sialinsäurereste tragenden Erythrozyten werden dadurch gebunden 

und vernetzt. Diese Eigenschaft wird sowohl qualitativ als auch quantitativ für den 

Virusnachweis genutzt.  

In 96-well U-Bodenplatten wurden hierfür Zweifachverdünnungsreihen infizierter Allantois-

flüssigkeiten in 1x phosphatgepufferter Salzlösung (phosphate buffered saline, PBS) angelegt, 

anschließend in jede Kavität 1%ige Hühner-Erythrozytenlösung hinzugegeben und die 

Mikrotiterplatte für 30 min bei RT inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach Anschrägen der 

Platte. Das Verklumpen (Agglutinieren) der roten Blutkörperchen zeichnete sich durch eine 

diffuse Rötung am Boden der Kavität aus und zeigte das Vorliegen von Virus an. Setzten sich die 

Erythrozyten jedoch am Boden der Kavität ab (Knopfbildung) und verliefen tropfenförmig beim 

Aufstellen der Platte war kein Virus in der untersuchten Allantoisflüssigkeit enthalten. Die 
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höchste Verdünnungsstufe, welche noch als positiv zu werten war, wurde als HA-Titer 

angegeben. 

 

 

 

 
Abbildung 7: Schematische Darstellung eines HA-Tests 
 Nach halbstündiger Inkubation von Hühnererythrozyten in einer 2-fachen Verdünnungsreihe 

(Verdünnungsstufen angegeben in Reihe A) einer zu testenden Lösung, wird der HA-Titer durch 
Bestimmung der größten, noch als postiv zu wertenden Verdünnung angegeben. Bei Proben ohne 
hämagglutinierende Eigenschaften setzten sich die Erythrozyten am Boden der Kavität ab 
(Knopfbildung, Reihe B). Das Vernetzen der roten Blutkörperchen bei virushaltigen Lösungen 
zeichnete sich durch eine diffuse Rötung in der Kavität aus (Agglutinieren, Reihe C). 

 

3.2.3.3 Virustiterbestimmung 

Der Virustiter wurde als KID50/ml (Kultur infizierende Dosis) bestimmt. Dafür wurden am Vortag 

in 96-well Mikrotiterplatten ausgesäte, konfluente QM9-Zellen in 4-fach Bestimmung mit den 

entsprechenden Virusverdünnungen infiziert. Die Herstellung der Virusverdünnungen erfolgte 

in einer weiteren 96-well Platten in 10-er Stufen. Dafür wurden 150 µl der unverdünnten 

Viruslösung in die jeweils erste Kavität gegeben. Die folgenden Kavitäten wurden mit je 180 µl 

ZB5b gefüllt. Aus der jeweils vorhergehenden Kavität wurden dann je 20 µl in die nächste 

überführt und durch fünfmaliges Auf- und Abpipettiern durchmischt. Je 100 µl der angelegten 

Verdünnungen wurden, nach Entfernen des Aussaatmediums, auf die QM9-Zellen gegeben und 

diese bei 37 °C für 18 - 20 h inkubiert. Für eine anschließende IF-Färbung zum Nachweis 

infizierter Zellen wurden die Zellen wie unter 3.2.4.1 beschrieben fixiert und mit HIS-�r-NDV 

immunmarkiert. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der Verdünnung, die noch 

immunmarkierte, infizierte Zellen aufwies. Die KID50/ml wurde mit der angegebenen Formel von 

Spearman-Kärber (Hamilton et al., 1977) berechnet: 
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 x0 =  dekadischer Logarithmus des reziproken Wertes der niedrigsten  
 Verdünnungsstufe, in der alle Vertiefungen eine positive IF zeigen 
 d =  dekadischer Logarithmus des Verdünnungsfaktors (bei Zehnerverdünnung = 1) 
 r =   Anzahl positiver Proben pro Verdünnung (beginnend mit x0) 
 n =  Anzahl eingesetzter Proben pro Verdünnung (nach Abzug nicht ablesbarer Proben) 
 

3.2.3.4 Replikationskinetik 

Um das Replikationsverhalten eines neu generierten, rekombinanten Virus zu ermitteln, wurden 

7,5 x 105 CEF-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten ausgesät und am Folgetag mit einer Multiplizität 

der Infektion (multiplicity of infection, MOI) von 0,01 infiziert. Nach 40-minütiger Adsorption bei 

37 °C wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit je 500 µl frischem Medium zur weiteren 

Inkubation überschichtet. Je 0 hpi, 16 hpi, 24 hpi, 48 hpi und 72 hpi wurden die Zellkultur-

überstände abgenommen und bis zur Titration bei -20 °C gelagert.  

Um das Replikationsverhalten nach IFN-Stimulation oder nach Expression von V-Proteinen zu 

bestimmen, wurden DF1-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten ausgesät. Am Folgetag wurde das 

Aussaatmedium entfernt und durch 500 µl Medium ersetzt, welches mit 0 u/ml, 500 u/ml oder 

1 000 u/ml Hühner-IFN-�r�� �À���Œ�•���š�Ì�š�� �Á���Œ�� �}�����Œ�� ���]���� �•���o�o���v�� �µ�v�š���Œ�� �s���Œ�Á���v���µ�v�P�� �����•�� �>�&�ï�ì�ì�ì�� �<�]�š�•��              

(s. a. 3.2.2.1) und 1 µg der Expressionsvektoren pCAGGS_VmutCl30, pCAGGS_VmutR75 oder 

pCAGGS_VmutHerts transfiziert. Nach 24-stündiger Inkubationszeit wurde das Medium 

verworfen, durch frisches ersetzt, die Zellzahl bestimmt und die Zellen wie beschrieben infiziert. 

ZKÜ wurden 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi geerntet. Der Nachweis infizierter Zellen nach der Titration 

erfolgte mit HIS-�r-NDV und einem Alexa488®-gekoppelter Sekundär-AK, der gegen Kaninchen-

Immunglobulin G (IgG) gerichtet ist. 

 

3.2.3.5 Reinigung von Viruspartikeln 

Für die Reinigung von Viruspartikeln wurden die gewünschten Viren zunächst in 

Allantoisflüssigkeit, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, oder in Zellkultur vermehrt. Hierfür wurden 

CEF-Zellen in T75cm2 oder T162cm2 Kulturflaschen ausgesät und am Folgetag mit einer MOI von 

5 (für lentogene Viren) oder 0,1 (für mesogene oder velogene Viren) infiziert. Das Infektions-

medium wurde nach 40 min Adsorption entfernt, die Zellen mit Medium gewaschen und mit 

frischem Medium bedeckt. Nach 48 h Inkubation der Zellen bei 37 °C und 3 % CO2 wurde der 

ZKÜ geerntet. Dieser wurde in 50 ml-Zentrifugenröhrchen gegeben, für 10 min bei 3 000 rpm 
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und 4 °C vorgeklärt, um Zellbestandteile zu entfernen, und bis zur weiteren Verwendung (s. a. 

5.2.3.5) bei 4 °C gelagert. 

Für den ersten Schritt der Reinigung wurde die geklärte Virussuspension vorsichtig auf ein 

Zuckerpolster (4 ml 65%ige Saccharose-Lösung in 1x TEN-Puffer) in einem 38,5 ml Pollyallomer-

Ultrazentrifugenröhrchen, bis etwa 0,5 cm unter den Rand des Röhrchens geschichtet. Die 

anschließende Zentrifugation erfolgte im Rotor SW32Ti bei 25 000 rpm, 4 °C für 2 h in der 

Ultrazentrifuge Optima LE-80 K von Beckman Coulter. Oberhalb des Zuckerpolsters wurde die 

weißliche, mit Virus angereicherte Bande abgezogen und mit 1x TEN-Puffer verdünnt. 

Anschließend wurde die Virussuspension auf einen Dichtegradienten aus Cäsiumchlorid (CsCl)-

Lösungen (je Schicht 1,5 ml, steril filtriert, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 % und 45 % in 1x TEN-

Puffer) oder aus Saccharose-Lösungen (je 1,7 ml, steril filtriert, 20 %, 30 %, 40 %, 50 % und 60 % 

in 1x TEN Puffer) in einem 13,2 ml Ultrazentrifugenröhrchen geschichtet. Die Zentrifugation 

erfolgte im Rotor SW40Ti-Rotor in der Ultrazentrifuge Optima LE-80K für 1 h bei 27 000 rpm bei 

4 °C. Die virushaltige Bande wurde darauffolgend abgezogen und in einen Dialyseschlauch mit 

einem Ausschlussmolekulargewicht von 7,0 kDa überführt. Der Dialyseschlauch wurde für mind. 

9 h in 500 ml 1x TEN-Puffer auf einem Rührwerk bei RT inkubiert und alle 3 h der Puffer 

gewechselt, um die enthaltenen Saccharose- und CsCl-Reste zu eliminieren. Nach der Dialyse 

wurde die Viruslösung entnommen, aliquotiert und bei 4 °C oder bei �t 20 °C gelagert. Vor, 

während und nach der Reinigung wurden die HA-Titer der erhaltenen Viruslösungen bestimmt, 

um den Erfolg der Konzentrierung beurteilen zu können. Der Gesamtproteinanteil wurde bei 

einer Absorption von 280 nm mit Hilfe des NanoDrop bestimmt.  

 

3.2.3.6 Generierung rekombinanter NDV mittels reverser Genetik 

Rekombinante NDV wurden mittels reverser Genetik generiert. Dafür wurden BSR-T7-Zellen, 

welche stabil die T7-RNA-Polymerase des Phagen T7 exprimieren, in 6-well Zellkulturplatten 

ausgesät. Am Folgetag, bei etwa 80 % Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfsplasmiden, die unter 

der Kontrolle des T7-Promotors die Virusproteine NP (NPpCite), P (PpCite) und L (LpCite) 

kodieren und dem jeweiligen Volllängen-Genom transfiziert. Das Volllängengenom, kloniert in 

�����v�� �s���l�š�}�Œ�� �y�ô�w�d��(Schnell et al., 1994), kodiert dabei die gesamte Erbinformation des zu 

generierenden Virus, ebenfalls unter Kontrolle des T7-Promotors. Nach Transkription der 

viralen, antigenomischen RNA durch die T7-RNA-Polymerase und die Expression der 

Virusproteine NP, P und L erfolgt die Bildung viraler RNPs. Diese transkribieren anschließend die 

genomische virale RNA, was die Bildung von Viruspartikeln ermöglicht. Die Transfektion erfolgte 

mit Hilfe des LF3000 Kits und 10 µg Gesamt-DNA (5,0 µg Volllängenplasmid, 3,0 µg NPpCite,      

1,5 µg PpCite, 0,5 µg LpCite). 24 Stunden nach der Transfektion (hours post transfection, hpt) 
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wurde das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen mit ATV gewaschen und 1:2 gesplittet. Die 

Zellen wurden in einer neuen Kavität auf der 6-well-Platte und in einer einzelnen Schale mit 3,5 

cm Ø ausgesät und für weitere 48 h bei 37 °C inkubiert. Sowohl der ZKÜ aus der 6-well-Platte als 

auch aus der Schale wurden bei �t 20 °C bis zur weiteren Vermehrung (s. a. 3.2.3.1) gelagert. Die 

Zellen in der 6-well-Platte wurden fixiert und der Virusnachweis mittels indirekter 

Immunfluoreszenz (IF) unter Verwendung des mak-NDV-HN10 (Werner et al., 1999) und einem 

Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelten Sekundär-AK, der spezifisch an Maus-IgGs bindet, 

geführt (s. a. 3.2.4.1).  

 

 Immunfluoreszenz und Mikroskopie 

3.2.4.1 Standard-Immunfluoreszenztest 

Der klassische IF-Test, der auf einer spezifischen Antigen-AK-Reaktion beruht, wurde genutzt, 

um die Entstehung rekombinanter Viren nach der Transfektion (s. a. 3.2.3.6) und die 

Vermehrung von Viren in geernteter Allantoisflüssigkeit (s. a. 3.2.3.1) zu überprüfen oder 

Virustiter (s. a. 3.2.3.3) zu bestimmen. Auch die Expression ausgewählter Proteine nach Infektion 

oder Transfektion einer Zellkultur wurde auf diese Weise nachgewiesen. 

Der Überstand infizierter Zellen wurde für den IF-Test abgenommen, die Zellen mit 1x PBS 

gewaschen und für 15 min mit einem Aceton-Methanol-Gemisch (1:1) bei RT inkubiert. Diese 

Fixierlösung wurde anschließend verworfen und die Platte an der Luft getrocknet. Nach 

potenzieller Zwischenlagerung bei 4 °C erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1x PBS und die 

anschließende Inkubation mit dem Primär-AK für 1 h bei RT. Nach drei je 5-minütigen 

Waschschritten mit 1x PBS folgte die Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten 

Sekundär-AK, der spezifisch an das IgG der Tier-Spezies bindet, aus welcher der Primär-AK 

stammt. Zur Verdünnung des Sekundär-AK wurde 0,1 % Evans Blue (1:100), ein Azofarbstoff, der 

die permeabilisierten Zellmembranen durchdringt und das Zytoplasma und den Zellkern 

einfärbt, hinzugegeben. Nach weiteren zwei Waschschritten mit 1x PBS und 1 x mit A. dest. 

wurden die Zellen zur Fluoreszenzerhaltung mit 1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)�t 

haltigem Eindeckmedium überschichtet. Alle AK wurden in 1x PBS verdünnt. 

 

3.2.4.2 Konfokale Mikroskopie 

Um Präparate für die konfokale Mikroskopie herzustellen, wurden QM9-Zellen einen Tag vor 

Infektion bzw. Transfektion mit einer definierten Zellzahl in 12- (80 000 Zellen) oder 24-well-

Kulturplatten (120 000 Zellen) ausgesät, wobei sich in jeder Kavität ein steriles, rundes 

Deckgläschen befand.  
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Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 5,0, die Transfektion mit 1,0 µg eines 

Expressionsplasmides (12-well-Platte) unter Nutzung des LF2000 Kits (s. a. 3.2.2.1). Das Medium 

wurde vor Fixierung der Zellen entfernt und diese für 10 min mit 3,7 % Formaldehyd in 1x PBS 

bei RT fixiert. Im Anschluss erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mit 0,1 % Triton X-100 in    

1x PBS für 5 min bei RT und eine Inkubation der Zellen in 5 % Albumin Fraktion V (bovine serum 

albumin, BSA), gelöst in 1x PBS, für mind. 45 min, um unspezifische Bindungsstellen zu 

blockieren. Danach wurden die Deckgläser mit dem Primär-AK für 1h bei RT in einer feuchten 

Kammer, bestehend aus einer Petrischale ausgelegt mit feuchtem Zellstoff und Parafilm, 

inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Deckgläser in 5 % BSA schloss sich die mind. 45-

minütige Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundär-AK an. Die 

Deckgläser wurden erneut mit 5 % BSA (zweimal) und A. dest. (einmal) gewaschen und von 

überschüssiger Feuchtigkeit befreit. Abschließend wurden 5 µl Mowiol (zuvor auf 50 °C erhitzt) 

auf einen Objektträger pipettiert, das Deckglas mit der Zellseite nach unten auf diesen gelegt 

und mit Nagellack fixiert. Alle AK wurden in 5 % BSA verdünnt eingesetzt. 

Für die Aufnahme konfokaler Bilder wurde das Deckglas mit Immersionsöl benetzt, in die 

vorgesehene Vorrichtung am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop TCS SP5 (Leica) eingespannt 

und ein 63x Immersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,4 genutzt. Die 

Fluorophore, die an die Sekundär-AK gekoppelt sind, wurden bei einer definierten Wellenlänge 

durch den Laser angeregt und die entstehenden Fluoreszenzsignale über einen bestimmen 

Wellenlängenbereich detektiert (Tabelle 38). Die verwendete Laserleistung variierte zwischen 

unterschiedlichen Experimenten in Abhängigkeit von der Probe und dem Erfolg der Färbung. 

Bilder wurden in den Formaten 1 024 x 1 024 oder 2 048 x 2 048 mit einer Geschwindigkeit von 

400 Hz und einem ´Line average´ von 4 aufgenommen. In Z-Richtung wurden 15 bis 16 Bilder mit 

einer `z-step size´ von 0,29 µm festgehalten. 

 

Tabelle 38: Anregungs- und Emissionswellenlängen einzelner Fluoreszenzfarbstoffe 
Fluorophore-Bezeichnung Anregungswellenlänge in nm Emissionswellenlänge in nm 
Alexa488 488 525 
Alexa568 561 603 
mCherry 561 610 
GFP 488 509  

 

3.2.4.3 Bearbeitung konfokaler Bilder und Erstellung von Plot Profilen 

Für die weitere Analyse der aufgenommenen konfokalen Bilder wurden diese mit Hilfe der 

ImageJ Software bearbeitet. Die einzelnen Aufnahmen der z-Ebene wurden durch Maximum-

Projektion vereint und die einzelnen Farbkanäle separiert. Kontrast und Helligkeit der einzelnen 
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Farbkanäle wurden zwischen den verschiedenen Aufnahmen eines Experimentes in gleicher 

Weise variiert. Zwei oder mehrere Farbkanäle wurden übereinander gelagert. 

Zur Erstellung von Fluoreszenz-Plot Profilen wurde eine Aufnahme mittig des akquirierten Z-

Stapels ausgewählt, in der die Zelle in maximaler Ausdehnung erkennbar war. Entlang einer etwa 

70 microns (entspricht 70 µm) langen Linie wurden die Signalstärken pro Pixel ermittelt und in 

Excel importiert. Jeder 6. von rund 1 200 Werten wurde und zur Erstellung des endgültigen 

Fluoreszenz-Plot Profiles genutzt. 

 

3.2.4.4 Elektronenmikroskopie 

Gereinigte Viruspartikel wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie analysiert. Hierfür wurden 

20 µl der Viruslösung, und aller folgenden Lösungen, auf einen Parafilmstreifen getropft und ein 

Formvar-beschichtetes Nickelgitter mit der Beschichtung nach unten darauf platziert. Nach       

10-minütiger Adsorption wurde das Nickelgitter mit den gebundenen Viruspartikeln in 1x PBS 

(zweimal) und A. dest. (einmal) gespült. Anschließend wurde das Gitter in eine 2,5%ige Glutar-

aldehydlösung überführt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.  

Für die Immunmarkierung gereinigter Virionen erfolgte nach Adsorption dieser und Spülung in 

1x PBS eine Inkubation für viermal 3 min in 1 % BSA, gelöst in 1x PBS. Anschließend folgte die 

Markierung mit dem Primär-AK für 45 min bei RT und 5 Waschschritte für je 3 min mit 1x PBS 

und zweifaches, kurzes Spülen in 1x PBS. Eine ebenfalls 45-minütige Inkubation bei RT mit dem 

Gold (10 nm)-konjugierten Sekundär-AK schloss sich an, gefolgt von je drei 3-minütigen 

Waschschritten mit 1x BSA und 1x PBS, sowie kurzem Spülen mit A. dest. Daraufhin wurde das 

Gitter in die 2,5%ige Glutaraldehydlösung überführt. Eine Doppelmarkierung war möglich, wenn 

die Zielproteine durch Primär-AK aus unterschiedlichen Spezies erkannt wurden. In diesem Fall 

wurden Sekundär-AK mit unterschiedlich großen (5 nm, 10 nm) konjugierten Goldpartikeln 

genutzt. Alle AK wurden in 1x BSA verdünnt und, wie alle verwendeten Pufferlösungen, direkt 

vor der Nutzung für 10 min bei 13 800 rpm zentrifugiert. 

Im Labor Dr. Franzke, FLI, Insel Riems, wurden die Nickelgitter für eine Negativkontrastierung 

mit 1%iger Wolframatophosphorsäure (pH 6.0) inkubiert, getrocknet und mit einem Tecnai-

Spirit Transmissionselektronenmikroskop bei einer Kathodenspannung von 80 kV analysiert.  

 

 Proteinbiochemische Methoden 

3.2.5.1 Herstellung von Lysaten für eine SDS-PAGE  

Infizierte, transfizierte oder unbehandelte Zellen (Negativkontrolle) wurden nach einer 

definierten Zeit vom Boden des Zellkulturgefäßes mittels Zellschaber abgelöst, in 1x PBS 
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aufgenommen und in ein geeignetes Reaktionsgefäß überführt. Nach Pelletieren der Zellen bei 

13 000 rpm für 5 min wurden diese erneut mit 1x PBS gewaschen, zentrifugiert und in einer 

geeigneten Menge 1x RotiLoad-Ladepuffer aufgenommen (Tabelle 39). Nach 5-minütiger 

Inkubation der Proben bei 95 °C und Zentrifugation für 5 min bei 13 000 rpm wurden die Lysate 

in der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) (s. a. 3.2.5.2) elektro-

phoretisch aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. Das anionische 

Detergenz Natriumdodecylsufat (sodium dodecyl sulfate, SDS) das im Ladepuffer enthalten ist, 

maskiert hierbei die Eigenladung der Proteine, wobei es zu einer Mizellbildung kommt und ein 

konstantes Verhältnis von negativer Ladung und Masseeinheit erreicht wird. Das zusätzlich im 

Ladepuffer enthaltene ß-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbrücken. 

 

Tabelle 39: Verwendete RotiLoad-Ladepuffer-Volumina in Abhängigkeit von der Zellzahl 
Zellkulturmaßstab Angenommene 

Zellzahl 
Volumen Ladepuffer 
in µl 

Resultierende Zellzahl 
pro 10 µl 

T25cm2 0,7 * 106  100 0,28 * 105 
6-well 0,3 * 106   50 0,24 * 105 
24-well 0,5 * 105   20 0,10 * 105 

 

3.2.5.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 

Die SDS-PAGE dient der eindimensionalen Auftrennung von Proteinen im elektrischen Feld 

ausgehend von ihrem molekularen Gewicht. Die Auftrennung erfolgt in Abhängigkeit von der 

angelegten Spannung, dem Molekulargewicht und der Acrylamidkonzentration im Trenngel. Der 

Anteil Acrylamid bestimmt die Porengröße, die die Proteine passieren müssen. Es wurden Gele 

mit einem niedrigeren Prozentsatz Acrylamid im Sammelgel (4,5 %) und einem höher-

prozentigen Trenngel (8 % oder 10,4 %) hergestellt (Tabelle 40).  

Die exakte Zusammensetzung der jeweiligen Gele ist in Tabelle 40 angegeben. Von den zuvor 

hergestellten Lysaten (s. a. 3.2.5.1) wurden 10 µl in die Geltaschen pipettiert und die Proben 

unter Verwendung von 1x SDS-Laufpuffer für 40 min bei 200 V aufgetrennt. Als Größenstandard 

wurde der Prestained Pageruler mitgeführt. Dieser ist vorgefärbt und nach dem Blotten auf der 

Nitrozellulosemembran sichtbar. Nach erfolgter Auftrennung wurde das SDS-Gel für eine 

Coomassie-Färbung oder eine Western Blot (WB)-Analyse verwendet. 
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Tabelle 40: Zusammensetzung der SDS-Trenn- und Sammelgele 
Komponente Trenngel 8%ig Trenngel 10,4%ig Sammelgel 

4,5%ig 
Sammel-/Trenngelpuffer    2,50 ml   2,50 ml   1,0 ml 
A. dest.   4,83 ml   4,02 ml   2,4 ml 
Acrylamid (37,5:1)   2,67 ml   3,48 ml   0,6 ml 
TEMED 10,00 µl 10,00 µl   5,0 µl 
APS (10%ig) 50,00 µl 50,00 µl 25,0 µl 
Volumen pro Gel ~ 4,5 ml ~ 4,5 ml ~ 1,3 ml 

 

3.2.5.3 Western Blot und immunologische Detektion 

Die Übertragung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine 

Nitrozellulosemembran erfolgte mit Hilfe des Semidry-Blot-Gerätes. Drei Lagen Filterpapier, 

eine Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und weitere drei Lagen Filterpapier in angegebener 

Reihenfolge wurden dazu in 1x Transferpuffer äquilibriert, blasenfrei auf die Kathode 

geschichtet und die Anode obenauf platziert. Die für 1 h angelegte Spannung von 25 V führte 

dazu, dass die Proteine aus dem SDS-Gel in Richtung des Pluspols auf die Membran wanderten. 

Nach dem Blotten wurde die Nitrozellulosemembran bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C in 

1x Tris-gepufferte Kochsalzlösung (Tris-buffered saline, TBS)-Tween gelagert. 

Der immunologische Nachweis ausgewählter Proteine auf der Nitrozellulosemembran erfolgte 

nach Blockierung freier Bindungsstellen mit 5 % Magermilch in 1x TBS-Tween für 1 h bei RT auf 

einem Wippschüttler. Der Primär-AK, der sich gegen das Zielprotein richtet, wurde in 0,5 % 

Magermilch in 1x TBS-Tween verdünnt und die Membran darin für eine weitere Stunde bei RT 

inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit 1x TBS-Tween für je 5 min und eine einstündige 

Inkubation mit dem entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (POD) �tgekoppelten Sekundär-AK 

in 1x TBS-Tween für ca. 1 h. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die Inkubation der 

Membran mit einem Luminol-basierten Chemilumineszenzsubstrat zur Aktivierung der POD für 

1 min. Die POD katalysiert dabei die Oxidation von Lumiol zu 3-Amino-Phthalat, welches Licht 

durch Chemilumineszenz ausstrahlt. Zugesetzte verstärkende Substanzen führen zu einer 

erhöhten Signalausbeute. In einer Klarsichtfolie verpackt, konnte die Chemilumineszenz auf der 

Membran an einem ChemiDoc XRS detektiert werden.  

 

3.2.5.4 Mehrfachbeprobung einer Nitrocellulose 

Für den Nachweis eines weiteren Proteins mit einem anderen Primär-Antikörper (AK) gleicher 

Spezies wurde eine bereits zuvor beprobte Membran zweimal für 15 min mit einem Stripppuffer 

(Tabelle 9) auf einem Wippschüttler inkubiert. Durch den sauren pH von 2,0 kommt es zur 

Lösung der spezifischen Bindung von Primär- und Sekundär-AK von dem membrangebundenen 
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Zielprotein. Dabei ist mit Verlusten von gebundenen Proteinen zu rechnen. Anschließend wurde 

die Membran 10 min mit 1x TBS-Tween äquilibriert.  

Eine Alternative dazu bot die irreversible Inaktivierung der an den Sekundär-AK gekoppelten 

POD durch Zugabe eines Überschusses von Wasserstoffperoxid (H2O2) (Sennepin et al., 2009). 

Hierbei erfolgte keine ungewünschte Ablösung membrangebundener Proteine oder AK. Die 

Membran wurde dazu für 15 min bei 37 °C mit einer 30%igen H2O2-Lösung inkubiert und für 

weitere 10 min mit 1x TBS-Tween gewaschen, um für das erneute Detektionsverfahren 

eingesetzt werden zu können. Wurden bei der nächsten Detektion Sekundär-AK einer anderen 

Zielspezies als zuvor verwendet, wurde der Blot mit diesen zunächst für 30 min inkubiert und 

die H2O2-Behandlung wiederholt, um unspezifische Bindungen zu minimieren.  

 

3.2.5.5 Coomassie-Brillant-Blau-Färbung 

Im Anschluss an eine SDS-PAGE (s. a. 3.2.5.2) ermöglicht eine Färbung mit Coomassie-Brillant-

Blau, einem Triphenylmethanfarbstoff, alle aufgetrennten Proteine sichtbar zu machen. Das 

SDS-Gel wurde dafür etwa 2 h in der Färbelösung unter Schwenken bei RT inkubiert, wobei sich 

der Farbstoff an die basischen Seitenketten der AS anlagerte. Nach Waschen des Gels mit A. 

dest. wurde dieses bei RT in Entfärberlösung inkubiert, welche mehrmals gewechselt wurde, bis 

der Hintergrund vollständig entfärbt war. Das Polyacrylamidgel wurde in eine Klarsichtfolie 

verpackt, auf einen Leuchttisch gelegt und mit Hilfe einer Digitalkamera dokumentiert. 

 

3.2.5.6 Proteinkonzentrationsbestimmung 

Der Proteingehalt von Lösungen gereinigter Vironen in 1x TEN wurden mit Hilfe des NanoDrop 

bei einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt und gegen den Leerwert von 1x TEN-Puffer 

gemessen. 

 

 Immunologische Methoden 

3.2.6.1 IFN signaling Assay 

In 12-well Zellkulturplatten wurden Zellen so ausgesät, dass sie am Folgetag zu 40 �t 60 % 

konfluent waren. Die Transfektion der Zellen erfolgte in Duplikaten mit dem TransIT-LT Kit 

(HEK293T, A549) oder LF3000 Kit (CEF, LMH, DF-1). Jedem Transfektionsansatz wurde eine 

definierte Menge des Reporterplasmides pISRE-FF und des Plasmides phrLuc hinzugegeben, 

welches der Kontrolle der Transfektionseffizienz diente (Tabelle 41). Als Negativkontrolle 

wurden 1 000 ng des Leervektors pCAGGS genutzt. Die Zugabe von 100 ng pCAGGS-VP24 

fungierte als Positivkontrolle. Ausgewählte Expressionsplasmide wurden in unterschiedlichen 
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Konzentrationen zu den Transfektionsansätzen gegeben, um den Einfluss der darauf kodierten 

Proteine in dem Assay zu testen. Gesamtmengen der zu transfizierenden DNA wurden mit 

entsprechenden Mengen des pCAGGS-Leervektors ausgeglichen. 

 

Tabelle 41: Transfektionsschema für den IFN signaling Assay 
Zelllinie Negativkontrolle Positivkontrolle Test-Protein 
HEK293T, 
A549 

pISRE-FF (250 ng) 
phrLuc (50 ng) 
 
pCAGGS (1 000 ng) 

pISRE-FF (250 ng) 
phrLuc (50 ng) 
pCAGGS-VP24 (100 ng) 
pCAGGS (900 ng) 

pISRE-FF (250 ng) 
phrLuc (50 ng) 
pCAGGS-X (X ng) 
pCAGGS (ad 1 300 ng DNA) 

CEF, LMH, 
DF-1 

pISRE-FF (2 000 ng) 
phrLuc (50 ng) 
 
pCAGGS (1 000 ng) 

pISRE-FF (2 000 ng) 
phrLuc (50 ng) 
pCAGGS-VP24 (100 ng) 
pCAGGS (900 ng) 

pISRE-FF (2 000 ng) 
phrLuc (50 ng) 
pCAGGS-X (X ng) 
pCAGGS (ad 2 050 ng DNA) 

 

Nach Transfektion der Zellen und Inkubation dieser für 24 h bei 37 °C oder 39 °C (DF-1) erfolgte 

die Stimulation einer Hälfte des Probensatzes mit humanem IFN-�t���~�í 000 u/ml) oder Hühner-

IFN-�r���~�ñ 000 u/ml). Dafür wurde das Transfektionsmedium vollständig abgenommen und je 1 ml 

der entsprechenden IFN-Verdünnung pro Kavität pipettiert. Die nicht-stimulierte zweite 

Probenhälfte wurde mit frischem Medium ohne IFN-Zusatz versehen. Nach 8-stündiger 

Stimulation der Zellen bei 37 °C oder 39 °C (DF-1) wurde erneut das Medium entfernt, 150 µl      

1 % Triton X-100 auf den Zellrasen pipettiert und die Zellkulturschale 10 min bei RT inkubiert. 

Die Zellen wurden durch Pipettieren resuspendiert, in ein Reaktionsgefäß überführt und für          

3 min bei 10 000 rpm pelletiert. Je 140 µl des Überstandes wurden bis zur weiteren Verwendung 

bei - 20 °C in einem frischen Reaktionsgefäß gelagert.  

Die Lumineszenzmessung erfolgte in weißen Mikrotiterplatten. Je 40 µl einer Probe wurde mit 

40 µl Renilla Glo Juice versetzt, um die Aktivität der exprimierten Renilla-Luziferase zu messen. 

Weitere 40 µl derselben Probe wurden mit 40 µl Beetle Juice vermischt, um die Aktivität der 

exprimierten Firefly-Luziferase zu bestimmen. Die Messung der Lumineszenzintensitäten 

erfolgte an einem Tecan Reader (HEK293T, A549) oder einem Tristar2 Multimode Reader (CEF, 

LMH, DF-1). Die erhaltenen Daten wurden in Excel importiert und analysiert. 

 

3.2.6.2 Generierung polyklonaler, monospezifischer Antiseren 

Zur Generierung polyklonaler, monospezifischer Antiseren gegen die W-Proteine der NDV-

Stämme Cl30 und Herts_I wurden mit Hilfe der Geneious Software und auf Basis der Algorithmen 

von Kolaskar and Tongaonkar (1990) antigene Regionen im C-terminalen, W-spezifischen Teil 

der Proteine vorhergesagt. Für die Voraussage der antigenen Tendenz einer AS werden dabei 

die Parameter Hydrophobizität, Flexibilität und Zugänglichkeit herangezogen, die bereits von 
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Parker et al. für die 20 proteinogenen AS bestimmt wurden (Parker et al., 1986), um die 

potenzielle Oberflächenlokalisation einer AS im Protein zu ermitteln. Zusätzlich wurden dabei 

empirisch ermittelte Daten zur Auftrittshäufigkeit eines AS-Types in antigenen Region zur 

potenzieller Oberflächenlokalisation ins Verhältnis gesetzt (Kolaskar and Tongaonkar, 1990). 

Pro Stamm wurden zwei Peptide bestimmt, die je zwei vorhergesagte antigene Regionen 

einschlossen. Diese Peptide wurden durch EMC microcollections (Tübingen) synthetisiert und 

waren über die Sulfhydrylgruppe eines Cysteins an ein Maleimido-Gruppen-verändertes 

Hämocyanin der Schlitzschnecke gekoppelt. Die lyophilisierten Peptide wurden in 2 ml A. dest. 

durch 10 s Ultraschallbehandlung gelöst. Je 200 µl der Peptidlösung wurden in neue Reaktions-

gefäße pipettiert, sodass pro Reaktionsgefäß 1 mg Peptid enthalten waren. Zu den Aliquots 

wurden je 50 µl A. dest., sowie 250 µl 1x PBS (pH 7,4) hinzugegeben, sodass sich ein 

Gesamtvolumen von 500 µl pro Reaktionsgefäß ergab. Die Peptidlösungen wurden bis zur 

weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert. 

Für die Immunisierung von Kaninchen (durchgeführt von der ATB, FLI) wurden zuerst 500 µl der 

jeweiligen Peptidlösung mit 500 µl komplettem Freundschen Adjuvant versetzt. Je 500 µl 

(entspricht 0,5 mg Peptid) wurden subkutan und intramuskulär injiziert. Nach je vier Wochen 

erfolgte eine Booster-Impfung mit 0,5 mg Peptid in inkomplettem Freundschen Adjuvant. 

Vor jeder Impfung bzw. vier Wochen nach der zweiten Booster-Impfung wurden Blutproben 

entnommen. Nach Ausbildung eines Blutkuchens und 10-minütiger Zentrifugation der Proben 

bei 3 000 rpm wurde das Serum abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. Das 

Serum wurde bei 56 °C für 30 min hitzeinaktiviert, aliquotiert und bei �t 20 °C gelagert. 

Die Reaktivität der erzeugten Seren und das Auftreten unspezifischer Kreuzreaktivitäten wurde 

mittels IF-TEST und WB nach Transfektion von QM9-Zellen mit Expressionsplasmiden 

untersucht. 

 

 Klonierungen 

3.2.7.1 Expressionsplasmide 

Expressionsplasmide kodierend für die V-Proteine der NDV Stämme Cl30, R75 und Herts_I 

wurden durch Mutagenese der Unterplasmide pCAGGSVPCl30, pCAGGSVPR75 bzw. 

pCAGGSVPHerts (Tabelle 19) mit Hilfe der Primer MPVCl30F und MPVCl30R (QuikChange 

Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit), MPVR75F/R (QuikChange® II XL Site-Directed 

Mutagenesis Kit) bzw. MPVHIF/R (QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit) hergestellt. 

Die erhaltenen Expressionsplasmide pCAGGS_VmutCl30, pCAGGS_VmutR75 und 
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pCAGGS_VmutHerts wurden zur Überprüfung mit den Primern PCl30P270F und PCl30P546R (NDV 

Cl30), PR75_2119F (NDV R75/98) bzw. PHerIP380F und PHerIP663R (NDV Herts_I) sequenziert. 

Die Unterplasmide pCAGGSV_WmutCl30 und pCAGGSV_WmutHerts wurden durch Mutagenese 

der Plasmide pCAGGS_VmutCl30 (QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit) und 

pCAGGS_VmutHerts (QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit) mit den Primern 

MPWF/R (NDV Cl30) und MPWHIF/R (NDV Herts_I) generiert. Die erfolgreiche Mutagenese 

wurden mit den Primern PCl30P270F (NDV Cl30) oder PHerIP380F und PHerIP663R (NDV 

Herts_I) verifiziert. 

Zur Generierung von Expressionsplasmiden für die NDV Cl30 bzw. Herts_I W-Proteine wurde der 

entsprechende ORF mit Hilfe der in Tabelle 42 angegebenen Primer und Templates unter 

Nutzung des Expand High Fidelity PCR Systems (s. a. 3.2.2.11) amplifiziert, mit dem Vektor 

pGEM-Teasy ligiert und die Ligation nach Transformation und Mini-Präp mittels Sequenzierung 

(M13F, M13R) überprüft. Danach folgte ein Verdau der pGEM-Teasy-Konstrukte mit den 

Restriktionsendonukleasen EcoRI und NheI, die Elution der entsprechenden Fragmente und die 

Ligation mit dem ebenso vorbehandelten pCAGGS-Vektor. Die resultierenden Expressions-

plasmide pCAGGS_WmutCl30 bzw. pCAGGS_WmutHerts wurden zur Kontrolle mit den in        

Tabelle 42 gelisteten Primern sequenziert. 

Die Herstellung von Expressionsplasmiden kodierend für die NDV Cl30 Proteine NP, P, PCl30 1-133, 

sowie das NDV Herts_I und das NDV R75/98 P-Protein erfolgte nach demselben Schema. 

 

Tabelle 42: Verwendete Primer und Templates zur Klonierung und Sequenzierung von 
pCAGGS-Expressionsplasmiden 

Expressionsplasmid Amplifikationsprimer Template Sequenzierprimer 

pCAGGS_WmutCl30 PVCl30HiEcoRIF, 
PWCl30NheR 

pCAGGSV_WmutCl30 PPHosF, PPHosR 

pCAGGS_WmutHerts PVCl30HiEcoRIF, 
PWHiNheR 

pCAGGSV_WmutHerts PHerIP380F, 
MPWHIR 

pCAGGS_PCl30 1-133 PVCl30HiEcoRIF,  
P1-133NheR 

pCiteP PCl30P270F, 
PPHosR 

pCAGGS_PCl30 PVCl30HiEcoRF, 
PP30NheR 

pNDV P1B1F, MP2368F, 
PR75P675R 

pCAGGS_PR75 PVR75EcoRIF, PPR75R prR75-MluI PR75P395F, 
PN2472R 

pCAGGS_PHerts PVCl30HiEcoRF, 
PPHerINheR 

pGuPHerts P1B1F, PHerIP380F, 
PHerIP633R 

pCAGGS_NPCl30 PNPEcoRIF, PNPNheIR pNDV PNP7FW, P736wR 
pCAGGS_MCl30 PMEcoRIF, PMNheIR pNDV PMAT4f, PU3823R 
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3.2.7.2 Expressionsplasmide mit NLS-Mutation und/ oder mCherry-Tag 

Für die Mutation der NLS-kodierenden Sequenz im W-ORF wurde die kodierende Sequenz für 

ein synthetisches Peptid generiert (s. a. 11.7) und in den EcoRI-NheI-gespaltenen pCAGGS-

Leervektor ligiert. Die Insertion und NLS-Mutation im resultierenden Plasmid pCAGGS_W-NLSmut 

wurde durch Sequenzierung mit dem Primer PCl30P270F bestätigt. 

W-Protein Expressionsplasmide mit mCherry-Tag wurden nach Restriktionsendonukleaseverdau 

der Plasmide pCAGGS_WmutCl30 bzw. pCAGGS_W-NLSmut und pGemCherry-WMlu mit MscI und 

PasI durch Elution der entsprechenden Fragmente und Ligation dieser generiert. Die Plasmide 

pCAGGS-mCherryW-NLSmut bzw. pCAGGS_mCherryWmutCl30 wurden mit Hilfe der Primer 

Pche294F, Pche387R und PCl30P270F (W-NLSmut) bzw. Pche294F, Pche387R und P_P2032F 

(WmutCl30) sequenziert.  

 

3.2.7.3 Volllängenplasmide 

3.2.7.3.1 pNDVW-NLSmut 

Zur Generierung des Volllängenplasmides pNDVW-NLSmut, das eine NLS-Mutation im W-ORF 

kodiert, wurde die ApaI-NotI-Genregion (als PedF bezeichnet) aus dem Volllängenplasmid pNDV 

herausgespalten, eluiert und in den ebenso vorbehandelten Vektor puc2007 ligiert. Das 

resultierende Plasmid pucPedF wurde durch Sequenzierung (P_P2689R und PX15542_R) auf die 

korrekte Insertion überprüft. Zudem wurde das Expressionsplasmid pCAGGS_W-NLSmut mit den 

Enzymen ApaI und AleI gespalten, das Fragment mit der mutierten NLS-kodierenden Region 

eluiert und nach entsprechendem Verdau des Plasmides pucPedF in dieses ligiert. Das erhaltene 

Plasmid pucPed-W-NLSmut wurde sequenziell (P_P2689R) überprüft und ApaI-NotI-verdaut. Die 

Genregion PedW-NLSmut wurde nach Elution in das zuvor dephosphorylierte, eluierte Plasmid 

pNDV ligiert. Das resultierende Volllängenplasmid pNDVW-NLSmut wurde mit dem Primer 

PCl30P270F und P1433F überprüft. 

 

3.2.7.3.2 pNDVPdedVded und pNDVWstop 

Nach Mutagenese des Plasmides Guvk3 mit dem Primer MPded2PF (QuikChange Lightning Multi 

Site-Directed Mutagenesis Kit), zur Einführung eine 6 Nt-umfassenden Deletion in der P-Gen-

Editierungsstellensequenz und Kontrolle des resultierenden Plasmides durch Sequenzierung 

(PCl30P270F und PN2472R) wurde dieses mit den Restriktionsenzymen ApaI und AatII 

gespalten. Das P-Gen-Fragment mit deletierter Editierungsstelle wurde in den Vektor dedGu5 

überführt, nachdem dieser entsprechend verdaut, dephosphoryliert und eluiert wurde. Eine 
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Sequenzierung (PN56F und PN2472R) bestätigte die korrekte Insertion in das resultierende 

Volllängengenom pNDVPded.  

Das Plasmid pGemVMlu wurde unter Verwendung des Primers MPdedVF (QuikChange Lightning 

Multi Site-Directed Mutagenesis Kit) mutiert, um eine 6 Nt-umfassenden Deletion in der V-Gen-

Editierungsstellensequenz zu erzielen. Der Erfolg der Mutation wurde durch Sequenzierung 

(PCl30P270F und PN2472R) bestätigt. Es folgte die Spaltung der Plasmide pGemVdedMlu und 

pNDVPded mit dem Restriktionsenzym MluI, die Dephosphorylierung des Volllängenplasmides 

und die Elution des Inserts VdedMlu, welches im Folgenden mit dem Volllängenplasmid ligiert 

wurde. Die korrekte Insertion in das Plasmid pNDVPdedVded wurde mittels Sequenzierung 

(PCl30P270F, P1B5F, P3430R bzw. P3430R) überprüft.  

Das Volllängenplasmid pNDVWstop wurde durch Mutagenese (QuikChange Lightning Multi Site-

Directed Mutagenesis Kit) des Plasmides Guvk3 mit dem Primer MP_P_Wst generiert. Das 

resultierende Plasmid Guvk3Wstop, welches ein Stoppkodon im W-ORF hinter der P-Gen-

Editierungsstellensequenz trägt, wurde sequenziell (PCl30P270F bzw. PN2472R) überprüft, das 

korrekte Plasmid mit den Restriktionsendonukleasen AatII und RsrII gespalten und das Insert 

Wstop eluiert. Parallel erfolgte die Spaltung des Volllängenplasmides pNDV mit denselben 

Enzymen, anschließender Dephosphorylierung und Elution des Vektors. Das Insert Wstop wurde 

mit dem Volllängenplasmid ligiert und das resultierende Volllängenplasmid pNDVWstop durch 

Sequenzierung (PN2472R, PN56F und P1B1F) auf die erwartete Nt-Sequenz überprüft.  

 

3.2.7.3.3 pNDVF1PdedVded und pNDVF1Wstop 

Für die Klonierung der Volllängenplasmide pNDVF1PdedVded und pNDVF1Wstop, welche sich 

durch die Kodierung einer pb F-Spaltstelle auszeichnen, wurden die Plasmide pNDVPdedVded 

und pNDVWstop (s. a. 3.2.7.3.2) in je einem Spaltansatz mit den Restriktionsendonukleasen 

AatII und PmlI verdaut. Die Fragmente Pdedvded bzw. Wstop wurden eluiert und nach 

Dephosphorylierung und Elution in das gleichartig gespaltene Volllängenplasmid pNDVF1 ligiert. 

Die korrekte Insertion der Fragmente wurde mit den Primern P1433F, PNP5F und New3334R 

(pNDVF1PdedVded) bzw. P_P2032F und P1433F (pNDVF1Wstop) in einer Sequenzierreaktion 

überprüft.  

 

3.2.7.3.4 dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts 

Durch die Amplifikation der DNA-Fragmente VmutR75 und VmutHerts aus den Expressions-

plasmiden pCAGGS_VmutR75 bzw. pCAGGS_VmutHerts mit den Primern PPVR75F/R bzw. 

PPVHerIF/R (Expand high fidelity PCR Syteme) wurden diesen 5´- und 3´-NCRs angehangen. Die 
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Fragmente wurden nach Elution jeweils in das Plasmid pGEM-Teasy ligiert und die resultierende 

Plasmide pGEM_VmutR75+NCR bzw. pGEM_VmutHerts+NCR durch Sequenzierung (M13F, M13R) 

überprüft. Es folgte die Herstellung von Megaprimern mittels Phusion-PCR, wobei erneut die 

Primer PPVR75F/R bzw. PPVHerIF/R und die neu generierten intermediären Plasmide verwendet 

wurden. Die Megaprimer wurden eluiert und in einer weiteren Phusion-PCR zusammen mit dem 

Vektor pGemVMlu verwendet. Nach Verdau der PCR-Ansätze mit DpnI und Transformation 

dieser in E. coli DH10B wurden die resultierenden Plasmide pGemVmutR75Mlu bzw. 

pGemVmutHertsMlu erneut mittels Sequenzierung (M13F, M13R) auf Korrektheit überprüft. 

Nachfolgend wurde das Volllängenplasmid dedGu5, ebenso wie die Plasmide pGemVmutR75Mlu 

bzw. pGemVmutHertsMlu mit der Restriktionsendonuklease MluI gespalten, der Vektor dedGu5 

dephosphoryliert und der Vektor sowie die Fragmente VmutR75Mlu bzw. VmutHertsMlu eluiert. 

Nach Ligation des Volllängenplasmides mit je einem der Inserts wurden die Volllängenplasmide 

dedGu5VmutR75 bzw. dedGu5VmutHerts mittels Sequenzierung mit den Primern P1B5F, 

P3015F und P3430R auf korrekte Ligation überprüft.
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4 ���Œ�P�����v�]�•�•�� 

4.1 W-Protein des NDV 

  Nachweis NDV W-Protein spezifischer Peptide 

Die P-Gen-Editierung und daraus folgende Transkription einer mRNA für das 

hypothetische W-Protein wurde bereits für den lentogenen NDV-Stamm Ulster 

nachgewiesen (Steward et al., 1993). Ein Vergleich von 255 NDV P-Gen-Sequenzen               

(s. a. 11.5) weiterer NDV-Stämme aus der NCBI Datenbank, die für einen 1 188 Nt langen 

P-Gen-ORF kodieren, zeigte, dass W-Proteine nach simuliertem Einschub zweier nicht-

kodierter Guanin-Nt in die Sequenz der P-Gen-Editierungsstelle, unabhängig von der 

Virulenz des entsprechenden NDV-Stammes, voraussagbar waren (Tabelle 43). Sowohl 

weitere lentogene Stämme wie z. B. NDV Cl30, als auch mesogene Stämme wie z. B. NDV 

Mukteswar und velogene Stämme wie u. a. NDV Herts_I kodieren für ein hypothetisches 

W-Protein. Die Längen der vorausgesagten W-Proteine variierten von 135 AS - 227 AS. 

Ein 137 AS langes W-Protein wurde z. B. für NDV R75/98 bestimmt, bei welchem hinter 

der P-Gen-Editierungsstelle nur zwei W-Protein spezifische AS kodiert werden, bevor ein 

Stoppkodon folgt. W-Proteine konnten unabhängig vom Genotyp der Klasse II NDV 

vorausgesagt werden.
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Die Expression des bisher nur hypothetischen W-Proteins sollte im Rahmen dieser Arbeit 

exemplarisch für das lentogene NDV Cl30 und das velogene NDV Herts_I (s. a. 11.4) 

untersucht werden. Für diese NDV-Stämme konnte jeweils ein W-Protein mit einer 

Gesamtlänge von 179 AS und einer W-spezifischen Sequenz von 44 AS abgeleitet werden 

(Tabelle 43). Diese Länge sollte eine spezifische Detektion des C-Terminus ermöglichen. 

 

Um erste Hinweise auf die Existenz des angenommenen W-Proteins zu erhalten, wurden 

gereinigte Virionen der NDV-Stämme Cl30 und Herts_I massenspektrometrisch 

untersucht. Dafür wurden die Virionen aus Allantoisflüssigkeit über CsCl-Dichte-

gradientenzentrifugation gereinigt und 2,5 µg (NDV Herts_I) bzw. 3,3 µg (NDV Cl30) 

Gesamtprotein mit Trypsin verdaut. Eine Analyse der erhaltenen Peptide mittels       

nano-LC MALDI-TOF/TOF (Labor für Biochemie und Proteomik des FLI) führte zur 

Identifizierung von Peptiden, die spezifisch für den eindeutigen C-terminalen Teil           

(AS 135 �t 179) des W-Proteins des NDV Herts_I waren (Abbildung 8). Peptide, die 

spezifisch für das NDV Cl30 W-Protein sind, konnten in dieser ersten Analyse nicht 

nachgewiesen werden. 

 

Abbildung 8:  Identifikation spezifischer Peptide im C-terminalen Bereich des NDV Herts_I W-
Proteins 

 Schematische Darstellung der identifizierten Peptide nach massenspektrometrischer Analyse CsCl-
gereinigter Virionen des NDV Herts_I mit Hilfe eines nano-LC MALDI-TOF/TOF. Die AS-Sequenz des 
Herts_I W-Proteins ist als Referenz angegeben. Graue und schwarze Balken repräsentieren 
identifizierte Peptide. Rote Markierungen entsprechen einzelnen, durch Fragmentierung der 
Peptide nachgewiesenen AS. Gelb hinterlegte AS-Sequenzen kennzeichnen eine potenzielle 
Glykosylierungsstelle (NXS/NXT). 
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 Herstellung und Charakterisierung von Peptidseren, spezifisch für 

das NDV W-Protein 

Nach dem ersten Hinweis auf die Existenz des W-Proteins bei NDV mittels 

Massenspektrometrie sollten Peptidseren spezifisch für das NDV Herts_I und das NDV 

Cl30 W-Protein generiert werden, um eine weitergehende Untersuchung der Proteine 

durch vereinfachte Detektion zu ermöglichen.  

Peptidseren und Peptid-AK werden auf Grundlage von synthetisch generierten 

Peptiden, die an geeignete Trägermoleküle gekoppelt sind, generiert. Dazu wurden mit 

Hilfe der Geneious Software und auf Basis des Algorithmus von Kolaskar und 

Tongaonkar, der eine Genauigkeit von 75 % aufweist (Kolaskar & Tongaonkar, 1990), 

antigene Regionen im jeweiligen C-terminalen Bereich des W-Leserahmens 

vorhergesagt. Diese antigenen Regionen wurden für die Ableitung von Peptiden, die je 

zwei dieser antigenen Regionen beinhalteten, genutzt (Abbildung 9). 

 

 

Abbildung 9:  Vorhersage antigener Regionen im spezifischen C-terminalen Teil der NDV Cl30 
und NDV Herts_I W-Proteine und Definition von je zwei Peptiden für die 
Herstellung spezifischer Seren 

 Schematische Darstellung vorhergesagter antigener Regionen (graue Pfeile) im C-terminalen Teil 
(AS 135 - 179) des NDV Cl30 und NDV Herts_I W-Proteins. Zwei Sequenzregionen, die je zwei 
antigene Regionen beinhalteten, wurden für die Herstellung der jeweiligen synthetischen Peptide 1 
und 2 (1-schraffierte Pfeile, 2-schwarze Pfeile) definiert. 

 

Die ausgewählten Peptide wurden synthetisch hergestellt (s. a. 3.2.6.2), für die 

Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (Abteilung für experimentelle Tierhaltung und 

Biosicherheit des FLI) und die gewonnenen Serumproben auf ihre spezifische Reaktivität 

überprüft.  

Plasmide, die den W-ORF von NDV Cl30 (pCAGGS_WmutCl30) bzw. NDV Herts_I 

(pCAGGS_WmutHerts) exprimieren, wurden hierfür durch QuikChange-Mutagenese          

(s. a. 3.2.7.1) des P-ORF generiert. Hierbei wurden zwei zusätzliche Guaninreste in die 

Editierungsstelle des P-Gens inseriert, wodurch sich der Leserahmen verschob 

Herts_I 
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(Abbildung 10A). Zusätzlich wurde die Poly-A-Sequenz in der Editierungsstelle durch 

Austausch eines Adenins durch ein Guanin mutiert, um unter Beibehaltung der AS-

Sequenz einer co-transkriptionellen mRNA-Editierung vorzubeugen. Expressions-

plasmide, die eine entsprechend mutierte Editierungsstelle aufwiesen, wurden im 

�&�}�o�P���v�����v���]�v���]�Z�Œ���Œ�������Ì���]���Z�v�µ�v�P���u�]�š�������u���•�µ�•���š�Ì���c�u�µ�š�^���P���l���v�v�Ì���]���Z�v���š�X��Die Expression 

der Proteine wurde nach Transfektion in QM9-Zellen und Gewinnung von Lysaten im 

WB mit dem Hyperimmunserum HIS-�r-NDV und einem Peroxidase-konjugierten 

Sekundär-AK analysiert. 

Die W-Proteine des NDV Cl30 und NDV Herts_I, die rein rechnerisch ein Molekular-

gewicht von rund 20 kDa besitzen, wurden bei einer Größe von rund 30 kDa (NDV Cl30) 

und rund 35 kDa (NDV Herts_I) nachgewiesen (Abbildung 10B).  

 

Abbildung 10:  Nachweis der Expression des W-Proteins nach Transfektion der 
Expressionskonstrukte pCAGGS_WmutCl30 und pCAGGS_WmutHerts 

 A) Schematische Darstellung der durch Mutagenese in die W-ORF Editierungsstelle eingeführten Nt-
Mutationen (fett geschrieben) und -Insertionen (unterstrichen) im Vergleich zu den NDV Cl30 und 
NDV Herts_I P-ORFs. Nt-Nummern beziehen sich auf den P-ORF, die Nt sind in mRNA-Sequenz 
dargestellt. B) WB-Analyse von QM9-Zelllysaten transfiziert mit pCAGGS_WmutCl30 (30 hpt) oder 
pCAGGS_WmutHerts (38 hpt) mit HIS-�r-NDV und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen IgG. 
Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Das Molekulargewicht der Markerproteine 
ist in kDa angegeben.  

 

Nach erfolgreicher Bestätigung der Expression der W-Proteine wurden die vier 

generierten W-spezifischen Seren anhand äquivalent transfizierter QM9-Zellen in der IF-

Färbung getestet. Nur mit jeweils dem Serum, das aus der Immunisierung mit Peptid 2 

hervorgegangen ist (Abbildung 9A, schwarzer Pfeil), wurden spezifische Signale erhalten 
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(Abbildung 11A, C). Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle und zeigten 

keine unspezifische Reaktion der Seren. Eine Kreuzreaktivität der positiv getesteten 

Seren mit dem W-Protein des jeweils anderen NDV-Stammes konnte zusätzlich in der IF 

ausgeschlossen werden.  

In einer nachfolgenden WB-Analyse wurden die reaktiven Peptidseren weiterhin 

überprüft. Beide Seren detektierten eine Bande in Höhe von ca. 30 kDa �t 35 kDa, die, 

wie nach Analyse mit HIS-�r-NDV (Abbildung 10B), den NDV Cl30 (Abbildung 11B) bzw. 

NDV Herts_I (Abbildung 11D) W-Proteinen zugeordnet werden konnte, während bei 

nicht transfizierten Zellen keine Bande nachweisbar war.  
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Abbildung 11:  Testung der W-spezifischen Peptidseren auf ihre Reaktivität mittels IF-Test 
und WB-Analyse  

 QM9-Zellen, transfiziert mit pCAGGS_WmutCl30 bzw. pCAGGS_WmutHerts, wurden 30 hpt fixiert (A, 
C) bzw. lysiert (B, D). Die Detektion der W-Proteine durch IF-Tests (A, C) erfolgte nach Inkubation 
mit den NDV Cl30 (A) bzw. NDV Herts_I (C) W-spezifischen Peptidseren 1 und 2, sowie 
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG. Die WB-Analyse (B, D) erfolgte nach Inkubation mit dem 
NDV Cl30 (B) oder NDV Herts_I (D) W-spezifischen Peptidserum 2 und Peroxidase-gekoppeltem 
Ziege-anti-Kaninchen IgG. Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Das 
Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.  

 

Mit Hilfe des bereits etablierten reversen genetischen Systems für NDV Cl30 wurden 

nachfolgend funktionelle Studien zum NDV Cl30 W-Protein durchgeführt, sodass sich die 

weitere Charakterisierung zur Reaktivität und Spezifizität auf das W-Cl30-spezifische 

�W���‰�š�]���•���Œ�µ�u���î�U�������•���]�u���&�}�o�P���v�����v�����o�•���r�t���o�ï�ì�������Ì���]���Z�v���š���Á�]�Œ��, konzentrierte.  
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Kreuzreaktivitäten mit anderen NDV Cl30 spezifischen Proteinen, welche im Kontext der 

Infektion exprimiert werden, wurden zuvor ausgeschlossen. Expressionsplasmide, die 

die ORFs der NDV Cl30 Proteine NP (pCAGGS_NPCl30), P (pCAGGS_PCl30) und V 

(pCAGGS_VmutCl30), sowie die N-terminalen 133 AS des P-Proteins (pCAGGS_PCl30 1-133) 

kodieren (s. a. 3.2.7.1), wurden hierfür kloniert und in QM9-Zellen transfiziert. Sowohl 

im IF-Test, als auch im WB �Á�µ�Œ������ ���]�v���� �Z�����l�š�]�}�v�� �����•�� �r�t���o�ï�ì-Serums mit den 

exprimierten Proteinen untersucht (Abbildung 12A, B). Während der Nachweis des W-

Proteins wie zuvor positiv war, konnten die anderen Proteine (P, V, P1-133, NP) 

erwartungsgemäß weder nach IF-Färbung noch im WB �u�]�š���r�t���o�ï�ì�������š���l�š�]���Œ�š���Á���Œ�����v�X��

Die erfolgreiche Transfektion der Plasmide und Expression der Proteine wurde mit Hilfe 

des HIS-�r-NDV bestätigt. 

 

Abbildung 12:  Spezifitätstest des Peptid�•���Œ�µ�u�•���r�t���o�ï�ì���]�v���/�&-Test und WB-Analyse 
 A) QM9-Zellen, transfiziert mit pCAGGS_WmutCl30, pCAGGS_VmutCl30, pCAGGS_PCl30, 

pCAGGS_PCl301-133 oder pCAGGS_NPCl30, wurden für eine IF-Färbung mit �r�t���o�ï�ì�� �µ�v����
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG 24 hpt fixiert. B) Lysate von, wie unter A) beschrieben, 
transfizierten QM9-Zellen wurden mittels WB-Analyse �u�]�š�� �����u�� �^���Œ�µ�u�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� �W���Œ�}�Æ�]�����•��-
gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG analysiert. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in 
kDa angegeben.  

 Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Die Expression der NDV-Proteine wurde 
durch Inkubation der fixierten Zellen (IF) und der Nitrozellulose (WB) mit HIS-�r-NDV kontrolliert. 
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 Nachweis des NDV Cl30 W-Proteins in infizierten Zellen und 

gereinigten Virionen 

�E�����Z�����Œ�(�}�o�P�Œ���]���Z���Œ���s���Œ�]�(�]�Ì�]���Œ�µ�v�P�������Œ���^�‰���Ì�]�(�]�š���š�� �����•�� �P���v���Œ�]���Œ�š���v�� �^���Œ�µ�u�•�� �r�t���o�ï�ì���Á�µ�Œ������

die Expression des W-Proteins nach Infektion von QM9-Zellen mit NDV Cl30 untersucht. 

Sowohl im IF-Test (Abbildung 13A), also auch im WB (Abbildung 13B) konnte 48 hpi und 

zu darauf folgenden Zeitpunkten die Expression des W-Proteins bestätigt werden.  

 

Abbildung 13:  Detektion des NDV Cl30 W-Proteins in infizierten QM9-Zellen  
 A) IF-Analyse 48 hpi fixierter, NDV Cl30-infizierter QM9-Zellen nach Inkubation mit HIS-�r-NDV bzw. 

�r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� ���o���Æ���&�o�}�µ�ŒTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG. B) WB mit Lysaten NDV Cl30-infizierter 
QM9-Zellen (MOI 1,0), gewonnen zu angegeben Zeitpunkten. Die Detektion erfolgt���� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì��
und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen IgG. Das Molekulargewicht der Markerproteine 
ist in kDa angegeben.  

 Nicht infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle.  

 
Für den Nachweis der Inkorporation des W-Proteins in das NDV-Partikel wurden 

Virionen des NDV-Stammes Cl30 aus infizierter Allantoisflüssigkeit mittels CsCl-

Dichtegradientenzentrifugation gereinigt (s. a. 3.2.3.5). Für eine WB-Untersuchung 

�µ�v�š���Œ�� �s���Œ�Á���v���µ�v�P�� �����•�� �r�t���o�ï�ì-Serums wurde eine Aliquot der konzentrierten 

Viruslösung mit 10 µg Gesamtproteingehalt in einem 10,4%igen SDS-Polyacrylamidgel 

aufgetrennt. Die W-spezifische 30 kDa-Bande konnte in gereinigten Virionen deutlich 

nachgewiesen werden (Abbildung 14A). Eine vom Labor für Elektronenmikroskopie des 

FLI durchgeführte elektronenmikroskopische Untersuchung bestätigte die Reinheit der 

Viruspartikelpräparation und die Abwesenheit vesikulärer, nicht viraler Strukturen 

(Abbildung 14B). 



E r g e b n i s s e  8 2  

 

Eine massenspektrometrische Untersuchung der detektierten 30 kDa Proteins sollte die 

Identität zusätzlich bestätigen. Im Labor für Biochemie und Proteomik (FLI) wurde 

hierfür eine Probe der gereinigten Virionen mit einem Gesamtproteingehalt von 25 µg 

über ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, ein Gelstück in Höhe der 30 kDa 

Bande herausgeschnitten und mit Trypsin verdaut. Die erhaltenen Peptide wurden 

massenspektrometrisch (nano-LC MALDI-TOF/TOF) analysiert und die generierten 

Daten mit der Datenbank der annotierten Proteine vom Haushuhn (Gallus gallus 

domesticus, Taxonomie ID: 9031), sowie des NDV-Stammes Cl30 verglichen. Zwei 

Peptide spezifisch für den C-terminalen Teil des NDV Cl30 W-Proteins (AS 135 �t 179) 

konnten identifiziert werden (Abbildung 14C).  

 

Abbildung 14:  Nachweis des W-Proteins in gereinigten NDV Cl30 Viruspartikeln 
 CsCl-Dichtegradient-gereinigte NDV Cl30 Virionen wurden mittels WB (A), Elektronenmikroskopie 

(B) und Massenspektrometrie analysiert (C). A) Nach elektrophoretischer Auftrennung von 10 µg 
Gesamtprotein wurde das NDV Cl30 W-Protein (*�•�� �u�]�š�� �����u�� �^���Œ�µ�u�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� �W���Œoxidase-
gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG detektiert. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in 
kDa angegeben. B) Eine elektronenmikroskopische Analyse erfolgte nach Negativkontrastierung im 
angegebenen Maßstab. C) Massenspektrometrische Analyse der 30 kDa Proteinbande nach 
Auftrennung gereinigter Virionen von NDV Cl30 im SDS-Polyacrylamidgel. Die AS-Sequenz des NDV 
Cl30 W-Proteins ist als Referenz angegeben. Graue und schwarze Balken repräsentieren 
identifizierte Peptide. Rote Markierungen entsprechen einzelnen, durch Fragmentierung der 
Peptide nachgewiesenen, AS. Gelb hinterlegte AS-Sequenzen kennzeichnen eine potenzielle 
Glykosylierungsstelle (NXS/NXT). 
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Sowohl bei gereinigten Virionen (Abbildung 14A), als auch bei infizierten Zellen 

(Abbildung 13B) wurde in WB-Analysen mit dem Serum �r�t���o�ï�ì�� ���]�v���� �ñ�ñ�� �l����-Bande 

detektiert. Eine unspezifische Bindung des W-spezifischen Serums an Wirtszellproteine 

konnte durch nicht infizierte Kontrollen ausgeschlossen werden. Aber auch 

Kreuzreaktionen mit den Proteinen NP und P, die in diesem Molekulargewichtsbereich 

zu erwarten waren, konnten zuvor durch die Expression dieser Proteine in entsprechend 

transfizierten Zellen widerlegt werden (Abbildung 12A, B). Für eine genauere Analyse 

wurden Lysate NDV Cl30-infizierter Zellen mittels 8%iger SDS-PAGE aufgetrennt, auf 

eine Nitrozellulosemembran transferiert und nachfolg���v���� �•�}�Á�}�Z�o�� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì�� ���o�•��

Referenz, bzw. mit monospezifischen AK gegen NP (mak-NDV-NP) und P (mak-NDV-P), 

einzeln oder in Kombination inkubiert (Abbildung 15). Im Ergebnis dieser Untersuchung 

wurde deutlich, dass d���•�� �r�t���o�ï�ì-Serum, ebenso wie der AK mak-NDV-NP, ein ca.             

55 kDa-Protein detektierte, während der monoklonale P-AK Proteinbanden ober- und 

unterhalb nachwies (Abbildung 15). 

Eine massenspektrometrische An���o�Ç�•���� �����•�� �l�}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]���Œ���v�����v�U�� �À�}�v�� �r�t���o�ï�ì��

detektierten, Molekulargewichtsbereiches nach zweidimensionaler Auftrennung einer 

Lösung gereinigter Virionen von NDV Cl30 bestätigte das Vorkommen großer Mengen 

von NP.  

Abbildung 15:  Identifikation des 55 kDa Proteins nach Auftrennung von NDV Cl30-infizierten 
Zelllysaten 

 WB-Analyse von Lysaten NDV Cl30-infizierter CEF-Zellen (MOI 1,0) 24 hpi. Nach Auftrennung durch 
eine 8%ige SDS-PAGE und Inkubation mit dem WCl30-�•�‰���Ì�]�(�]�•���Z���u�� �^���Œ�µ�u�� �~�r�tCl30) und 
monoklonalen AK gegen die Proteine P (mak-NDV-P) und NP (mak-NDV-NP) einzeln oder in 
Kombination, sowie Peroxidase-gekoppelten Sekundär-AK. Das Molekulargewicht der 
Markerproteine ist in kDa angegeben. 
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Um Protein-Protein-Interaktionen zwischen weiteren Virusproteinen und dem                 

W-Protein im Bereich 55 kDa ausschließen oder bestätigen zu können, wurden 

Expressionsplasmide kodierend für die Proteine NDV Cl30 NP, P und W in QM9-Zellen 

co-transfiziert. Nach Auftrennung der entsprechenden Lysate mittels SDS-PAGE und 

einer WB-Analyse mit dem W-spezifischen Serum konnte keine entsprechende 55 kDa 

Proteinbande detektiert werden (ohne Abbildung). 

 

 Lokalisation des NDV W-Proteins in infizierten Zellen 

Nach bestätigter Expression des W-Proteins durch NDV Cl30 sollte die Lokalisation des 

Proteins in infizierten Zellen mit Hilfe der konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie 

bestimmt werden. Zunächst wurden QM9-Zellen mit den für die Proteine PCl30-, 

VmutCl30- und WmutCl30-kodierenden Expressionsplasmiden transfiziert, 24 hpt fixiert 

und mit den Seren inkubiert, die sich gegen das jeweilige Protein richteten. Während 

die Proteine P und V vorrangig (V) oder ausschließlich (P) im Zytoplasma nachzuweisen 

waren, konnte für das W-Protein eine starke Zellkernakkumulation festgestellt werden 

(Abbildung 16A). Dieses Ergebnis konnte im Kontext der Infektion sowohl für das WT-

NDV Cl30 als auch für das rekombinante NDV Cl30-Virus, rNDVGu, bestätigt werden. 

Sobald das W-Protein detektierbar war (�H��8 hpi), lokalisierte es im Kern der infizierten 

Zelle (Abbildung 16B). Vergleichbare Ergebnisse konnten nach Transfektion bzw. 

Infektion von QM9-Zellen mit dem Expressionsplasmid pCAGGS_WmutHerts bzw. dem 

WT-Virus Herts_I erhalten werden (s. a. 11.8). 
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Abbildung 16:  Lokalisation des W-Proteins in transfizierten und infizierten QM9-Zellen 
 A) Konfokale Aufnahmen fixierter QM9-Zellen 24 h nach Transfektion mit Expressionsplasmiden 

kodierend für die NDV Cl30 Proteine P, V und W. Die IF-Färbung erfolgte mit mak-NDV-P bzw. Seren 
spezifisch für das V- �~�r�>�^-Vuni) oder W-�W�Œ�}�š���]�v�� �~�r�t���o�ï�ì�•�� �•�}�Á�]���� ���o���Æ���&�o�}�µ�ŒTM488-gekoppelten 
Sekundär-AK. B) IF-Färbung NDV Cl30- bzw. rNDVGu-infizierter QM9-Zellen. Die Zellen wurden zu 
angegebenen Zeitpunkten pi fixier�š���µ�v�����u�]�š���r�t���o�ï�ì���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�ŒTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG 
immunmarkiert. 

 
Mit einem kalkulierten Molekulargewicht von rund 19 kDa ist das NDV W-Protein in der 

Lage, passiv durch die Kernporen in den Zellkern zu diffundieren. Die starke 

Akkumulation könnte jedoch auch auf einen gerichteten Transport hindeuten. Um eine 

mögliche NLS zu bestimmen, wurde die AS-Sequenz des NDV Cl30 W-Proteins mit Hilfe 

des Online-Tools cNLSMapper (Kosugi et al., 2009) untersucht. Dieses sagt Importin-�r-

abhängige Sequenzen voraus. Im spezifischen C-terminalen Bereich konnte hierbei eine 

zweiteilige NLS mit zwei basischen AS-Clustern identifiziert werden (Abbildung 17).  

 

 

Abbildung 17: Zweiteilige Kernlokalisationssequenz des NDV Cl30 W-Proteins  
 Schematische Darstellung der durch das Online-Tool cNLSMapper vorhergesagten zweiteiligen NLS 

(unterstrichen) mit zwei basischen AS-Clustern (große Buchstaben) im spezifischen C-terminalen 
Teil (AS 135 - 179) des NDV Cl30 W-Proteins.  
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Bei einer vergleichenden Vorhersage von C-terminal kodierten NLS bei den bereits zuvor 

analysierten 225 annotierten NDV-Stämmen (s. a. 11.5) fiel auf, dass entsprechende 

Sequenzen erst ab einer Länge des W-Proteins von 177 AS bestimmbar waren (Tabelle 

44). Dabei spielte der Pathotyp des Virus keine Rolle.  

Alle NDV W-Proteine mit einer Länge von 181 �t 226 AS (insgesamt 23 Proteine mit 2 x 

226 AS, 3 x 181 AS, 4 x 203 AS, 5 x 196 AS oder 9 x 221 AS) wiesen eine zweiteilige NLS 

auf. Für die anderen Größenvarianten konnten NDV-Stämme sowohl mit als auch ohne 

NLS im W-Protein bestimmt werden. 
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Um die Funktionalität der NLS im NDV Cl30 W-Protein zu überprüfen, wurde ein 

zusätzliches Expressionsplasmid generiert, das ein W-Protein kodiert, bei welchem 

beide basischen Cluster der NLS durch die Nt-Austausche AG421/422GC, G485C und 

G496C (Nt-Nummern beziehen sich auf den W-ORF) mutiert waren. Daraus folgend war 

das Protein W-NLSmut durch die AS-Austausche K141S, R162S und R166T gekennzeichnet 

(Abbildung 18A). Nach Transfektion der Plasmide pCAGGS_WmutCl30 und           

pCAGGS_W-NLSmut in QM9-Zellen wurde die Expression und Lokalisation der W-Proteine 

mittels WB und IF-���v���o�Ç�•���� �µ�v�š���Œ�� �s���Œ�Á���v���µ�v�P�� �À�}�v�� �r�t���o�ï�ì�� �À���Œ�P�o�]���Z���v�X�� �^�}�Á�}�Z�o�� ���]����

Expression (Abbildung 18B, C) des NLS-mutierten W-Proteins, als auch dessen 

gleichmäßige zelluläre Verteilung in Zellkern und Zytoplasma konnten dokumentiert 

werden, während das W-Protein mit WT-NLS-Sequenz erneut im Zellkern akkumulierte 

(Abbildung 18C). Im WB war eine reduzierte Bindungsstärke des WCl30-spezifischen 

Serums an das NLS-mutierte W-Protein im Vergleich zum Protein WmutCl30 erkennbar, 

obwohl die Expressionsrate nach Detektion mit HIS-�r-NDV stärker auszufallen schien 

(Abbildung 18B).  

 

 

Abbildung 18:  Zelluläre Lokalisation des NDV Cl30 W-Proteins nach Mutation der NLS  
 A) Schematische Darstellung der NLS-Sequenz (unterstrichen) im spezifischen C-terminalen Bereich 

(AS 135 - 179) des WmutCl30-Proteins im Vergleich zum Protein W-NLSmut mit mutierten basischen 
Clustern (K141S, R162S und R166T). B, C) QM9-Zellen, transfiziert mit pCAGGS_WmutCl30 bzw. W-
NLSmut wurden 20 hpt fixiert (C) bzw. 24 hpt lysiert (B). Nicht transfizierte QM9-Zellen dienten als 
Negativkontrolle. B) Die WB-Analyse erfolgte nach Inkubation mit HIS-�r-�E���s�� �}�����Œ�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v����
Peroxidase-gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in 
kDa angegeben. C) Konfokale Aufnahmen wurden nach IF-Färbung mit �rWCl30 und 
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen IgG erstellt.  
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Um unspezifische Effekte aufgrund der verminderten Reaktivität des Serums gegenüber 

der mutierten NLS ausschließen zu können, wurden Expressionsplasmide generiert, bei 

denen sowohl das NDV Cl30 W-Protein mit der WT-NLS-Sequenz, als auch das NLS-

mutierte W-Protein N-terminal an einen mCherry-Tag (rund 26 kDa) gekoppelt waren 

(pCAGGS_mCherryWmutCl30, pCAGGS_mCherryW-NLSmut). Durch direkte Markierung 

der Proteine entfiel deren Nachweis mit Hilfe des Serums bei der konfokalen 

Mikroskopie.  

Die stabile Expression der W-Cherry-Fusionsproteine, die ein kalkuliertes Molekular-

gewicht von rund 45 kDa besitzen, wurde nach Transfektion der entsprechenden 

Expressionsplasmide in QM9-Zellen und Analyse der Lysate (24 hpt) mittels WB 

überprüft. Sowohl nach Detektion der Proteine mit einem mCherry-spezifischen AK, als 

auch mit dem W-Cl30-spezifischen Serum, wurden vorrangig Proteinbanden mit einem 

Molekulargewicht von �C 50 kDa und �C 58 kDa detektiert (Abbildung 19A, B). Diese 

verlangsamte Migration im Vergleich zum kalkulierten Molekulargewicht wurde zuvor 

bereits für das NDV Cl30 W-Protein gezeigt (vergleiche (vgl.) Abbildung 11B, Abbildung 

13B). Lysate von QM9-Zellen, die mit pCAGGS_WmutCl30 und pCAGGSW-NLSmut 

transfiziert waren, wurden zur Kontrolle mitgeführt. Die entsprechend exprimierten W-

P�Œ�}�š���]�v�����l�}�v�v�š���v���v�µ�Œ���v�����Z���/�v�l�µ�����š�]�}�v���u�]�š�������u���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì�������š���l�š�]���Œ�š���Á���Œ�����v�X�� 

Nach Transfektion der mCherry-W-Expressionsplasmide und Fixierung der Zellen                

5 hpt - 20 hpt für eine Analyse mittels konfokaler Mikroskopie konnte eine deutliche 

Akkumulation des mCherry-W-Proteins mit WT-NLS im Zellkern bestätigt werden 

(Abbildung 16C). Das NLS-mutierte mCherry-W-Fusionsprotein hingegen wies erneut 

eine gleichmäßige Verteilung in der gesamten Zelle auf. Eine Analyse der 

Signalintensitäten entlang der markierten Pfeilrichtungen konnte dieses Ergebnis 

bestätigen (Abbildung 19D).  
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Abbildung 19: Analyse der Lokalisation des NDV Cl30 W-Proteins mit Hilfe von mCherry-
Fusionsproteinen 

 A-B) WB-Analyse zur Untersuchung der Stabilität der Fusionsproteine mCherryWmutCl30 bzw. 
mCherryW-NLSmut 24 h nach Transfektion der entsprechenden Expressionsplasmide in QM9-Zellen. 
Die Detektion erfolgte mit einem mCherry-spezifischen monoklonalen AK �~�r�u���Z���Œ�Œ�Ç�U�� ���•�� ���Ì�Á�X 
�r�t���o�ï�ì�� �~���•�� �µ�v���� �W���Œ�}�Æ�]�����•��-gekoppelten Sekundär-AK. Nicht transfizierte Zellen dienten als 
Negativkontrolle. QM9-Zellen transfiziert mit pCAGGS_WmutCl30 bzw. pCAGGSW-NLSmut dienten als 
Positivkontrolle. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Sternchen (*) 
markieren spezifische Proteinbanden. C) Analyse der zellulären Lokalisation der Fusionsproteine 
mCherryWmutCl30 und mCherryW-NLSmut 5 hpt, 14 hpt und 24 hpt in QM9-Zellen mittels konfokaler 
Mikroskopie. D) Die aufgenommenen Signalintensitäten entlang der in C) dargestellten Pfeile 
wurden in Fluoreszenzhistogrammen dargestellt. 
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 Untersuchungen zur Funktion des NDV W-Proteins 

4.1.5.1 Eigenschaften rekombinanter NDV mit veränderter Lokalisation des W-

Proteins in infizierten Zellen 

Der Einfluss der nukleären Lokalisation des NDV Cl30 W-Proteins sollte anhand eines 

rekombinanten Virus näher untersucht werden. Auf der Basis des NDV Cl30-Genoms 

wurde ein Volllängengenom enthaltendes Plasmid (rNDVGu) (Ramp et al., 2012) so 

modifiziert, dass der W-ORF die zuvor beschriebenen Nt-Austausche AG421/422GC, 

G485C und G496C (Nt-Nummern beziehen sich auf den W-ORF, Abbildung 18A: W-

NLSmut) in der NLS-kodierenden Sequenz trug. Das entstandene Plasmid wurde als 

pNDVW-NLSmut bezeichnet. Auf diese Weise sollte in Zellen, die mit dem daraus 

generierten rekombinanten Virus rNDVW-NLSmut infiziert waren, nach co-

transkriptioneller mRNA-Editierung ein W-Protein mit mutierter NLS exprimiert werden 

(Abbildung 20).  

 

 

Abbildung 20: Schematische Darstellung des Volllängenplasmides pNDVW-NLSmut 
 Das Volllängenplasmid pNDVW-NLSmut ist gekennzeichnet durch die Nt-Austausche A420G, G421C, 

G484C und G495C (unterstrichen) in der Sequenz des P-Gens (Pfeile). Diese Mutationen führten zur 
Disruption der basischen Cluster der W-Protein NLS (K141S, R162S, R166T). In den entsprechend 
kodierten P- und V-Proteinen ergaben sich die AS-Austausche Q141E, E162Q und Q165H (P) bzw. 
R141A, G162A und E166Q (V). Angegebene Nt- und AS-Sequenzen des rNDVW-NLSmut sind im 
Vergleich zur Sequenz des WT-NDV Cl30 angegeben. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf den P-
ORF. 

 

Mit Hilfe des etablierten reversen genetischen Systems konnte nach Transfektion des 

generierten Plasmides, das das Volllängengenom enthielt, das rekombinante Virus 

rNDVW-NLSmut hergestellt werden. Die Identität des Virus und das Vorliegen der 

spezifischen Mutationen wurde nach Amplifikation des entsprechenden Genom-
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abschnitts durch Sequenzierung bestätigt. Die Expression des mutierten W-Proteins 

wurde durch WB-Analysen der Lysate infizierter QM9-Zellen verifiziert (Abbildung 21A). 

Die Detektion der W-spezifischen Banden fiel hierbei schwach aus, was auf die 

reduzierte Reaktivität des Serums gegenüber der veränderten NLS des W-Proteins 

zurückzuführen sein kann (vgl. Abbildung 18A). Bei der Untersuchung der Lokalisation 

des W-Proteins nach Infektion von QM9-Zellen mit rNDVW-NLSmut veränderte sich die 

Verteilung des Proteins im Vergleich zum WT-NDV Cl30 deutlich. Nach Färbung der 

�(�]�Æ�]���Œ�š���v�� �•���o�o���v�� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì�� �~�Œ�}�š�•�� �Ì���]�P�š���� �•�]���Z�� ���]�v���� �P�o���]���Z�u���˜�]�P���� �Ìelluläre Verteilung 

(rNDVW-NLSmut) im Gegensatz zur nukleären Akkumulation (NDV Cl30) (Abbildung 21B). 

Die Detektion des P-Proteins durch Färbung mit mak-NDV-P (grün) diente dem Nachweis 

der erfolgreichen Infektion der durch konfokale Mikroskopie aufgezeichneten Zellen.  

Die in vitro Replikation des rekombinanten Virus rNDVW-NLSmut wurde auf CEF-Zellen 

im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVGu überprüft, wobei beide Viren zu den 

untersuchten Zeitpunkten zu ähnlichen Titern replizierten (Abbildung 21C). 
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Abbildung 21: Charakterisierung des rekombinanten Virus rNDVW-NLSmut 

 A) WB-Analyse der zu angegebenen Zeitpunkten gewonnenen Lysate rNDVW-NLSmut-infizierter 
QM9-�•���o�o���v���~�D�K�/���í�U�ì�•�X�����]���������š���l�š�]�}�v�����Œ�(�}�o�P�š�����u�]�š���r�t���o�ï�ì���µ�v�����W���Œ�}�Æ�]�����•��-gekoppeltem Ziege anti-
Kaninchen IgG. Sternchen (*) markieren spezifische Proteinbanden. Das Molekulargewicht der 
Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. B) Die 
zelluläre Lokalisation der W-Proteine von NDV Cl30 und rNDVW-NLSmut wurde 24 hpi (MOI 5,0) in 
QM9-�•���o�o���v���u�]�š�������u���^���Œ�µ�u���r�tCl30 und AlexaFlourTM568 Ziege anti-Kaninchen IgG (rot) analysiert. 
Die Detektion der P-Proteine (mak-NDV-P, AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus IgG, grün) diente der 
Infektionskontrolle. C) Replikationskinetiken der angegebenen Viren wurden durch Infektion          
(MOI 0,01) von CEF-Zellen bestimmt. ZKÜ wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen. Die 
Bestimmung der KID50/ml erfolgte nach Titration der ZKÜ auf QM9-Zellen und IF-Färbung mit          
HIS-�r-NDV und AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen-IgG. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei 
unabhängigen Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpunkt. Fehlerbalken repräsentieren 
Minima und Maxima. 
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4.1.5.2 Eigenschaften W-defizienter rekombinanter NDV 

Das nach co-transkriptioneller mRNA-Editierung exprimierte V-Protein des NDV ist 

essenziell für die Replikation (s. a. 4.2.1). Um zu überprüfen, ob dies auch für das W-

Protein zutrifft, wurden zwei rekombinante Viren (rNDVPdedVded, rNDVWstop) bei 

denen die W-Proteinexpression durch entsprechende Genomveränderung unterbunden 

werden sollte, auf Basis des rekombinanten NDV Cl30-Volllängengenoms rNDVGu 

generiert.  

Hierzu wurde das Plasmid pNDVPdedVded (s. a. 3.2.7.3.2) generiert, welches im P-Gen 

eine 6-Nt umfassende Deletion (393 - TAAAAA - 398) in der Editierungsstellensequenz 

trug. Da diese Deletion nicht nur die Expression des W-Proteins, sondern auch die des 

V-Proteins unterbinden würde, wurde zusätzlich ein NDV Cl30 V-Gen zwischen die Gene 

P und M inseriert. Auch das V-Gen trug eine entsprechende Deletion in der 

Editierungsstelle, um eine co-transkriptionelle Editierung ausgehend vom V-ORF zu 

verhindern. Diese Mutationen führten im resultierenden rekombinanten Virus zur 

Deletion zweier Lysine (AS 132 und 133) in den exprimierten P- und V-Proteinen 

(Abbildung 22A). Ausgehend von diesem Volllängenplasmid gelang es das rekombinante 

Virus rNDVPdedVded zu generieren, das P und V aber nicht W exprimiert. 

Diese Eigenschaft wies auch das neu generierte Virus rNDVWstop auf, welches im 

Anschluss an die Editierungsstelle die Mutationen C404T und T406G trug und aus dem 

Plasmid pNDVWstop (Abbildung 22B) hervorging. Diese Nt-Austausche führten zur 

Kodierung eines Stoppkodons im W-ORF, welches zur Folge hat, dass kein W-Protein mit 

spezifischen C-Terminus entstehen kann. Daraus ergeben sich zwei AS-Austausche im P-

Protein (P136L, W137G) und ein AS-Austausch im V-Protein (M136R).  
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Volllängenplasmide pNDVPdedVded und 
pNDVWstop 

 A) Plasmid pNDVPdedVded mit 6 Nt-umfassender Deletion (unterstrichen) innerhalb der 
Editierungsstelle des P- und V-Gens (Dreieck). Das V-Gen wurde zwischen die Gene P und M inseriert 
und von P-Gen-NCRs flankiert. Die Nt-Deletionen führen zu einer Deletion von je zwei Lysinen (K) in 
der AS-Sequenz des P- und V-Proteins. B) Das Plasmid pNDVWstop ist gekennzeichnet durch die Nt-
Austausche C404T und T406G (unterstrichen) in der Sequenz des P-Gens unmittelbar hinter der 
Editierungsstelle (Kreuz). Diese Mutationen führten zur Kodierung eines Stoppkodons (X) im W-ORF, 
sowie den AS-Austauschen P135L und W136G im P-Protein bzw. M136R im V-Protein.  

 Angegebene Nt- und AS-Sequenzen sind im Vergleich zur Sequenz des WT-Virus NDV Cl30 
angegeben. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf den P- bzw. V-ORF. 

 

Die Unterbindung der Expression der W-Proteine wurde nach Infektion von QM9-Zellen 

mit den rekombinanten Viren rNDVPdedVded und rNDVWstop durch WB-Analysen der 

gewonnenen Lysate und konfokale Mikroskopie überprüft (Abbildung 23A, B). Während 

im WB �u�]�š�������u���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì���l���]�v�����t-spezifische Bande für rNDVPdedVded-infizierte 

Zellen 24 hpi �t 96 hpi detektiert werden konnte, wurde trotz Stoppmutation in mit 

rNDVWstop-infizierten Zellen 48 hpi - 96 hpi ein Protein mit rund 30 kDa detektiert 

(Abbildung 23A). Nach IF-Färbung mit dem W-spezifischen Serum (rot) und Analyse 

mittels konfokaler Mikroskopie konnte nach Infektion mit rNDVWstop keine Expression 

von W-Protein in den Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 23B). Die erfolgreiche 

Infektion der Zellen wurde durch die Färbung mit einem P-spezifischen monoklonalen 

AK (mak-NDV-P, grün) bestätigt. Auch in QM9-Zellen, infiziert mit rNDVPdedVded, 

B 

A 
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konnte vorrangig kein W-Protein identifiziert werden. Nur in weniger als rund 80 von     

�ô�ì���ì�ì�ì�����µ�•�P���•���š���v���•���o�o���v���~�D���ì�U�í���9�•���Á�µ�Œ���������]�v���^�]�P�v���o���u�]�š�������u���r�t���o�ï�ì-Serum erhalten, 

wobei das detektierte Protein ebenso wie W im Zellkern lokalisierte, dabei jedoch 

hauptsächlich in Strukturen, die den Nukleoli ähneln (Abbildung 23B).  

Zur Überprüfung der Stabilität der eingeführten Mutationen bei den rekombinanten 

Viren wurden rNDVPdedVded und rNDVWstop 10 Mal in embryonierten SPF-

Hühnereiern passagiert. Nach der 5. und 10. Passage wurde RNA aus virushaltiger 

Allantoisflüssigkeit isoliert und nach cDNA-Synthese die relevanten Genomabschnitte 

amplifiziert. Eine anschließende Sequenzierung konnte die Stabilität der veränderten 

Sequenzabschnitte des Virusgenoms bestätigen (ohne Abbildung). 

Die unterbundene Expression des W-Proteins wurde für beide Viren nach der 5. Passage 

erneut durch IF-Färbung und WB-���v���o�Ç�•���v�� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì�� �º�����Œ�‰�Œ�º�(�š�X�� ���µ���Z�� �v�����Z��

Passagierung des Virus konnte für rNDVPdedVded in Lysaten infizierter Zellen kein W-

Protein detektiert werden. Ebenso war die Anzahl infizierter QM9-Zellen, in denen nach 

�/�v�l�µ�����š�]�}�v���u�]�š���r�t���o�ï�ì�����]�v���E�µ�l�o���}�o�]-assoziiertes Protein nach IF-Färbung nachgewiesen 

werden konnte (< 0,1 %), stabil (ohne Abbildung). Die unterbundene Expression des W-

Proteins konnte für rNDVWstop erneut mittels konfokaler Mikroskopie bestätigt 

werden, während im WB wieder ein rund 30 kDa großes Protein detektierbar war (ohne 

Abbildung). Die Identität der im WB (rNDVWstop) und in der konfokalen Mikroskopie 

�~�Œ�E���s�W�������s�������•�� �u�]�š�� �����u�� �^���Œ�µ�u�� �r�t���o�ï�ì�� �����š���l�š�]���Œ�š���v��Proteine konnte nicht 

abschließend geklärt werden. 
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Abbildung 23: Charakterisierung der rekombinanten Viren rNDVPdedVded, rNDVWstop 
 A) WB-Analyse von QM9-Zellen, infiziert mit rNDVPdedVded bzw. rNDVWstop (MOI 1,0) nach Lyse 

z�µ�� ���v�P���P�������v���v�� �•���]�š�‰�µ�v�l�š���v�X�� ���]���� �����š���l�š�]�}�v�� ���Œ�(�}�o�P�š���� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� �W���Œ�}�Æ�]�����•��-gekoppeltem 
Ziege anti-Kaninchen IgG. Sternchen (*) markieren spezifische Proteinbanden. Das Molekular-
gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infizierte QM9-Zellen (96 h) dienten als 
Negativkontrolle. B) Zelluläre Lokalisation der W-Proteine des rNDVPdedVded und rNDVWstop         
24 hpi (Moi 5,0) in QM9-Zellen analysiert �u�]�š�������u���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�ŒTM568 Ziege anti-
Kaninchen IgG (rot). Die Detektion der P-Proteine (mak-NDV-P, AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus 
IgG, grün) diente der Infektionskontrolle. 
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Da bereits für NDV Cl30 die Inkorporation des W-Proteins in das virale Partikel gezeigt 

werden konnte (Abbildung 14), wurden erneut gereinigten Virussuspensionen                     

(s. a. 3.2.3.5) mit einem Gesamtproteingehalt von 10 µg Protein vom WT-Virus NDV Cl30 

und den Virusrekombinanten rNDVPdedVded und rNDVWstop im WB analysiert. Nach 

Immunmarkierung mit dem W-Cl30-spezifischen Serum konnte bei beiden 

rekombinanten Viren im Vergleich zu gereinigten Virionen des NDV Cl30 keine                   

W-Protein-spezifische 30 kDa Bande nachgewiesen werden (Abbildung 24). Eine 

gleichmäßige Beladung der SDS-Page mit vergleichbaren Viruspartikelkonzentrationen 

konnte anhand gleichstarker NP- (55 kDa) und M-Protein-Banden (40 kDa) angenommen 

werden. 

 

Abbildung 24: Nachweis des W-Proteins in gereinigten Virionen von rNDVPdedVded und 
rNDVWstop 

 WB-Analyse CsCl-gereinigter Virionen des NDV Cl30, rNDVPdedVded und rNDVWstop (10 µg 
Gesamtprotein). Die Detektion des W-Proteins (*�•�� ���Œ�(�}�o�P�š���� �u�]�š�� �����u�� �^���Œ�µ�u�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� ���]�v���u��
Peroxidase-gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist 
in kDa angegeben. 

 

Zur genaueren Lokalisation des W-Proteins innerhalb des NDV Cl30 Viruspartikels 

wurden die gereinigten Virionen von NDV Cl30, rNDVPdedVded und rNDVWstop mit 

Hilfe der Immun-Elektronenmikroskopie untersucht.  

Hierfür wurden die Virionen �u�]�š�������u���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì���µ�v�������]�v���u���^���l�µ�v�����Œ-AK inkubiert, 

der mit einem Goldpartikel (5 nm) konjugiert war. Als Positivkontrolle wurden die 

Viruspartikel zusätzlich mit einem monoklonalen NDV NP-AK und einem Sekundär-AK 

immunmarkiert, welcher mit Goldpartikeln von 10 nm Durchmesser konjugiert war. Im 
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Labor für Elektronenmikroskopie (FLI) erfolgte nach der Negativkontrastierung die 

Aufnahme von entsprechenden Bildern (Abbildung 25). Für die drei verschiedenen Viren 

konnten erfolgreich NP-Proteine in RNP-Strukturen nachgewiesen werden (schwarzer 

Pfeil). An dieselben Strukturen band auch des W-spezifische Serum in allen gereinigten 

Viruspartikeln (roter Pfeil), was auf eine unspezifische Bindung des Serums an das NP 

hindeutet, wie zuvor in Lysaten infizierter Zellen (Abbildung 13B, Abbildung 15).  

 

 

Abbildung 25: Immunelektronenmikroskopischer Nachweis von NP und W in gereinigten 
Virionen 

 Mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigte Virionen des NDV Cl30 (A), 
rNDVPdedVded (B) bzw. rNDVWstop (C) wurden an Formvar-beschichtete Nickelgitter adsorbiert. 
Die Immunmarkierung erfolgte mit �rWCl30 (rote Pfeile) und mak-NDV-NP (schwarze Pfeile), 
sowie Goldpartikel-konjugierten Sekundär-AK (5 nm (W), 10 nm (NP)). 
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Wie zuvor für rNDVW-NLSmut wurden die W-defizienten rekombinanten Viren 

rNDVPdedVded und rNDVWstop im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVGu auf ihr 

Replikationsverhalten in vitro in CEF-Zellen überprüft. Beide Viren replizierten zu den 

verschiedenen Zeitpunkten zu ähnlichen Titern wie rNDVGu (Abbildung 26). 

 

 

Abbildung 26: In vitro Replikation der rekombinanten Viren rNDVGu, rNDVPdedVded und 
rNDVWstop.  

 Die Replikationskinetiken wurden durch Infektion von CEF-Zellen mit angegebenen Viren und 
einer MOI von 0,01 ermittelt. ZKÜ wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen. Die 
Bestimmung der KID50/ml erfolgte nach Titration der Überstande auf QM9-Zellen und IF-Färbung 
mit HIS-�r-NDV. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhängigen Versuchen mit je zwei 
Probennahmen pro Zeitpunkt. Fehlerbalken repräsentieren Minima und Maxima. 

 

Zur Untersuchung der Expression des NDV Cl30 W-Proteins in einem Virus höherer 

Pathogenität gekennzeichnet durch eine pb F-Spaltstelle sollten weitere 

Virusrekombinanten hergestellt werden. 

Zunächst wurde jedoch die Lokalisation des W-Proteins von rNDVGuF1, welches eine 

entsprechende pb F-Spaltstelle exprimiert, im Vergleich zu rNDVGu mit Hilfe der 

konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Es zeigte sich für rNDVGuF1 kein 

Unterschied in der Lokalisation des W-Proteins. Wie zuvor für NDV Cl30 und rNDVGu 

beschrieben (Abbildung 16B), akkumulierte das W-Protein, sobald es detektierbar war 

�~�H���ô���Z�‰�]�•, im Kern der infizierten Zelle (Abbildung 27). 
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Abbildung 27: Lokalisation des W-Proteins in rNDVGuF1-infizierten QM9-Zellen 
 Konfokale Aufnahmen rNDVGu bzw. rNDVGuF1-infizierter QM9-Zellen (MOI 5,0). Die Zellen wurden 

zu angegebenen Zeitpu�v�l�š���v���‰�]���(�]�Æ�]���Œ�š���µ�v�����u�]�š���r�t���o�ï�ì���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�ŒTM488 Ziege anti-Kaninchen 
IgG immunmarkiert. 

 
Im Folgenden wurden die zuvor generierten Volllängenplasmide pNDVPdedVded 

(Abbildung 22A) und pNDVWstop (Abbildung 22B) durch die Nt-Austausche G334C, 

GG343/344AA und C349T (Nt-Nummern beziehen sich auf den F-ORF) so modifiziert, 

dass anstatt der mb AS-Sequenz der F-Spaltstelle 112 �'���Z���Y���'���Z���Y���>��117 eine pb F-

Spaltstelle 112 R R Q K �Z���Y�&��117, die charakteristisch für mesogene bzw. velogene NDV 

ist, kodiert wurde (Abbildung 28A, B). Aus den entstandenen Volllängenplasmiden 

konnten die als rNDVF1PdedVded und rNDVF1Wstop bezeichnet rekombinanten Viren 

generiert und auf ihre spezifischen Mutationen überprüft werden.   
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Abbildung 28: Schematische Darstellung der Volllängenplasmide pNDVF1PdedVded und 
pNDVF1Wstop 

 Resultierend aus den Nt-Austauschen G334C, GG343/344AA und C349T (unterstrichen) im F-Gen 
kodieren die Plasmide pNDVF1PdedVded (A) und pNDVF1Wstop (B) eine pb F-Spaltstelle (    ). 
Diese unterscheidet sich im Vergleich zur mb Sequenz der Volllängenplasmide pNDVPdedVded 
und pNDVWstop durch die AS-Austausche G112R, G115K und L117F. Die Nummerierung der Nt 
bzw. AS bezieht sich auf den F-ORF bzw. das F-�W�Œ�}�š���]�v�X���~�P�•�W���ò���E�š-umfassende Deletionen innerhalb 
der Editierungsstelle des P- und V-Gens. (x): Stoppkodons im W-ORF des P-Gens unmittelbar 
hinter der Editierungsstelle. 

 

Die Unterbindung der Expression der W-Proteine wurde wie zuvor für rNDVPdedVded 

und rNDVWstop (Abbildung 23) mittels WB mit dem �^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì��analysiert. Auch für 

rNDVF1Pdedvded konnte kein W-Protein nachgewiesen werden (Abbildung 29A). 

In rNDVF1Wstop-infizierten Zellen jedoch wurde erneut 72 hpi und 96 hpi die Expression 

eines Proteins bestätigt, welches auf Höhe des zuvor nachgewiesenen NDV Cl30 W-

Proteins lief. Für eine detailliertere Analyse mit Hilfe der konfokalen Mikroskopie 

wurden fixierte, infizierte QM9-Zellen (MOI 5,0) mit dem W-�•�‰���Ì�]�(�]�•���Z���v���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì��

(rot) immunmarkiert. Die erfolgreiche Infektion der Zellen wurde durch die Färbung mit 

einem P-spezifischen monoklonalen AK (mak-NDV-P, grün) bestätigt. In Überein-

stimmung mit den Ergebnissen, die für die rekombinanten Viren mit mb AS-Sequenz der 

F-Protein-Spaltstelle erhalten wurden, konnte keine Expression von W-Protein nach 

Infektion mit rNDVF1Wstop nachgewiesen werden (Abbildung 29B). Ebenso war für 

rNDVPF1dedVded zumeist kein W-Protein detektierbar (Abbildung 29B). Nur in weniger 

als 0,1 % wurde erneut ���]�v�� �^�]�P�v���o�� �u�]�š�� �����u�� �r�t���o�ï�ì-Serum im Zellkern und den 

B 

A 
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Nukleolistrukturen der infizierten Zellen erhalten (s. a. Abbildung 45, vgl. Abbildung 

24B). 
 

 

Abbildung 29: Charakterisierung der rekombinanten Viren rNDVF1PdedVded, rNDVF1Wstop 
 A) WB-Analyse von QM9-Zellen infiziert mit rNDVF1PdedVded bzw. rNDVF1Wstop (MOI 1,0) lysiert 

zu ���v�P���P�������v���v�� �•���]�š�‰�µ�v�l�š���v�X�� ���]���� �����š���l�š�]�}�v�� ���Œ�(�}�o�P�š���� �u�]�š�� �r�t���o�ï�ì�� �µ�v���� �W���Œ�}�Æ�]�����•e-gekoppeltem 
Ziege anti-Kaninchen IgG. Sternchen (*) markieren spezifische Proteinbanden. Das Molekular-
gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infizierte QM9-Zellen (96 h) dienten als 
Negativkontrolle. B) Die zelluläre Lokalisation der W-Proteine des rNDVF1PdedVded und 
rNDVF1Wstop wurde 24 hpi (MOI 5,0) in QM9-�•���o�o���v���u�]�š���r�t���o�ï�ì���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�Œ�d�D�ñ�ò�ô���•�]���P�������v�š�]-
Kaninchen IgG (rot) analysiert. Die Detektion der P-Proteine (mak-NDV-P, AlexaFlourTM488 Ziege 
anti-Maus IgG, grün) diente der Infektionskontrolle. 
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Die rekombinanten Viren rNDVF1PdedVded und rNDVF1Wstop replizierten in vitro auf 

CEF-Zellen im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVGuF1 zu den verschiedenen 

Zeitpunkten mit ähnlichen Titern und erreichten Endtiter von 105,75 KID50/ml,                  

106,5 KID50/ml bzw. 106,25 KID50/ml (Abbildung 30). 

 

 

Abbildung 30: In vitro Replikation der rekombinanten Viren rNDVGuF1, rNDVF1PdedVded und 
rNDVF1Wstop.  

 Die Replikationskinetiken wurden durch Infektion von CEF-Zellen mit angegebenen Viren und einer 
MOI von 0,01 ermittelt. ZKÜ wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen. Die Bestimmung der 
KID50/ml erfolgte nach Titration der Überstande auf QM9-Zellen und IF-Färbung mit HIS-�r-NDV. 
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei (rNDVF1PdedVded, rNDVF1Wstop) bzw. sechs (rNDVGuF1) 
unabhängigen Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpunkt. Fehlerbalken repräsentieren 
Minima und Maxima. 

 

4.1.5.3 Analysen zur IFN-antagonistischen Funktion des W-Proteins 

Da ein Einfluss des W-Proteins anderer Paramyxoviren auf das Typ-I-IFN Signaling 

(Ciancanelli et al., 2009; Rodriguez et al., 2004; Rodriguez & Horvath, 2004; Rodriguez 

et al., 2002; Shaw et al., 2004) beschrieben wurde, war es von Interesse, eine solche 

potenzielle Funktion für NDV W-Proteine zu analysieren. 

Hierfür wurde ein Ansatz genutzt, welcher die Aktivierung der späten Phase des Typ-I-

IFN Signalweges (s. a. 1.2.4) anhand des kommerziell erwerblichen Reporterplasmides 

pISRE-FF, das eine Firefly-Luziferase unter Kontrolle einer ISRE kodiert, messen kann. 

Gemessen wurden die relativen Lichteinheiten (relative light units, RLU), die die Firefly-

Luziferase bei Inkubation mit dem entsprechenden Substrat emittierten. Die Werte 

wurden basierend auf ihrem Verhältnis zur Expression einer konstitutiv exprimierten 

Renilla-Luziferase als Transfektionskontrolle normalisiert. 
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Zu Beginn wurde der IFN signaling Assay (s. a. 3.2.6.1) unter Verwendung von HEK293T-

Zellen und einer Aktivierung des Signalweges durch rekombinantes humanes IFN-ß 

durchgeführt, da er für diese Zelllinie bereits etabliert war (Dunham et al., 2015). 

Während für das Ebola Virus Protein VP24, welches als Positivkontrolle fungierte, eine 

robuste Inhibierung des IFN-Signalweges detektiert werden konnte (p < 0,0001), hatte 

das NDV Cl30 W-Protein in keiner der getesteten Konzentrationen einen Einfluss 

(Abbildung 31). 

 

 

Abbildung 31: Untersuchung der IFN-antagonistischen Funktion von NDV Cl30 W-Protein in 
HEK293T-Zellen 

 HEK293T-Zellen wurden mit einem IFN-induzierten Firelfy-Luziferase-Reporterplasmid, einem 
konstitutiv exprimierenden Renilla-Luziferase-Plasmid und pCAGGS-Konstrukten kodierend für das 
Ebola Virus Protein VP24 (100 ng) bzw. das NDV Cl30 W-Protein (10 ng, 100 ng, 1000 ng, in 
Klammern) transfiziert. 24 hpt erfolgte die Stimulation der Zellen mit humanem IFN-�t (weiße 
Balken) für 8 h. Das Verhältnis der emittierten RLU der Luziferasen Firefly und Renilla zueinander 
wurde 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 (10 ng) bzw. 
4 (100 ng, 1000 ng) Replikaten. Signifikanzen wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyase 
(ANOVA) ermittelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen transfiziert mit dem pCAGGS-Leervektor. 
**** bedeutet p < 0,0001. 

 

Um wirtsspezifische Effekte des NDV W-Proteins auf den Typ-I-IFN-Signalweg zu 

berücksichtigen, sollte der IFN signaling Assay auch für Hühner-Zelllinien etabliert 

werden. Zunächst wurde dafür die auf dem Reporterplasmid kodierte ISRE-Sequenz mit 

einer für das Hühnergenom beschriebenen Sequenz und der humanen 
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Konsensussequenz verglichen. Die gefundenen starken Sequenzhomologien deuteten 

darauf hin, dass das zuvor verwendete Reporterplasmid in Hühnerzellen funktional sein 

könnte (Abbildung 32). 

 

 

Abbildung 32: Vergleich unterschiedlicher ISRE-Sequenzen 
Dargestellt sind die ISRE-Sequenzen des IFN-induzierten, Firefly-Luziferase-kodierenden 
Reporterplasmides pISRE-FF im Vergleich zur ISRE-Sequenz des MxA-Genes des Huhns und der 
Konsensussequenz für humane ISRE-Elemente. Abkürzung R = G, C; N = A, C, G, T; Y = C, A; 1: 
(Pellegrini & Schindler, 1993) 

 

Sowohl primäre (CEF), als auch permanente (DF-1) Hühnerembryofibroblasten und 

Leberkarzinomzellen des Huhns (LMH) wurden für die Austestung der zu 

transfizierenden Menge Reporterplasmid und der zur Stimulation nötigen IFN-Menge 

ausgewählt. Je 250 ng, 1 000 ng bzw. 2 000 ng pISRE-FF wurden transfiziert und mit         

200 u/ml, 1 000 u/ml bzw. 5 000 u/ml Hühner-IFN-�r���•�š�]�u�µ�o�]���Œ�š�X�� 

Für LMH-Zellen konnte unabhängig von der Menge des transfizierten Reporterplasmides 

und der für die Stimulation verwendete IFN-Dosis keine oder nur eine geringe Induktion 

der ISRE-abhängigen Genexpression ermittelt werden (Abbildung 33B, p = 0,0369) 

(Abbildung 33D, F). 

Bei CEF-Zellen hingegen kam es nach der Transfektion von 2 000 ng des Reporter-

plasmides pISRE-FF und der Zugabe von 1 000 u/ml bzw. 5 000 u/ml Hühner-IFN-�r���Ì�µ��

einer stark erhöhten Aktivität des ISRE-Promotors (Abbildung 33F, p < 0,0001).  

Eine geringe Induktion der ISRE-abhängigen Genexpression konnte ebenfalls für DF-1-

Zellen beobachtet werden. Wurden 250 ng oder 2 000 ng des Reporterplasmides 

transfiziert und der Ansatz mit 1 000 u/ml (250 ng) bzw. 5 000 u/ml Hühner-IFN-�r��

stimuliert, erhöhte sich die Emissionsrate der relativen Lichteinheiten der Firefly-

Luziferase (Abbildung 33B, p = 0,0112) (Abbildung 33F, p = 0,0141).  

Die Expression der konstitutiven Kontroll-Luziferase Renilla unterlag nur minimale 

Variationen, hervorgerufen durch die Transfektion unterschiedlicher Plasmidmengen 

oder der Behandlung der Zellen mit verschiedenen IFN-�r�� �<�}�v�Ì���v�š�Œ���š�]�}�v���v�� �~Abbildung 

33A, C, E). Dies deutete an, dass es sich hierbei um eine geeignete Kontrolle für die 
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Normalisierung der Werte der emitierten RLU in den nachfolgenden Experimenten 

handelte. 

 

Abbildung 33: Etablierung des IFN signaling Assays für Hühnerzelllinien 
 CEF-, DF-1- und LMH-Zellen wurden mit 250 ng (A, B), 1000 ng (C, D) bzw. 2000 ng (E, F) des IFN-

induzierten Firefly-Luziferase-Reporterplasmides, sowie 50 ng des konstitutiv exprimierenden 
Renilla-Luziferase-Plasmides und einem pCAGGS-Leervektor (1000 ng) transfiziert. 24 hpt erfolgte 
die Stimulation der Zellen mit 200 u/ml, 1000 u/ml oder 5000 u/ml Hühner-IFN-�r für 8 h. Emittierte 
RLU der Luziferasen Renilla (A, C, E) und Firefly (B, D, F) wurden 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind 
Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 Replikaten. Signifikanzen wurden mittels 
einfaktorieller Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt. Als Negativkontrolle dienten nicht-stimulierte 
Zellen (Medium�•�X���Ž�W���‰���G���ì�U�ì�ñ�V���Ž�Ž�W���‰���G���ì�U�ì�í�V���Ž�Ž�Ž�W���‰���G���ì�U�ì�ì�í�V���Ž�Ž�Ž�Ž�W���‰���G���ì�U�ì�ì�ì�í�X 
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Um zu prüfen, ob das NDV W-Protein einen Einfluss auf den Typ-I-IFN-Signalweg in 

Hühnerzellen hat, wurde der Assay für CEF- und DF-1-Zellen im Folgenden mit einer 

Konzentration von 2 000 ng Reporterplasmid und einer Stimulation mit Hilfe von                  

5 000 u/ml Hühner-IFN-�r�����µ�Œ���Z�P���(�º�Z�Œ�š�X 

Diese Stimulation führte in Zellen, die mit dem pCAGGS-Leervektor transfiziert waren, 

wie zuvor, zu einer verstärkten Expression der Firefly-Luziferase. Wurde stattdessen ein 

Expressionsplasmid, kodierend für das Ebolavirus VP24 transfiziert, war die Aktivierung 

des IFN-Signalweges inhibiert (Abbildung 34A, B, CEF: p =0,0233; DF-1: p = 0,0138). Die 

Expression von NDV Cl30 und NDV Herts_I W-Proteinen verminderte die Expression der 

Reporter-Luziferase nicht. Bei Transfektion höherer Expressionsplasmidmengen von 

NDV Cl30 W zeigte sich vielmehr eine gesteigerte Anregung des IFN-Signalweges in          

DF-1-Zellen (Abbildung 34B, p < 0,0001).  
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Abbildung 34: Untersuchung der IFN-antagonistischen Funktion von NDV W-Proteinen in 
Hühnerzelllinien 

 CEF- (A) und DF-1-Zellen (B) transfiziert mit einem IFN-induzierten Firefly-Luziferase-
Reporterplasmid, einem konstitutiv exprimierenden Renilla-Luziferase-Plasmid und pCAGGS-
Konstrukten, kodierend für das Ebola Virus Protein VP24 (100 ng) bzw. die W-Proteine von NDV Cl30 
oder Herts_I (A: 1 000 ng, B: 100 ng, 500 ng oder 1 000 ng, in Klammern angegeben). 24 hpt erfolgte 
die Stimulation der Zellen mit Hühner-IFN-�r (weiße Balken) für 8 h. Das Verhältnis der emittierten 
RLU der Luziferasen Firefly und Renilla zueinander wurde 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind die 
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 (A) bzw. 2 (B) Replikaten. Signifikanzen wurden 
mittels einfaktorieller Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen 
transfiziert mit dem pCAGGS-Leervektor. �Ž�W���‰���G���ì�U�ì5�V���Ž�Ž�Ž�W���‰���G���ì�U�ì�ì�í 
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4.2 V-Protein des NDV 

 Rekombinante NDV mit unterschiedlichen V-Proteinen  

Um wie zuvor für das W-Protein zu ermitteln, ob die Expression des V-Proteins bei NDV 

essentiell ist, wurde zunächst ein Virusgenom generiert, bei dem durch Deletion von         

6 Nt (393 - TAAAAA - 398, Nt-Nummern beziehen sich auf den P-ORF) innerhalb der P-

Gen Editierungsstelle die co-transkriptionelle mRNA-Editierung unterbunden ist.  

Ein entsprechendes Volllängengenom wurde nach Deletion des in pNDVPdedVded              

(s. a. 3.2.7.3.2, Abbildung 23) zusätzlich inserierten V-Gens erhalten (Abbildung 35).  

 

 

Abbildung 35: Schematische Darstellung des pNDVPded-Volllängengenoms 
 Das Volllängenplasmid pNDVPded ist gekennzeichnet durch eine 6 Nt umfassende Deletion 

(unterstrichen) in der Sequenz der P-Gen-Editierungsstelle (�P), die zu einer Deletion von zwei 
Lysinen (K) in der AS-Sequenz des P-Proteins führte. Angegebene Nt- und AS-Sequenzen des 
rekombinanten Volllängengenoms pNDVPded sind im Vergleich zur Sequenz des WT-Virus NDV Cl30 
angegeben. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf den P-ORF. 

 

Das Volllängengenom enthaltende Plasmid pNDVPded wurde dreimal zusammen mit 

den für das NP-, P- und L-Protein kodierenden Hilfsplasmiden in BSR-T7/5-Zellen 

transfiziert (s. a. 3.2.3.6). Nach immunologischer Färbung der transfizierten Zellen mit 

dem monoklonalen AK mak-NDV-HN10 konnte die Expression von HN-Proteinen 

nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Die Anzahl immunmarkierter Zellen war dabei 

vergleichbar mit anderen Transfektionensexperimenten zur Generierung re-

kombinanter NDV, sodass eine erfolgreiche Vermehrung des rekombinanten Virus im 

folgenden Schritt erwartet wurde. Sowohl 10-, als auch 6-d alte embryonierte SPF-

Hühnereier wurden mit den entsprechenden Transfektionsüberständen inokuliert, 

replikationsfähiges Virus wurde jedoch in keinem Fall erhalten. 

Dieses Ergebnis ist in Übereinstimmung mit drei vorangegangenen Versuchen, die zur 

Generierung des rekombinanten Virus dedGu5F1 (Labor für Molekularbiologie des 

Newcastle Disease Virus, FLI) durchgeführt wurden. Das Volllängengenom dedGu5F1 
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wurde bereits zuvor im Labor Römer-Oberdörfer generiert und zeichnete sich ebenfalls 

durch eine leicht veränderte, 6 Nt lange Deletion im P-Gen (391 - GCTAAA - 396) aus. 

Die Nt-Sequenz im F-Gen kodierte jedoch eine pb F-Spaltstelle. 

Trotz erfolgreichem HN-Protein-Nachweis und Synzytienbildung in den transfizierten 

Zellen konnte nach Inokulation 10-d alter embryonierter SPF-Hühnereier kein V-

defizientes Virus vermehrt werden. 

 

Da die Generierung eines rekombinanten NDV ohne V-Protein nicht erfolgreich war, 

sollte untersucht werden, ob es möglich ist, die V-Gen-Sequenz durch die eines anderen 

NDV zu ersetzen. Hierfür wurden auf Grundlage des rekombinanten NDV Cl30 (rNDVGu) 

zwei rekombinante NDV generiert, die entweder den V-ORF des mesogenen NDV 

R75/98 oder des velogenen NDV Herts_I kodierten (Abbildung 36C, D). Um eine co-

transkriptionelle Editierung ausgehend vom NDV Cl30 P-Gen zu unterbinden, wurden 

Volllängengenom enthaltende Plasmide kloniert, die erneut eine 6 Nt lange Deletion 

(391 - GCTAAA - 396) in der Editierungsstelle des P�tORF trugen (Abbildung 36A). Über 

eine artifizielle MluI-Schnittstelle in der NCR vor dem Genende des P (Nt 1434 - 1439) 

wurde ein zusätzliches Gen inseriert, das die NDV Cl30 P-Gen NCRs, Genstart- und 

Genendequenzen enthielt und dessen ORF dem des NDV R75/98 bzw. NDV Herts_I V´s 

entsprach. 

Der jeweilige V-ORF war dabei durch die Insertion eines Guaninrestes für die 

notwendige Verschiebung des Leserasters, analog zu den beschriebenen V-Protein 

Expressionsplasmiden pCAGGS_VmutR75 und pCAGGS_VmutHerts (s. a. 3.2.7.1), und eine 

mutierte Poly-A-Sequenz in der Editierungsstelle gekennzeichnet (Abbildung 36C, D), 

um einen möglichen Editierungsprozess zu unterbinden (Abbildung 36D). Ein 

rekombinantes Virus mit auf gleiche Weise inseriertem NDV Cl30 V-ORF 

(dedGu5VmutCl30, Abbildung 36B) wurde zuvor bereits im Labor Römer-Oberdörfer 

generiert und zur Verfügung gestellt. 
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der Genome der rekombinanten Viren 
dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts 

 A) Die unter B-D) dargestellten rekombinanten Viren (RV) sind gekennzeichnet durch eine 6 Nt 
umfassende Deletion (unterstrichen) in der Sequenz der P-Gen-Editierungsstelle (    ), die zu einer 
Deletion von zwei AS in der Sequenz des P-Proteins führt. Angegebene Nt- und AS-Sequenzen sind 
im Vergleich zur Sequenz des WT-Virus (WT) NDV Cl30 angegeben. B-D) Die mutierte Sequenz der 
Editierungsstelle der zusätzlich inserierten V-Gene von dedGu5VmutCl30 (B), dedGu5VmutR75 (C) 
und dedGu5VmutHerts (D) ist im Vergleich zum jeweiligen WT-Virus angegeben. Nt-Austausche sind 
durch fett gedruckte Buchstaben gekennzeichnet. Das für die Leserahmenverschiebung not-
wendige, nicht-kodierte Guanin ist unterstrichen dargestellt. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf 
den P-(A) bzw. V-ORF (B-D). 

 

Die Expression der V-Proteine sollte anhand einer WB-Analyse bestätigt werden. Neben 

bereits verfügbaren Seren, die spezifisch für das V-�W�Œ�}�š���]�v���À�}�v���E���s�����o�ï�ì���~�r�>�^-Vuni) und 

NDV Herts_I (#479/3) sind, wurde für das NDV R75/98 V-Protein entsprechend unserer 

Sequenzangaben ein spezifisches Serum hergestellt (Li International). Das Serum 

richtete sich gegen ein Peptid (AS 134 �t 183, Abbildung 37A) im spezifischen C-

A 

B

C 

D 
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terminalen Teil des NDV R75/98 V-Proteins und wurde für die Immunisierung von 

Kaninchen eingesetzt (Abteilung für experimentelle Tierhaltung und Biosicherheit, FLI). 

Das erhaltene �^���Œ�µ�u�U�� �]�u�� �&�}�o�P���v�����v�� ���o�•�� �r�s�Z�ó�ñ�� �����Ì���]���Z�v���š�U���Á�µ�Œ������auf seine Spezifität 

mittels WBs untersucht. Hierfür wurden zunächst Expressionsplasmide, kodierend für 

die P- und V-Proteine der NDV-Stämme R75/98 und Herts_I, nach zuvor beschriebenen 

Methoden generiert (s. a. 3.2.7.1). Diese, sowie die Expressionsplasmide, die für die 

Proteine PCl30, VmutCl30, WmutCl30 und WmutHerts kodieren, wurden in QM9-Zellen 

transfiziert. Während das nach Transfektion exprimierte, rund 38 kDa große NDV R75/98 

V-Protein spezifisch durch das entsprechende Serum erkannt wurde, konnten keine 

�<�Œ���µ�Ì�Œ�����l�š�]�}�v���v�������•���r�s�Z�ó�ñ���Ì�µ�������v�����v�����Œ���v�U���v�����Z���d�Œ���v�•�(���l�š�]�}�v��exprimierten, Proteinen 

nachgewiesen werden (Abbildung 37B). In QM9-Zellen, infiziert mit den WT-NDV-

Stämmen Cl30, R75/98 und Herts_I wurde das R75 V-Protein erneut mit dem 

entsprechenden Molekulargewicht nachgewiesen.  

Die erfolgreiche Expression der verschiedenen Proteine nach Transfektion und Infektion 

der QM9-Zellen wurde mit Hilfe verschiedener Seren (HIS-�r-�E���s�U���r�W�µ�v�]�Z�ó�ñ�U���r�t���o�ï�ì�U��

�r�t�,���Œ�š�•�•���l�}�v�š�Œ�}�o�o�]���Œ�š���µ�v���������•�š���š�]�P�š�X NDV R75/98-spezifische Proteine waren hierbei nur 

in geringem Maße (V) oder gar nicht (P) durch HIS-�r-NDV detektierbar. 
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Abbildung 37: Spezifitätstest des V-R75 Peptidserums im WB 
 A) Schematische Darstellung des für die Serumherstellung verwendeten Peptides (schwarzer Pfeil), 

spezifisch für den C-terminalen Teil (AS 135 - 190) des NDV R75/98 V-Proteins. B) QM9-Zellen, 
transfiziert mit pCAGGS-Expressionsplasmiden, kodierend für die Proteine PCl30, PR75, PHerts, VmutCl30, 
VmutR75, VmutHerts, WmutCl30 und WmutHerts oder C) infiziert mit NDV Cl30, R75/98 und Herts_I (MOI 
1,0) wurden für eine WB-Analyse 24 hpt bzw. 24 hpi lysiert. Die Immunmarkierung erfolgte mit 
�^���Œ�µ�u�� �r�s�Z�ó�ñ�� �µ�v���� �W���Œ�}�Æ�]�����•e-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen IgG. Nicht transfizierte Zellen 
dienten als Negativkontrolle. Die Expression der Proteine nach Transfektion bzw. Infektion der 
Zellen wurde mittels HIS-�r-�E���s�U���r�W�µ�v�]�Z�ó�ñ�U���r�t���o�ï�ì���µ�v�����r�t�,���Œ�š�•�������•�š���š�]�P�š�X�������•���D�}�o���l�µ�o���Œ�P���Á�]���Z�š��
der Markerproteine ist in kDa angegeben.  

 
Nach erfolgreicher �s���Œ�]�(�]�l���š�]�}�v�������Œ���^�‰���Ì�]�(�]�š���š�������•���^���Œ�µ�u�•���r�s�Z�ó�ñ���Á�µ�Œ���������]�������Æ�‰�Œ���•�•�]�}�v��

der verschiedenen V-Proteine durch die (neu) generierten rekombinanten Viren 

dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts nach Infektion von CEF-

Zellen im WB im Vergleich zu rNDVGu untersucht. Die Expression der verschiedenen V-

Proteine, die leicht unterschiedliche Laufverhalten zeigten, konnte auf diese Weise 

bestätigt werden (Abbildung 38). Mit Expressionsplasmiden, kodierend für die 

entsprechenden V-Proteine, transfizierte QM9-Zellen dienten als Positivkontrolle. 

Deutlich zu erkennen war eine stärkere Expression des NDV Cl30 V-Proteins durch das 

rekombinante Virus dedGu5VmutCl30 im Vergleich zum parentalen rNDVGu. Die 

Auftragung vergleichbarer Volumina der Zelllysate wurde durch die Detektion des 
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zellulären Proteins ß-Aktin kontrolliert. Die verstärkte Expression, die auf die 

konstitutive, nicht co-transkriptionell gesteuerte Expression der V-Proteine bei den 

rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts 

zurückzuführen ist, wurde dabei deutlich sichtbar. 

 

Abbildung 38: Expression der V-Proteine durch die rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, 
dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts 

 CEF-Zellen, infiziert mit rNDVGu, dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 oder dedGu5VmutHerts 
(MOI 5,0), wurden 26 hpi für eine WB-Analyse zur Detektion der V-Proteine lysiert und mit den 
für NDV Cl30 (�r�>�-̂Vuni), R75/98 (�rVR75) und Herts_I (#479/3) spezifischen Primär-AK, gefolgt von 
Peroxidase-gekoppelten Sekundär-AK, inkubiert. QM9-Zellen transfiziert mit pCAGGS_VmutCl30, 
pCAGGS_VmutR75 oder pCAGGS_VmutHerts (24 hpt) dienten als Positivkontrolle, nicht infizierte 
CEF-Zellen als Negativkontrolle. Als Ladekontrolle wurde das zelluläre Protein ß-Aktin detektiert. 
Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. 

 

Das in vitro Replikationsverhalten der rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, 

dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts in CEF-Zellen war vergleichbar zum parentalen 

rNDVGu (Abbildung 39) und zeigte keinen Einfluss der direkten Expression des 

homologen bzw. heterologen V-Proteins von dem zusätzlich integrierten Gen. Es konnte 

kein verändertes Replikationsverhalten festgestellt werden.  
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Abbildung 39: In vitro Replikationsverhalten der rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, 
dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts 

 Die Replikationskinetiken der angegebenen Viren wurden nach Infektion von CEF-Zellen (MOI 
0,01) bestimmt. ZKÜ wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen und auf QM9-Zellen zur 
Bestimmung der KID50/ml titriert. Infizierte Zellen wurden mit HIS-�r-NDV und AlexaFlourTM488 
Ziege anti-Kaninchen IgG immunmarkiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhängigen 
Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpunkt. Die Fehlerbalken repräsentieren die Minima 
und Maxima.  

 

 Untersuchung der immunregulatorischen Funktion der NDV V-

Proteine 

IFN-antagonistische Funktionen sind für V-Proteine verschiedener Paramyxoviren 

beschrieben worden. Inwiefern ein inhibierender Einfluss der NDV V-Proteine auf den 

Typ-I-IFN-Signalweg nachweisbar ist, sollte mit dem zuvor für Hühnerzellen etablierten 

IFN signaling Assay unter Verwendung von 2 000 ng des IFN-induzierbaren Firefly-

Luziferase-kodierenden Reporterplasmides und 5 000 u/ml Hühner-IFN-�r untersucht 

werden (s. a. 3.2.6.1). 

Getestet wurden hierbei die V-Proteine des lentogenen NDV Cl30 und des velogenen 

NDV Herts_I. Es wurde davon ausgegangen, dass der inhibierende Effekt zwischen 

diesen V-Proteinen am deutlichsten variieren würde, wenn eine IFN-antagonistische 

Eigenschaft festgestellt werden sollte und diese im Verhältnis zur Virulenz des NDV-

Stammes steht. 

Während das Ebolavirus VP24-Protein wieder deutlich die Expression der Luziferase 

inhibierte (CEF: p = 0,0001, DF-1: p = 0,0532), konnte in DF-1-Zellen keine Inhibition 

durch die NDV Cl30 und NDV Herts_I V-Proteine festgestellt werden (Abbildung 40B). Im 
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Gegensatz dazu wurde nach Transfektion von 1 000 ng des Vektors pCAGGS-VmutHerts 

in CEF-Zellen eine Inhibierung des Signalweges ermittelt (p = 0,0033; Abbildung 40A).  

Ein aktivierender oder unspezifischer Effekt der exprimierten Virusproteine auf die 

Zellen konnte durch Mitführung transfizierter, nicht stimulierter Zellen ausgeschlossen 

werden (Abbildung 40, graue Balken). 
 

 

Abbildung 40: Untersuchungen zur IFN-antagonistischen Funktion von NDV V-Proteinen in 
CEF- und DF-1-Zellen 

 CEF- (A) und DF-1-Zellen (B) wurden mit einem IFN-induzierten Firefly-Luziferase-
Reporterplasmid, einem konstitutiv exprimierenden Renilla-Luziferase-Plasmid und pCAGGS-
Konstrukten, kodierend für das Ebola Virus Protein VP24 (100 ng) bzw. die V-Proteine von NDV 
Cl30 oder Herts_I (A: 1 000 ng, B: 100 ng, 500 ng oder 1 000 ng) transfiziert. Als Negativkontrolle 
dienten Zellen, transfiziert mit dem pCAGGS-Leervektor. 24 hpt erfolgte die Simulation der Zellen 
mit Hühner-IFN-�r���~weiße Balken) für 8 h. Das Verhältnis der emittierten RLU der Luziferasen Firefly 
und Renilla zueinander wurde 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standard-
abweichungen von 3 (A) bzw. 2 (B) Replikaten. Signifikanzen wurden mittels einfaktorieller 
Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt.  
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Zur Untersuchung des Einflusses der NDV V-Proteine im Verlaufe der in vitro Replikation 

wurden orientierende Vorversuche mit CEF-Zellen durchgeführt.  

Dabei sollte zum einen ein Einblick gewonnen werden, ob NDV in der Lage sind, 

effizienter zu replizieren, wenn das korrespondierende V-Protein zuvor in der Zielzelle 

durch Transfektion überexprimiert wurde. CEF-Zellen wurden hierfür mit 0,5 µg der 

Expressionsvektoren pCAGGS-VmutCl30, pCAGGS-VmutR75 bzw. pCAGGS-VmutHerts 

transfiziert und für 24 h inkubiert. Danach erfolgte ein Wechsel des Kulturmediums und 

die Infektion mit den korrespondierenden WT-NDV-Stämmen Cl30, R75/98 oder Herts_I 

mit einer MOI von 0,01. Die 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi gewonnen ZKÜ wurden zur 

Ermittlung der KID50/ml auf QM9-Zellen titriert. 

Im Vergleich zu nicht vortransfizierten Zellen konnte eine verminderte Replikationsrate 

des WT-NDV Cl30 24 hpi und 48 hpi ermittelt werden (Abbildung 41). NDV R75/98 

replizierte zu beiden Zeitpunkten zu ähnlichen Titern auf naiven und transfizierten CEF-

Zellen. Für NDV Herts_I konnte 24 hpi ein geringerer Virustiter nach V-Transfektion 

bestimmt werden, wobei dieser Titerunterschied 48 hpi geringer ausfiel. Ein 

replikationsfördernder Effekt der Überexpression von V-Proteinen vor der Infektion 

konnte nicht nachgewiesen werden.  

 

 

Abbildung 41: Einfluss von V-Proteinen auf die in vitro Replikation von NDV Cl30, R75/98 und 
Herts_I nach Überexpression in CEF-Zellen 

 Unbehandelte (weißer Hintergrund) oder transfizierte (graue Hintergrund) CEF-Zellen (0,5 µg 
pCAGGS_VmutCl30, pCAGGS_VmutR75 oder pCAGGS_VmutHerts) wurden 48 h nach Aussaat bzw.          
24 hpt mit NDV Cl30, R75/98 oder Herts_I (MOI 0,01) infiziert. ZKÜ wurden 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi 
gewonnen. Die Bestimmung der KID50/ml erfolgte nach Titration der Überstande auf QM9-Zellen 
und IF-Färbung. 
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Darüber hinaus sollte analysiert werden, ob die Expression eines V-Proteins von 

unterschiedlich virulenten NDV-Stämmen einen Einfluss auf die Replikation in vitro nach 

Vorbehandlung der Zellen mit Hühner-IFN-�r�� �Z���š�X�� �&�º�Œ�� ���]���•���� �h�v�š���Œ�•�µ���Z�µ�v�P�� �Á�µ�Œ�����v�� ���]����

zuvor generierten rekombinanten Viren mit Insertion unterschiedlicher V-Gene 

eingesetzt (Abbildung 36). Nach Behandlung von CEF-Zellen mit 1 000 u IFN/ml oder        

10 000 u IFN/ml und 24-stündiger Inkubation wurde das Kulturmedium gewechselt und 

die Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die ZKÜ wurden 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi 

gewonnen und zur Ermittlung der KID50/ml auf QM9-Zellen titriert.  

Sowohl die Inkubation der CEF-Zellen mit 1 000 u/ml, als auch 10 000 u/ml IFN führte zu 

keiner veränderten Replikationsrate der Viren dedGu5VmutC30, dedGu5VmutR75 und 

dedGu5VmutHerts im Vergleich zu nicht vorstimulierten Zellen (Abbildung 42). Für 

rNDVGu deuteten sich nach Stimulation der Zellen mit unterschiedlichen IFN-Mengen, 

z.T. dosisabhängig, höhere Titer als nach Replikation auf naiven Zellen an. Während 

dedGu5VmutCl30 24 hpi mit und ohne IFN-Stimulation leicht erhöhte Titer im Vergleich 

zu rNDVGu aufwies, konnte auch nach IFN-Behandlung kein eindeutiger 

Replikationsunterschied zwischen den rekombinanten Viren ermittelt werden 

(Abbildung 42).  

 

 

Abbildung 42: Replikationskinetik von dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und 
dedGu5VmutHerts unter Einfluss von IFN 

 CEF-Zellen wurden vor der Infektion mit rNDVGu, dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 bzw. 
dedGu5VmutHerts für 24 h mit 0 u/ml (weiße Balken), 1 000 u/ml (hellgraue Balken) oder                      
10 000 u/ml (dunkelgraue Balken) Hühner-IFN-�r�� �]�v�l�µ���]���Œ�š�X��ZKÜ wurden 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi 
gewonnen. Die Bestimmung der KID50/ml erfolgte nach Titration der Überstande auf QM9-Zellen 
und IF-Färbung. 
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In beiden orientierenden Vorversuchen war kein fördernder Effekt einer Überexpression 

von V-Proteinen vor der Infektion bzw. keine verbesserte Replikationsfähigkeit eines 

rekombinanten Virus nach IFN-Behandlung durch Expression von V-Proteinen 

unterschiedlich virulenter NDV-Stämme ermittelbar.
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5 ���]�•�l�µ�•�•�]�}�v 

Die co-transkriptionelle mRNA-Editierung des P-Gens ist eine charakteristische Eigen-

schaft der Paramyxoviren, die zur Expression akzessorischer Proteine (V, W, D, I, C) führt 

(Gotoh et al., 2002; Lamb & Parks, 2013). Bei diesem Prozess werden ein oder zwei 

(selten auch mehr) nicht-kodierte Guaninreste in eine spezifische Sequenzregion 

inseriert, wodurch es zur Transkription zusätzlicher mRNAs kommt, die eine 

Verschiebung des offenen Leserahmens aufweisen. Die translatierten Proteine sind N-

terminal mit dem P-Protein identisch, haben aber jeweils einen spezifischen C-Terminus, 

der in Länge und AS-Zusammensetzung variiert.  

Für das NDV konnte die Expression des V-Proteins bereits 1991 nachgewiesen werden 

(Samson et al., 1991), wohingegen die Expression eines W-Proteins trotz Nachweises 

der W-spezifischen mRNA vor über 25 Jahren (Steward et al., 1993) bisher nicht 

dokumentiert wurde. 

 

5.1 Das NDV W-Protein 

Mit Kenntnis über den Einschub von zwei nicht-kodierten Guanin-Nt während der co-

transkriptionellen mRNA-Editierung wurden die resultierenden W-mRNA-Sequenzen 

von 225 annotierten NDV-Isolaten verglichen. Es ergaben sich Varianzen in der Länge 

des hypothetischen W-Protein-spezifischen C-Terminus von 1 �t 92 AS und resultierende 

Gesamtlängen der W-Proteine von 136 �t 227 AS (Tabelle 43). Hypothetische NDV W-

Proteine mit 147 �t 227 AS (214 von 225 Isolate) stehen dabei im Einklang mit den von 

Steward et al. vorhergesagten W-Proteinen bei den NDV-Stämmen D26 (141 AS), Ulster 

(181 AS), Beaudette C (221 AS) und AV (228 AS) (Steward et al., 1993). Bei 11 Isolaten 

ergab sich nur ein ein bis zwei AS langer C-Terminus des W-Proteins. Ähnlich kurze W-

Proteine, die damit hauptsächlich aus dem P-Protein N-Terminus bestehen, wurde 

bereits für weitere Paramyxoviren, wie z. B. Masern-Viren und SV5 beschrieben (Liston 

& Briedis, 1994; Paterson et al., 1995). Trotz der variablen Länge der hypothetischen W-

Protein C-Termini wiesen diese Bereiche deutliche Homologien und einen hohen Anteil 

basischer AS auf (s. a. Abbildung 43, Anhang), wie zuvor von Steward et al. beschrieben 

(Steward et al., 1993). 
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Mit Hilfe der vorliegenden Sequenzdaten konnten bei einer massenspektrometrischen 

Untersuchung erstmals W-Protein-spezifische C-terminale Peptide für das velogene 

NDV Herts_I (Abbildung 8) nachgewiesen werden. Unter Anwendung des Logarithmus 

von Kolaskar und Tongaonkar et al. gelang es im Rahmen dieser Arbeit für 

weiterführende Untersuchungen ein NDV Cl30 bzw. NDV Herts_I W-spezifisches 

Peptidserum auf Grundlage von vorhergesagten C-terminalen antigenen Regionen 

(Abbildung 9) herzustellen. Einen Hinweis darauf, dass auch der W-Protein N-Terminus 

immunogen ist, gab das in Abbildung 12B mit dem HIS-�r-NDV Serum detektierte 

Bandenmuster, da sowohl das P-Protein, welches in großen Mengen während der 

Infektion in Zellen exprimiert wird, als auch die Proteine V und W, sowie der N-Terminus 

des P-Proteins (PCl30 1-133) unter Nutzung des genannten Serums detektiert wurden. 

Durch den Ausschluss N-terminaler antigener Determinanten wurde jedoch die 

Produktion von AK, die gegen den N-Terminus des W-Proteins und damit den 

gemeinsamen N-Terminus der P- und V-Proteine gerichtet sind, erfolgreich 

ausgeschlossen.  

Während jeweils das gegen Peptid 2 gerichtete Serum das korrespondierende W-

Protein sowohl im WB als auch in der IF nach Transfektion des entsprechenden 

Expressionsplasmides detektierte, war das gegen das jeweilige Peptid 1 gerichtete 

Serum in der IF nicht funktional (Abbildung 11). Dies könnte aus einer W-Protein 

Konformation resultieren, die das in Peptid 1 enthaltene Epitop unzugänglich macht. Die 

erfolgreiche Detektion der NDV Cl30 bzw. Herts_I W-Proteine durch Peptidserum 2 

sowohl in IF- als auch in WB-Analysen wiesen darauf hin, dass es sich bei dem durch 

Peptidserum 2 erkannten Epitop um ein sequenzielles handelt. Sequenzielle Epitope 

werden auch nach Denaturierung des Proteins erkannt und sind daher nicht von der 

räumlichen Struktur des Antigens abhängig (Najar et al., 2017). Das ist bei 

konformationellen Epitopen nicht der Fall, da diese erst durch die spezifische Faltung 

des Proteins aus nicht kontinuierlichen Abschnitten der AS-Sequenz entstehen (Barlow 

et al., 1986; Benjamin et al., 1984; Gershoni et al., 2007; Najar et al., 2017). 

Eine sich im WB zeigende Kreuzreaktivität des Serums �r�t���o�ï�ì��(Abbildung 13B, 

Abbildung 14A, Abbildung 15) deutete aufgrund einer massenspektrometrischen 

Analyse der detektierten 55 kDa-Bande auf eine Beteiligung des NP-Proteins hin. Es ist 

anzunehmen, dass NP in infizierten Zellen unspezifisch durch ein oder mehrere AK des 



D i s k u s s i o n  1 2 3  

 

�‰�}�o�Ç�l�o�}�v���o���v���r�t���o�ï�ì-Antiserums gebunden wird. Dies ist möglich, da polyklonale Seren 

eine Mischpopulation an AK enthalten, die von verschiedenen B-Zell-Klonen stammen 

(Luttmann et al., 2009). Ein potenzielles, strukturell ähnliches Epitop des NP müsste eine 

zum Teil oder auch komplett andere AS-Sequenz besitzen (Frank, 2002; Griffiths & 

Lucocq, 2014), da keine Sequenzhomologie zwischen den antigenen Regionen im W-

Protein C-Terminus und dem NP besteht. Da das NP, anders als nach Transfektion und 

Überexpression vom korrespondierenden Expressionsplasmid, nur in der Infektion bzw. 

in Assoziation mit weiteren NDV Virusproteinen im Viruspartikel (Abbildung 14A) durch 

�r�t���o�ï�ì��in WB-Analysen detektiert wurde, könnte die unspezifische Bindung des Serums 

an das Epitop auch mit einer spezifischen Konformation einhergehen. So kolokalisieren 

NP in infizierten Zellen mit den Proteinen P und L (Kho et al., 2004; Lamb & Parks, 2013) 

an unterschiedlichen Domänen, wodurch Konformationsänderung hervorgerufen 

werden könnten. 

Ähnliche Konformationsänderungen durch Protein-Protein-Interaktionen wurden zum 

Beispiel für das Protein gN des Epstein-Barr Virus beschrieben (Lake et al., 1998). Dieses 

liegt nach Auftrennung in der SDS-PAGE als eine rund 8 kDa Doppelbande vor, während 

es nach Co-Transfektion mit gM glykolysiert wird und bei einem Molekulargewicht von 

15 kDa detektierbar ist (Lake et al., 1998). 

Eine unspezifische Bindung an das NP-Protein konnte bei IF-Färbungen nicht festgestellt 

werden. Diese würde sich in der Markierung von sogenannten Einschlusskörperchen 

(Inclusion bodies) im Zytoplasma widerspiegeln, die mind. aus den Proteinen P und NP 

bestehen (Derdowski et al., 2008) und im Infektionsprozess generell auch die RNA-

abhängige RNA-Polymerase L und virale RNA (Zhang et al., 2013a) enthalten. Die 

Entstehung dieser Einschlusskörperchen ist ein generelles Phänomen bei Negativstrang 

RNA-Viren. Dort findet mutmaßlich die virale RNA Replikation und Transkription sowie 

die Akkumulation von Nukleokapsiden statt (Carlos et al., 2009; Garcia-Barreno et al., 

1996; Heinrich et al., 2010; Lahaye et al., 2009; Nakai & Imagawa, 1969).  

Die Entstehung neuer Epitope durch Aldehyd-basierte Proteinfixierung und -Vernetzung 

(Griffiths & Lucocq, 2014) bzw. die Maskierung oder Veränderung eines zuvor erkannten 

Epitopes durch die Fixierung bei der Vorbereitung der Präparate für die konfokale 

Mikroskopie ist im Rahmen dieser Arbeit nicht anzunehmen, konnte jedoch bereits für 

den monoklonalen Anti-Vimentin-AK beschrieben werden, der nachfolgend das Protein 
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Amelogenin detektierte (Josephsen et al., 1999). Wahrscheinlicher ist aber die 

Annahme, dass die Kreuzreaktivität auf das denaturierte NP beschränkt ist und das 

korrekt gefaltete NP-Protein in der IF �v�]���Z�š�����µ�Œ���Z�������•���r�t���o�ï�ì-Serum erkannt wird. 

 

Um unspezifischen Reaktionen des Serums zu begegnen, besteht die Möglichkeit der 

affinitätschromatographischen Reinigung (Griffiths & Lucocq, 2014) oder Präadsorption 

bzw. Absättigung mit der bekannten Kreuzreaktante (Burry, 2011; Pool & Buijs, 1988; 

Swaab et al., 1977). Davon wurde aber u. a. aufgrund der Gefahr, dass die AK mit der 

höchsten Affinität nicht oder nicht ausreichend eluiert werden können (Rhodes & 

Trimmer, 2006), abgesehen. Da für das W-Protein von vornherein geringe Mengen nach 

Infektion anzunehmen waren, erschien eine hohe Sensitivität des Serums als vorrangig.  

 

Trotz des rein rechnerisch ermittelten Molekulargewichtes des W-Proteins von 19,2 kDa 

(NDV Cl30) bzw. 19,1 kDa (NDV Herts_I) wurden spezifische Banden in WB-Analysen mit 

rund 30 kDa (NDV Cl30) und 35 kDa (NDV Herts_I) detektiert. Diese verlangsamte 

Migration der Proteine im SDS-Gel ist ein Phänomen, das bereits bei P-Proteinen und 

deren Editierungsprodukten verschiedener Negativstrang RNA-Viren beschrieben 

wurde (Curran et al., 1991b; Emerson & Schubert, 1987; Gallione et al., 1981; Huber et 

al., 1991; Pickar et al., 2014). N-terminale Bereiche reich an negativ geladenen AS und 

Phosphorylierungen werden dafür als Auslöser angesehen.  

Eingehend untersucht wurde das Phänomen der verlangsamten SDS-Gel-Migration u. a. 

für das Protein Def (Digestive organ expansion factor). Guan et al. beschrieben, dass es 

in Abhängigkeit vom prozentualen Anteil an Glutamin- und Asparaginsäure (Def: 35,6 %) 

zu einer linearen Korrelation zwischen dem in der SDS-PAGE ermittelten Molekular-

gewichtes des N-Terminus und dem rechnerisch ermittelten Molekulargewichtes 

kommt (Guan et al., 2015). Da die NDV Cl30 bzw. NDV Herts_I W-Proteine nur einen 

Anteil von 11,7 % bzw. 12,2 % der AS Asparagin- und Glutaminsäure aufweisen, das 

Molekulargewicht laut SDS-PAGE jedoch um bis zu 54 % (NDV Herts_I) abweicht, scheint 

noch ein weiterer Einflussfaktor für die verlangsamte Migration eine Rolle zu spielen. 

Die für diverse Proteine beschriebene rekonstruktive Denaturierung unter Einfluss von 

SDS (Jirgensons, 1976, 1978, 1980, 1981; Rath et al., 2009; Wu & Yang, 1981) könnte 

hier eine Erklärung bieten. Hierbei handelt es sich um eine Reorganisation der durch 
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Denaturierung zerstörten Proteinsekundärstruktur, sodass in einem Folgeschritt der 

Gehalt an Helices im Protein wieder ansteigt und dabei zum Teil den des nativen Proteins 

übersteigt (Jirgensons & Ross, 1982).  

 

Neben dem erstmaligen Nachweis des NDV W-Proteins in transfizierten und infizierten 

Zellen konnte seine Existenz in gereinigten Virionen für NDV Cl30 gezeigt werden 

(Abbildung 14). Die fehlende Inkorporation von W-Proteinen bei den rekombinanten 

Viren rNDVPdedVded und rNDVWstop untermauerte diesen Befund (Abbildung 24). 

Durch eine Kreuzreaktivität des W-spezifischen Serums mit dem NP bei immun-

elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte jedoch keine detailliertere 

Aussage zur Lokalisation des W-Proteins als Strukturprotein im Viruspartikel getroffen 

werden (Abbildung 25). 

Die Inkorporation von akzessorischen Proteinen wie dem W-Protein wurde ebenfalls 

bereits für das NDV V-Protein gezeigt (Mebatsion et al., 2001) und steht im Einklang mit 

Studien bei anderen Paramyxoviren. Sowohl bei Nipah-Viren (C, V, W), als auch bei SV5 

(V), Mumps- (V) und Hendra-Viren (V) konnten akzessorische Proteine als strukturelle 

Komponente des Virusartikels identifiziert werden (Lo et al., 2009; Paterson et al., 1995; 

Shiell et al., 2003; Takeuchi et al., 1990; Thomas et al., 1988), während dies bei Masern- 

und Sendai-Viren nicht zuzutreffen scheint (Curran et al., 1991b; Devaux & Cattaneo, 

2004; Kato et al., 1997b).  

Die Inkorporation des W-Proteins könnte auf den N-Terminus zurückgeführt werden, 

denn der N-Terminus des P-Proteins, der mit dem der V- und W-Proteine identisch ist, 

interagiert, wie für mehrere Paramyxoviren (z. B. SeV, SV5, MeV und hPIV-2) 

nachgewiesen wurde, mit monomer vorliegendem NP (Curran et al., 1991a; Curran et 

al., 1991b; Horikami et al., 1996; Precious et al., 1995; Randall & Bermingham, 1996; 

Tober et al., 1998; Watanabe et al., 1996; Witko et al., 2006). Die N-terminale Bindung 

von NDV P-Protein an NP wird jedoch kontrovers diskutiert (Jahanshiri et al., 2005; Qiu 

et al., 2016c). Ein weiterer Erklärungsansatz könnte die N-terminale Bindung des NDV 

W-Proteins an die Polymerase L darstellen. Diese Protein-Protein-Interaktion wurde in 

Studien zu Rinderpest-Virus V- und P-Proteinen beschrieben (Sweetman et al., 2001). 

Studien zur N-terminalen Bindung der Sendai-Virus P-, V- und W-Proteine an die 

Polymerase L konnten diesen Inkorporationsmeachanismus jedoch nicht eindeutig 
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bestätigen (Curran et al., 1991a; Portner et al., 1988; Smallwood et al., 1994). Ebenso 

könnte eine Bindung des NDV W-Proteins an virale RNA in Betracht gezogen werden, da 

insbesondere die V-Proteine des SV5, des Humanen Parainfluenzavirus Typ 2 und der 

Masernviren diese Fähigkeit besitzen (Lin et al., 1997; Nishio et al., 2006; Parks et al., 

2006).  

 

Mit dem kalkulierten Molekulargewicht von rund 19 kDa ist das NDV Cl30 W-Protein in 

der Lage, die Kernporen passiv zu passieren, da ein aktiver Transport durch den 

Kernporenkomplex erst ab einer Masse von 40 kDa notwendig ist (Bonner, 1978; Paine 

et al., 1975). Die starke nukleäre Akkumulation des NDV W-Proteins (Abbildung 16) und 

die Vorhersage einer zweigliedrigen NLS (Abbildung 17) ließen jedoch vermuten, dass 

das W-Protein einem aktiven Transport in den Zellkern unterliegt. Dies konnte durch 

Mutation der NLS und dem darauffolgenden Nachweis des Proteins im Zytoplasma 

bestätigt werden (Abbildung 18, Abbildung 19, Abbildung 21).  

N-terminal mCherry-getaggte W-Proteine akkumulierten trotz erhöhten 

Molekulargewichts im Zellkern, was abermals den Befund des aktiven Transportes des 

W-Proteins unterstützte. Die erneute Lokalisation im Zytoplasma nach NLS-Mutation 

bestätigte zudem die �^�‰���Ì�]�(�]�š���š�� �����•�� �r�t���o�ï�ì-Serums, welches, aufgrund der 

überlappenden Sequenz des für die Immunisierung verwendeten synthetischen Peptids 

mit dem C-terminalen basischen Cluster der NLS, eine geringere Affinität gegen die 

mutierte NLS-Sequenz aufwies. Die Bestätigung der nukleären Lokalisation im Zuge der 

Infektion ließ zudem ausschließen, dass die Akkumulation nach Transfektion ein Artefakt 

der Überexpression darstellte. 

Die Ergebnisse für das NDV W-Protein zeigten große Ähnlichkeiten mit dem Nipah-Virus 

W-Protein (Lo et al., 2009) und lassen eine ähnliche Funktion des Proteins vermuten 

(Shaw et al., 2005). 

 

Klassische zweigliedrige NLS wurden in der Vergangenheit mit der Konsensussequenz 

KRX10-12KRRK beschrieben, wobei die Länge der Linkersequenz mit dem Abstand der 

beiden Bindedomänen von Importin-�r�� �º�����Œ���]�v�•�š�]�u�u�š��(Fontes et al., 2003). In den 

letzten Jahren wurden jedoch zunehmend atypische zweigliedrige NLS beschrieben, die 

eine Linkerregion von bis zu 29 AS aufweisen (Djabali & Christiano, 2004; Krebs et al., 
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2010; Lange et al., 2010; Moore et al., 1998; Vasicova et al., 2013; Xiao et al., 2003). Zu 

diesen atypischen Motiven zählt auch die in dieser Arbeit identifizierte NLS mit einem 

19 AS umfassenden Linker (Abbildung 17). Den Aufbau betreffend ähnelt die NLS des 

NDV Cl30 W-Proteins (RX2KRX19RKX1RR) sowohl der für S. cerevisiae beschriebenen, 

zweiteiligen NLS KRIRX19KKAK des Proteins Isw1 (chromatin-remodeling complex 

ATPase) (Vasicova et al., 2013), als auch der NLS des Nipah-Virus W-Proteins 

RKX4RRX13KKXRX3RR (Shaw et al., 2005). Beide Proteine werden Importin-�r-abhängig in 

den Zellkern transportiert, sodass dieser klassische Transportmechanismus auch für das 

NDV Cl30 W-Protein anzunehmen ist. 

Durch Mutation der Armadillo Repeats 1 und 9 kann die Struktur der NLS-Bindungsstelle 

des Importin-�r�� �•�}�� �À���Œ���v�����Œ�š�� �Á���Œ�����v�U�� �����•�•�� �����Œ�� �d�Œ���v�•�‰�}�Œ�š�� �v�]���Z�š�� �À�}�o�o�•tändig abbricht, 

jedoch signifikant reduziert ist (Conti & Kuriyan, 2000). Dies könnte als zusätzlicher 

Nachweis für die Funktionalität der NLS herangezogen werden und würde zudem die 

Hypothese des Importin-�r-vermittelten Kerntransportes untersuchen. Mit Hilfe eines 

geeigneten Serums wäre auch die immunelektronenmikroskopische Analyse infizierter 

Zellen zur Lokalisation des W-Proteins denkbar. 

 

Die nukleäre Lokalisation des W-Proteins hatte auf die in vitro Replikation der 

Virusrekombinante rNDVW-NLSmut keinen Einfluss, da sie unverändert im Vergleich zum 

parentalen rNDVGu replizierte (Abbildung 21). Weder die unterbundene Akkumulation 

des W-Proteins im Zellkern, noch die aus der NLS-Mutation des W-ORFs resultierenden 

Nt- und AS-Austausche in den P- und V-Genen bzw. -Proteinen (Abbildung 20) 

beeinträchtigten die Virusreplikation. Eine lokalisationsspezifische Funktion des NDV W-

Proteins auf die Replikation deutete sich daher nicht an. Die Vorhersage von zweiteiligen 

NLS im C-Terminus der W-Proteine unterschiedlicher NDV-Stämme (Tabelle 44) 

unterstützt diese Annahme, da unabhängig vom Pathotyp und der Länge des 

vorausgesagten W-Proteins keine konservierte Kodierung einer C-terminalen 

zweiteiligen NLS bestätigt werden konnte.  

Im Gegensatz zum NDV W-Protein konnte für das Nipah-Virus W-Protein eine eng mit 

der nukleären Lokalisation assoziierte Funktion nachgewiesen werden (Shaw et al., 

2005; Shaw et al., 2004), da Nipah-Virus W-Proteine die Komplexierung von STAT1- und 
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STAT2-Proteinen im Zellkern bewirken (Ciancanelli et al., 2009; Rodriguez et al., 2004; 

Rodriguez & Horvath, 2004; Shaw et al., 2004).  

 

Die Virusrekombinanten rNDVPdedVded, rNDVWstop bzw. rNDVPF1dedVded, 

rNDVF1Wstop mit unterbundener W-Protein Expression, die eine mb bzw. pb AS-

Sequenz im F-Protein kodierten, zeigten, dass NDV Cl30 auch ohne das W-Protein zu 

Titern replizierten kann, die dem WT entsprechen (Abbildung 23, Abbildung 29). Eine 

essentielle Funktion des NDV W-Proteins bzw. seines spezifischen C-Terminus für die 

Virusvermehrung ist daher auszuschließen. 

Die vollständige Blockierung der W-Protein Expression für die zuvor genannten 

rekombinanten Viren konnte jedoch nicht eindeutig bestätigt werden (Abbildung 23, 

Abbildung 29). Für rNDVWstop und rNDVF1Wstop ist es u. a. möglich, das durch 

Mutation eingeführte Stoppkodon im W-ORF zu �cü�����Œ�P���Z���v�^. Dieser Prozess wurde bei 

verschiedenen zellulären und viralen Genen beschrieben (Beier & Grimm, 2001; Namy 

& Rousset, 2010) und ist dadurch gekennzeichnet, dass die Translation in 0,3 % bis          

5,0 % der Fälle erst am nächstfolgenden Stoppkodon terminiert wird (Bertram et al., 

2001). �����•�}�v�����Œ�•���c���µ�Œ���Z�o���•�•�]�P�^���]�•�š�����������]�������• Stoppkodon UGA (McCaughan et al., 1995). 

Alternativ wäre die Einführung mehrerer, aufeinanderfolgender Stoppkodons in den W-

kodierenden ORF möglich. Damit würde jedoch auch die AS-Sequenz der Proteine P und 

V stark verändert werden, woraus eine veränderte Funktion resultieren könnte. 

Für rNDV(F1)PdedVded wurden bei weniger als 0,1 % der infizierten Zellen insbesondere 

nukleoläre Strukturen nachgewiesen (Abbildung 23). Dies könnte auf die fehlende 

Korrekturfunktion der RNA-abhängigen RNA-Polymerase und das damit verbundene 

Vorkommen von RNA-Viren als sogenannte Quasispezies zurückzuführen sein. 

Quasispezies beschreibt eine sich verändernde Population aus nahe verwandten, aber 

mutierten Virus-Varianten (Domingo, 2002; Domingo et al., 1996; Domingo et al., 2012), 

die es dem Virus ermöglicht, sich an die Umwelt anzupassen und damit einen wichtigen 

Pathogenitätsfaktor bildet (Andino & Domingo, 2015; Barr & Fearns, 2010; Domingo & 

Holland, 1997). Die Mutationsrate liegt hierbei bei rund 10-5 bis 10-6 Nukleotiden pro 

Replikation (Barbezange & Jestin, 2005; Kalland et al., 1990; Sanjuan et al., 2010; Zhang 

et al., 2013b). 
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Eine entsprechende zufällige Mutation könnte die Deletion der Editierungsstelle im P- 

oder V-Gen umgangen haben, wodurch die Expression eines W-Proteins ermöglicht 

wurde. Das exprimierte Protein könnte dabei eine Sequenzveränderung in Form einer 

nukleolären Lokalisationssequenz (nucleolar localization signal, NoLS) tragen, die die 

Assoziation mit den Nukleoli bewirkt. Eine Konsensussequenz für NoLS konnte noch 

nicht beschrieben werden (Musinova et al., 2011; Song & Wu, 2005). Generell sind diese 

reich an basischen AS und positiv geladen, wodurch eine elektrostatische Interaktion mit 

negativ geladenen Proteinen bzw. der Nukleinsäure als möglich erachtet wird (Musinova 

et al., 2011).  

Ein Selektionsvorteil konnte auch nach mehrmaliger Passagierung der Viren nicht 

ermittelt werden. Da eine Akkumulation des W-Proteins in Nukleoli zuvor zudem nicht 

beobachtet werden konnte (vgl. Abbildung 16), sind damit assoziierte, essentielle 

Funktionen auszuschließen.  

 

Das Nipah-Virus W-Protein hat einen Einfluss auf die Immunantwort. Auch NDV besitzt 

ein zoonotisches Potential und Fälle von Konjunktivitiden in Verbindung mit typischen 

grippeähnlichen Symptomen wie allgemeines Unwohlsein, Fieber und Kopfschmerzen 

wurden schon mehrfach beschrieben (Hales & Ostler, 1973; Nelson et al., 1952; Trott & 

Pilsworth, 1965). 

Obwohl NDV in der Lage ist, in verschiedenen humanen (Tumor-) Zelllinien zu replizieren 

(Elankumaran et al., 2010), konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das 

NDV W-Protein nicht in der Lage ist, den humanen IFN-Signalweg in HEK293T-Zellen zu 

inhibieren (Abbildung 31). Ein Ausbleiben der IFN-antagonistischen Funktion des NDV 

W-Proteins aufgrund der Wirtsspezifität wurde auf Grundlage eines in dieser Arbeit 

etablierten IFN signaling Reporterassay unter Verwendung von Hühnerzelllinien 

untersucht. Dies war möglich, da die ISRE-Konsensussequenz des Reporterplasmides 

pISRE-FF der des MxA Genes des Huhns (Schumacher et al., 1994) (Abbildung 32) glich. 

Eine sequenzähnliche ISRE konnte ebenso für das Gen chUSP18 (chicken ubiquitin-

specific protease 18) beschrieben werden, dessen Expressionslevel experimentell durch 

Stimulation von DF-1-Zellen mit Hühner-IFN-�t�����Ì�Á�X���v�����Z���/�v�(���l�š�]�}�v���À�}�v�����&-1- und LMH-

Zellen mit rekombinanten Influenzaviren gesteigert werden konnte (Tanikawa et al., 

2017). 
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Es wurde daher für die Etablierung des Assays auf drei verschiedene Hühnerzelllinien 

(CEF, DF-1 und LMH) zurückgegriffen. Im Gegensatz zu CEF- und DF-1- konnte für LMH-

Zellen, die aufgrund ihrer hohen Verdopplungsrate (Kawaguchi et al., 1987) neben der 

Anzucht von NDV auch für die Vermehrung einer Vielzahl anderer Viren wie z. B. 

Hühneradenoviren, aviäre Reoviren oder aviären Herpesviren eingesetzt werden (Fuchs 

et al., 2007; Lu et al., 2015; Pan et al., 2017), keine oder nur eine geringe Induktion des 

untersuchten Signalweges erreicht werden (Abbildung 33). Dies könnte auf eine 

genetische Veränderung hindeuten, die die zelluläre Immunantwort betrifft und sich 

ebenso wie die veränderte Morphologie durch die hohe Anzahl der Passagierungen nach 

Dimethylnitrosamin-induzierter Entstehung eines hepatozellulären Karzinoms 

(Kawaguchi et al., 1987) entwickelt haben könnte. Diese Zelllinie wurde bisher nicht 

umfassend im Vergleich zu primären Zellen oder spontan immortalisierten Leberzellen 

charakterisiert, jedoch konnte beschrieben werden, dass das Aufnahmeverhalten bzw. 

der Stoffwechsel von Chemikalien verändert zu sein scheint (Gabis et al., 1996). LMH-

Zellen zeigen zudem einen gesteigerten mitochondrialen Sauerstoffverbrauch im 

Zusammenhang mit ATP-Synthese und dem Rückfluss von Protonen in die Matrix der 

Mitochondrien (Piekarski et al., 2014). 

Auch unter Verwendung von DF-1- und CEF-Zellen konnte kein Einfluss der NDV Cl30 

bzw. NDV Herts_I W-Proteine auf den Typ-I-IFN Signalweg, unabhängig von der 

transfizierten Konzentration der entsprechenden Expressionsplasmide, nachgewiesen 

werden (Abbildung 34).  

Die Funktionalität des Assays konnte jedoch nach Stimulierung mit Hühner IFN-�r durch 

die signifikant gesteigerte Expression der Firefly-Luziferase widergespiegelt werden 

(Abbildung 33). Da die Expression der Mx-Gene (klassische IFN-stimulierte Gene) von 

Säugetieren überwiegend durch IFN-�r�� �µ�v���� �/�&�E-�t�� �]�v���µ�Ì�]���Œ�š�� �Á�]�Œ���U�� �Á�]�Œ���� ���v�P���v�}�u�u���v�U��

dass dies auch für die Mx-Gene bei Hühnerzellen zutrifft, auch wenn bisher wenige 

experimentelle Daten dazu vorliegen (Schwarz et al., 2004). Die Induktion des IFN-�r/ �t-

Rezeptor (IFNAR) Signalings im beschriebenen Assay wurde daher durch die Behandlung 

mit rekombinantem Hühner IFN-�r�� ���Œ�Œ���]���Z�š�X��Von einer Verwendung von Hühner-IFN-�t��

zur Stimulierung des untersuchten Signalweges wurde abgesehen, da in einer Studie von 

Schwarz et al. bereits nachgewiesen wurde, dass in NDV-infizierten Zellen im Gegensatz 

zu Hühnerzellen nach Influenzavirus A-Infektion nur IFN-�r�� �µ�v���� �l���]�v�� �/�&�E-�t�� �]�u��ZKÜ 
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detektiert werden konnte (Schwarz et al., 2004). Dies steht im Gegensatz zu 

Säugerzellen, wo IFN-�t�����o�•�����]�������}�u�]�v���v�š�����/�&�E-Art beschrieben ist, die von viral infizierten 

Zellen produziert wird (Schwarz et al., 2004). Zusätzlich konnte bereits nachgewiesen 

werden, dass eine Vorbehandlung von CEF-Zellen mit Hühner-IFN-�r�����]�����Z���‰�o�]�l���š�]�}�v���À�}�v��

NDV bei nachfolgender Infektion beeinträchtigt (Park et al., 2003b).  

Ein Einfluss der Halbwertszeit von Hühner-IFN-�r�� ���µ�(�� �����v�� ���•�•���Ç�� �]�•�š��jedoch nicht 

auszuschließen, da es mit rund 36 min eine leicht geringere mittlere Halbwertszeit als 

humanes IFN-�t�� �u�]�š�� �í�� �Z�� �t 2 h besitzt (Radwanski et al., 1987; Sirri et al., 2008). Eine 

deutlichere Differenz ist zu humanem IFN-�r�������•���Z�Œ�]�������v�U�������•�•���v���,���o���Á���Œ�š�•�Ì���]�š���u�]�š���ð���Z- 

6 h angegeben ist (Radwanski et al., 1987).  

Der etablierte Assay bietet als Alternative zu klassischen Ansätzen in denen die 

Inhibition der IFN-�t-Produktion gemessen wird, die Möglichkeit auch potenzielle IFN-

Antagonisten weiterer Gefügelpathogene zu identifizieren oder bereits bekannte, wie 

das Protein NS1 von Geflügelinfluenza (Hayman et al., 2007), weitergehend zu 

untersuchen.  

 

Im Gegensatz zum NDV W-Protein inhibierte die Expression des Kontrollproteins VP24 

des Ebola Virus den Signalweg in humanen und Hühnerzelllinien signifikant (Abbildung 

31, Abbildung 34). VP24 ist bekannt dafür, den humanen IFN-Signalweg in Zellen 

effizient unterdrücken zu können, da es mit phosphorylierten STAT1-Molekülen um die 

Bindung an das spezifische Karyopherin der NPI-1 Subfamilie konkurriert, wobei VP24 

eine höhere Bindungsaffinität aufweist (Xu et al., 2014). Dadurch wird die Aktivierung 

von IFN-stimulierten Antwort-Elementen und damit die Expression IFN-stimulierter 

Gene deutlich vermindert. Der reguläre Transportprozess zwischen Zytoplasma und 

Zellkern ist jedoch unbeeinträchtigt, da sowohl phosphoryliertes STAT1 als auch VP24 

eine Bindestelle von NPI-1 besetzten, die sich nicht mit der klassischen NLS-Bindestelle 

überschneidet. Ein zeitgleicher Transport von STAT1-Proteinen und z. B. dem SV40 T-

Antigen, welches mit der klassischen NLS-Bindedomäne interagiert, konnte durch einen 

kompetitiven Assay bereits gezeigt werden (Sekimoto et al., 1997). 

Eine IFN-antagonistische Funktion des Ebola-Virus Proteins VP24 wurde bisher noch 

nicht in Hühnerzelllinien untersucht und konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt 

werden. Dies könnte auf eine starke AS-Sequenzhomologie zwischen der humanen und 
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der Hühner-NPI-1-Subfamilie hindeuten. Zudem demonstriert es, dass IFN-

inhibitorische Effekte in Abhängigkeit vom zugrundeliegenden Mechanismus in einer 

weiten Spanne von Spezies, auch in Nicht-Wirts-Spezies, Einfluss haben. So konnte u. a. 

bereits nachgewiesen werden, dass VP24 für eine Meerschweinchen- (Mateo et al., 

2011) und eine Mauszelllinie, nach vorheriger Adaptation an diesen Wirt (Ebihara et al., 

2006) als IFN signaling Inhibitor fungiert. Für Fledermäuse als natürliches Reservoir 

hingegen ist bisher unbekannt, ob VP24 mit STAT1 interagiert, wobei der JAK/STAT-

Signalweg laut mRNA-Studien unbeeinflusst zu bleiben scheint (Hölzer et al., 2016). 

 

Die fehlende IFN-antagonistische Funktion der NDV W-Proteine steht im Gegensatz zu 

der für das Nipah-Virus W-Protein ermittelten Komplexierung von STAT1- und STAT2-

Proteinen im Zellkern bzw. der Inhibierung der Phosphorylierung (Ciancanelli et al., 

2009; Rodriguez et al., 2004; Rodriguez & Horvath, 2004; Shaw et al., 2004). Eine 

immunmodulatorische Funktion des NDV W-Proteins auf einen anderen Bereich der 

angeborenen Immunantwort ist jedoch nicht auszuschließen und bedarf weiterer 

Studien, denn auch das Nipah-Virus W-Protein greift in die frühe Phase der zellulären 

Immunantwort ein. So bewirkt es durch einen induzierten Dosis-abhängigen Verlust der 

Phosphorylierung an Serin 396 im IFR3 C-Terminus, ein reduziertes Expressionslevel des 

Proteins P56. Dieses inhibiert die Translation durch die Bindung an Untereinheiten des 

eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors eIF3 (Hui et al., 2003). Insgesamt wird die 

Menge an IRF3 jedoch nicht verändert (Shaw et al., 2005). 

 

5.2  Das NDV V-Protein 

Fehlende Kompetenz zur Replikation konnte im Rahmen dieser Arbeit für NDV gezeigt 

werden, die kein V-Protein exprimieren. Trotz wiederholter Versuche gelang es nicht, 

das rekombinante Virus rNDVPded, bei dem die Editierungsstelle des P-Gens vollständig 

deletiert war, zu generieren (Abbildung 35). Ähnliche Ergebnis wurden für ein 

rekombinantes NDV Cl30 erhalten, welches eine ähnliche 6 Nt umfassende Deletion 

innerhalb der P-Gen-Editierungsstelle aufwies (394 - AAAAAG - 399 statt                                  

393 - TAAAAA - 398, Nt-Nummern beziehen sich auf den P-ORF) (Mebatsion et al., 2001). 

Erst durch eine pb F-Spaltstelle war es möglich, das Virus in 6-d alten, jedoch nicht in    

10-d alten embryonierten Hühnereiern zu vermehren, wobei die Titer im Vergleich zum 
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WT-NDV etwa 200 000-fach reduziert waren. Obwohl ein altersabhängig ausgeprägtes 

Immunsystem bei Hühnerembryonen vermutet wird (Huang et al., 2003), gelang es in 

dieser Arbeit allerdings auch unter Verwendung von 6- statt 10-d alten embryonierten 

Hühnereiern nicht, das rekombinante Virus rNDVPded zu vermehren. Die Einführung 

einer Sequenz kodierend für eine pb F-Spaltstelle in das Volllängenplasmid pNDVPded 

könnte dies, wie bei Mebatsion et al. beschrieben, vielleicht ändern. Sollte eine solche 

Rekombinante jedoch ebenfalls nicht zu vermehren sein, könnte dies ein Hinweis auf 

eine vollständige Unterbindung der co-transkrpitionellen Editierung sein. 

Vorangegangene Studien mit rekombinanten velogenen (Beaudette C) (Huang et al., 

2003) bzw. lentogenen (Hitchner B1) (Park et al., 2003a) NDV bei denen der Adenin-

Stretch der P-Gen-Editierungsstellensequenz durch eine Adenin-zu-Guanin-Substitution 

mutiert wurde, zeigten, dass diese annähernd vergleichbar mit dem WT in 6-d alten 

embryonierten Hühnereiern replizierten, jedoch mit einem 104-105-fachen Defizit in    

10-d bzw. 14-d alten Eiern. Ein auf dem NDV Cl30 basierendes rekombinantes Virus 

dieser Art, welches nach mehreren Passagen in 10-d alten Eiern vermehrt werden 

konnte, bestätigte hierbei, dass die Editierungsrate hin zur V-mRNA nur um etwa 20 % 

im Vergleich zum WT reduziert war und eine korrespondierende Menge an V-Protein 

exprimiert wurde (Mebatsion et al., 2001).  

Rekombinante lentogene NDV mit Stoppkodon im V-ORF nach der Editierungsstelle 

zeigten sowohl in 10-, als auch 6-d alten Embryonen einen deutlichen Replikationsdefekt 

(Mebatsion et al., 2001; Park et al., 2003a). Entsprechende Replikationsdefekte in vitro 

und/ oder in vivo wurden auch für weitere Paramyxoviren, wie u. a. SV5 und Sendai-

Viren beschrieben (Delenda et al., 1998; Kato et al., 1997a; Lin & Lamb, 2000). 

Da NDV mit unterdrückter V-Proteinexpression einen deutlich geringeren Replikations-

defekt in IFN-defizienten Ziellinien, wie z. B. Vero-Zellen, zeigten, wurde ein IFN-

antagonistischer Effekt des V-Proteins vermutet (Huang et al., 2003; Mebatsion et al., 

2001; Park et al., 2003a).  

 

Im Gegensatz zu rNDVPded war es möglich, die rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, 

dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts, die zur Unterdrückung der co-

transkriptionellen mRNA-Editierung ebenfalls eine Deletion der Editierungsstelle des P-

Gens aufwiesen, denen jedoch ein zusätzliches homo- oder heterologes V-Gen inseriert 
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wurde (Abbildung 36), in 10-d alten embryonierten Hühnereiern zu vermehren. Durch 

die Expression des homo- bzw. heterologen NDV V-Proteins konnte daher das zuvor 

vorhandene Replikationsdefizit aufgehoben werden.  

Die Expression der entsprechenden V-Proteine konnte nach Generierung eines 

Peptidserums gegen den C-terminalen Teil des V-Proteins von NDV R75/98 verifiziert 

werden (Abbildung 38), wobei die Spezifität des Serums durch Ausschluss von 

Kreuzreaktivität bestätigt wurde (Abbildung 37). Das leicht unterschiedliche 

Laufverhalten der NDV V-Proteine kann u. a. auf AS-Sequenzunterschiede in den 

Proteinen zurückzuführen sein, sowie auf posttranslationale Modifikationen oder die 

bereits beschriebene rekonstruktive Denaturierung unter Einfluss von SDS (Jirgensons, 

1976, 1978, 1980, 1981; Rath et al., 2009; Wu & Yang, 1981). Mit einem rechnerisch 

kalkulierten Molekulargewicht von 25,4 kDa (NDV Cl30, NDV Herts_I) bzw. 25,0 kDa 

(NDV R75/98) und Proteingrößen von rund 38 kDa in der SDS-PAGE war erneut das 

Phänomen der retardierten Migration im SDS-Gel zu beobachten (Curran et al., 1991b; 

Emerson & Schubert, 1987; Gallione et al., 1981; Huber et al., 1991; Pickar et al., 2014).  

Die verstärkte Detektionsrate der V-Proteine der rekombinanten Viren 

dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts im Vergleich zum 

parentalen rNDVGu resultiert z.T. aus den verwendeten Serumverdünnungen oder 

unterschiedlichen Bindungsaffinitäten der einzelnen Seren. Zudem ist die Expression der 

V-Proteine in den rekombinanten Viren gesteigert, da der Editierungsprozess umgangen 

wird und das V-Gen eigenständig und in Abhängigkeit vom Transkriptionsgradienten 

abgelesen wird (Collins & Bratt, 1973; Curran & Kolakofsky, 1999).  

Bei der Untersuchung der in vitro Replikationsfähigkeit der rekombinanten NDV mit 

lentogenem Genomhintergrund und Expression unterschiedlicher V-Proteine konnte 

keine Veränderung im Vergleich zum parentalen rNDVGu bestätigt werden (Abbildung 

39). Eine Analyse der Virulenz in äquivalenten rekombinanten Viren mit pb F-Spaltstelle 

könnten in einer in vivo Studien diese Hypothese deutlicher bestätigen oder widerlegen.  

Eine potenzielle IFN-antagonistische Aktivität der V-Proteine des lentogenen Stammes 

NDV Cl30 bzw. des velogenen NDV Herts_I im IFNAR Signalweg der angeborenen 

Immunantwort wurde unter Anwendung des neu etablierten IFN signling Assays in        

DF-1- und CEF-Zellen weitergehend untersucht. Während sich für DF-1-Zellen kein 

Einfluss der Expression der beiden NDV V-Proteine darstellen ließ, zeigte sich in CEF-
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Zellen zumindest für das V-Protein des velogenen NDV Herts_I ein inhibierender Effekt 

auf den IFN signaling Assay (Abbildung 40). 

Dieses Ergebnis deutet an, dass V-Proteine höher virulenter Stämme kompetenter in der 

Ausübung IFN-antagonistischer Funktionen sein könnten. Diese Aussage wurde bereits 

in vorangegangenen Studien formuliert, in denen IFN-antagonistische Eigenschaften 

ebenfalls auf Grundlage von Expressionsplasmiden für V-Proteine unterschiedlich 

virulenter NDV untersucht wurden (Alamares et al., 2010; Wang et al., 2019). V-Proteine 

hoch virulenter Stämme waren hierbei effizienter in der Unterdrückung der IFN-�t-

Produktion in einem Luziferase-Reporterassay (Wang et al., 2019) bzw. dabei die 

Replikation eines Fluoreszenzprotein-exprimierenden NDV zu fördern, nachdem die zu 

infizierenden Zellen durch vorhergehende Transfektion bereits einen antiviralen Status 

etabliert hatten (Alamares et al., 2010). Die Ergebnisse der in vitro Replikationskinetik 

auf CEF-Zellen bekräftigen diese Aussage jedoch nicht. 

 

Bisher beschriebene IFN-antagonistische Funktion der NDV V-Proteine werden u. a. auf 

deren Fähigkeit zurückgeführt, STAT1-Proteine in phosphorylierter oder un-

phosphorylierter Form Ubiquitin-abhängig zu degradieren (Huang et al., 2003; Qiu et al., 

2016b). Zudem wird beschrieben, dass das V-Protein durch eine Spezies-abhängige IFN-

antagonistische Aktivität die Wirtsspezifität von NDV vermittelt (Park et al., 2003a). Da 

die Ergebnisse zur STAT1-Degradation unter Verwendung von humanen Zelllinien (A549, 

2fTGH) bzw. Verozellen, die aus Nierenzellen der grünen Meerkatzen abstammen, 

erhalten wurden (Huang et al., 2003; Qiu et al., 2016b), könnte dies die wirtsspezifische 

Funktionsweise der NDV V-Proteine untermauern. So konnten auch Jang et al. keine 

STAT1-Degradation in DF-1-Zellen nachweisen (Jang et al., 2010). Dies würde die in 

dieser Arbeit beschriebene fehlende IFN-antagonistische Aktivität der NDV Cl30 bzw. 

Herts_I V-Proteine in DF-1 Zellen bestätigen.  

In weiteren Studien wurde ermittelt, dass V-Proteine eine verminderte Proteinkinase R-

Aktivität und eine geringere Expressionsrate der �î
;-�ñ
;-Oligoadenylatsynthetase 

bewirken, die in Abhängigkeit von der Entdeckung von dsRNA in der Zelle aktiviert oder 

exprimiert werden (Basler & Garcia-Sastre, 2002). Zudem wurden weitere IFN-

antagonistische Funktionen der V-Proteine von NDV und weiteren Paramyxoviren in den 

letzten Jahren im Zusammenhang mit Interaktionen zu RIG-I (retinoic acid inducible    
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gene I) und MDA5 (melanoma differentiation antigen 5) (Childs et al., 2007; Irie et al., 

2012) beschrieben. Diese Proteine sind RNA-Helikasen, die dsRNA im Zytosol der Zelle 

detektieren und daraufhin eine Signalkaskade auslösen, die eine Typ-I-IFN Expression 

zur Folge hat (Schenten & Medzhitov, 2011). Sie sind Teil der Phase der IFN-Produktion 

in der Zelle und der Effekt auf diese Proteine wurde in dem hier neu etablierten Assay 

nicht untersucht (Donohue et al., 2019; Wang et al., 2019). 

 

In den Pilotstudien zur Untersuchung eines replikationsfördernden Effektes von NDV V-

Proteinen nach Vortransfektion von V-exprimierenden Plasmiden bzw. nach 

Vorbehandlung von CEF-Zellen mit IFN konnte jedoch kein solcher Einfluss festgestellt 

werden (Abbildung 41, Abbildung 42). Im Gegensatz dazu wurden geringere Virustiter 

nach Vortransfektion von CEF-Zellen mit V-exprimierenden Plasmiden ermittelt 

(Abbildung 41). Dies geht einher mit der Erkenntnis, dass die Transfektion von CEF-

Zellen, wahrscheinlich durch die Entstehung doppelsträngiger RNA bei der Transkription 

vom Expressionsplasmid, zur Produktion von IFN-�r�l�t�� �(�º�Z�Œ�š�� �µ�v���� �•�}�u�]�š�� ���]�v�� ���v�š�]�À�]�Œ���o���Œ��

Status in den Zellen etabliert wird (Park et al., 2003b). Signifikante Unterschiede bei der 

Verzögerung der Replikation bzw. der Aufhebung dieser Verzögerung durch die 

verschiedenen V-Proteine sind erst nach mehrmaliger Durchführung bewertbar. 

Nach Vorbehandlung von CEF-Zellen mit steigenden Dosen IFN-�r�� �l�}�v�v�š�� keine 

verminderte Replikationsrate des rekombinanten Virus rNDVGu detektiert werden, wie 

es bereits für NDV Beaudette C von Huang et al. beschrieben wurde. In diesen 

Untersuchungen reduzierte sich der Virustiter nach Vorbehandlung der Zellen mit                     

10 000 u/ml IFN-�r�� �µ�u�� �����•�� �í 000-fache (Huang et al., 2003). Zudem konnte auch in 

diesem Fall kein Trend einer verminderten oder gesteigerten Replikationsrate der 

rekombinanten Viren dedGu5VmutCl30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts im 

Vergleich zu rNDVGu ermittelt werden (Abbildung 42). Wiederholungen dieses 

Versuchen könnten auch hier weiteren Aufschluss geben.
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6 �•�µ�•���u�u���v�(���•�•�µ�v�P 

Wie andere Vertreter der Paramyxoviridae vergrößert das NDV durch Editierung von 

Transkripten seine Kodierungskapazität. Durch co-transkriptionelle mRNA-Editierung 

kodiert das P-Gen beim NDV sowohl für das P-, das V-, als auch das W-Protein. Die drei 

Proteine gleichen sich N-terminal, wohingegen die C-Termini in Länge und AS-

Zusammensetzung variieren. Während sowohl Expression als auch Inkorporation des P- 

und V-Proteins in das NDV-Partikel nachgewiesen wurde, gab es bisher keinen Beweis 

für die Existenz des W-Proteins. 

Für den Nachweis der Expression des NDV W-Proteins wurden W-spezifische Seren auf 

Grundlage von Peptiden generiert, welche im spezifischen C-Terminus lokalisiert waren 

und vorhersagbare antigene Regionen beinhalteten. Je eines der Kaninchenseren 

ermöglichte die Detektion von Plasmid-exprimiertem NDV W-Protein, sowie W-Protein 

in infizierten Zellen mittels indirekter IF und WB-Analyse. 

Eine Inkorporation des W-Proteins in NDV-Virionen deuteten WB- und massen-

spektrometrische Analysen an, während die Abwesenheit des Proteins für 

rekombinante NDV deren W-Protein Expression durch unterschiedliche Mutations-

ansätze unterbunden wurde, in infizierten Zellen und Viruspartikeln bestätigt werden 

konnte. 

Untersuchungen infizierter Zellen mit Hilfe konfokaler Mikroskopie zeigten eine 

Akkumulation des W-Proteins im Zellkern. Diese Lokalisation wurde auf eine 

zweigliedrige NLS im spezifischen C-Terminus zurückgeführt und die Funktionalität der 

NLS anhand der zytoplasmatischen Verteilung des Proteins in transfizierten bzw. 

infizierten Zellen nach Mutation der zwei basischen Cluster bestätigt. 

Vergleichende Untersuchungen rekombinanter und WT-NDV zeigten keinen Einfluss der 

NLS bzw. der Expression des W-Proteins auf die Virusreplikation in vitro.  

Bei der Analyse wirtsspezifischer, IFN-antagonistischer Funktionen des NDV W-Proteins 

in der späten Phase der Typ-I-IFN-Antwort mit Hilfe eines Hühnerzell-basierten IFN 

signaling Assays konnte sowohl für das W-Protein eines lentogenen (NDV Cl30), als auch 

eines velogenen NDV-Stammes (NDV Herts_I) kein inhibierender Effekt auf den 

untersuchten Signalweg gezeigt werden. Stattdessen deutete sich für das NDV Cl30 W-

Protein ein aktivierender Effekt an. 
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Sequenzanalysen zur Vorhersagbarkeit von W-Proteinen bzw. C-terminal kodierten NLS 

in NDV-Stämme unterschiedlicher Virulenz und Genotypen ließen keinen Rückschluss 

auf einen Einfluss des W-Proteins auf die Pathogenität von NDV zu. 

 

Im Gegensatz zum W-Protein war die Expression des NDV V-Proteins essentiell für die 

Replikation von NDV in vitro und in ovo. 

Für die Analyse des Einflusses von V-Proteinen unterschiedlicher Herkunft auf die 

Replikation eines lentogenen NDV in vitro wurden diese in verschiedenen 

rekombinanten Viren von einem zusätzlich inserierten ORF exprimiert und die 

Expression der homo- und heterologen V-Proteine durch stammspezifische Seren 

überprüft, wofür im Vorfeld ein NDV R75/95 V-spezifisches Peptidserum generiert 

wurde. Keines dieser rekombinanten Viren zeigte Replikationsvorteile in vitro im 

Vergleich zum parentalen Virus.  

Ein Hinweis auf einen Einfluss der Herkunft des V-Proteins konnte mit Hilfe des 

Hühnerzell-IFN signaling Assays erhalten werden. Während das V-Protein eines 

lentogenen NDV (NDV Cl30) keinen inhibierenden Effekt zeigte, deutete sich ein leicht 

inhibierender Effekt für das velogene NDV Herts_I V-Protein in einer Zelllinie an. 

Pilotstudien zur potenziellen IFN-antagonistischen Funktion des V-Proteins wurden nach 

vorheriger Transfektion und Überexpression von V-Proteinen unterschiedlicher 

Pathotypen bzw. nach Vorbehandlung von Zellen mit Hühner-IFN-�r vor Infektion 

durchgeführt. Die Replikation des korrespondierenden WT-Viruses bzw. rekombinanten 

Virus mit homo- oder heterologer V-Proteinexpression war in vitro in beiden Fällen nicht 

verändert. 
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Like other members of the Paramyxoviridae, NDV enlarges its coding capacity by 

differential editing of transcripts. Due to co-transcriptional mRNA-editing the 

phosphoprotein gene encodes the phospho- (P), V-, and W protein. The three proteins 

share a common N-terminus but specify C-termini differing in length and amino acid 

composition. Whereas the expression and incorporation into NDV particles has been 

demonstrated for NDV P- and V proteins, evidence for the existence of a W protein was 

lacking. 

W-specific antipeptide sera were generated to analyze expression of the NDV W protein 

based on peptides located in the unique C-terminal W protein amino acid sequence that 

encompassed predicted antigenic sites. The corresponding rabbit sera enabled the 

detection of plasmid-expressed W protein as well as W protein expression during 

infection by indirect immunofluorescence and Western blot analyses.  

Incorporation of W protein into viral particles was indicated by Western blot and mass 

spectrometric analyses. In contrast, W protein was absent in infected cells and viral 

particles of newly generated recombinant NDV lacking W protein expression. Absence 

of W protein expression was achived by two different mutational approaches. 

Confocal microscopic analyses revealed a nuclear accumulation of W protein of NDV in 

infected cells, attributed to a bipartite nuclear localization sequence within its unique C-

terminal part. Functionality of the NLS was confirmed by mutation of the two basic 

clusters leading to redistribution of the W protein to the cytoplasm in transfected and 

infected cells after. 

Comparative studies of recombinant and wildtype NDV indicated no influence of the NLS 

or W protein expression itself on in vitro NDV replication. 

A potiential host specific IFN-antagonistic function of NDV W proteins in the late phase 

of the type I-IFN-response was adressed after establishing an IFN-assay based on chicken 

cell lines. W proteins of either lentogenic (NDV Cl30) or velogenic (NDV Herts_I) NDV 

strains demonstrated no inhibitory effect on the corresponding signalling pathway. 

However, a slight activating effect was indicated for the NDV Cl30 W protein. 

W proteins or presence of C-terminally located NLS are compared for NDV strains of 

varying virulence and genotype using sequence analyses but allowed for no conclusion 

about the influence of W proteins on NDV pathogenicity. 
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In contrast to NDV W proteins, V protein is essential for NDV replication in vitro and in 

ovo.  

Recombinant viruses with a lentogenic background encoding additional V proteins of 

variable origin were generated and analysed for their replication behavior in vitro. In 

comparison to the parental strain none of the recombinant viruses displayed a 

replicative benefit. The expression of homo- or heterologous V proteins was succesfully 

confirmed by strain specific sera, including an NDV R75/98 V-specific peptide serum.  

Analysis of V proteins from differing NDV pathotypes indicated an influence in the 

chicken cell line IFN-assay. Whereas the V protein of a lentogenic NDV strain (NDV Cl30) 

demonstrated no IFN-antagonistic effect, the NDV Herts_I V protein inhibited the 

signaling pathway in a specific cell line.  

Additionally, a potential IFN-antagonistic function of NDV V proteins was investigated in 

pilot studies by in vitro replication kinetics. For this purpose, V proteins from varying 

pathotypes were transfected and overexpressed in cells, or cells were treated with 

chicken IFN-�r�� �����(�}�Œ���� �]�v�(�����š�]�}�v�X�� �/�v�(�����š�]�}�v�� �Á�]�š�Z�� �š�Z���� ���}�Œ�Œ���•�‰�}�v���]�v�P�� �Á�]�o���� �š�Ç�‰���� �}�Œ��

recombinant viruses expressing a homo- or heterologous V protein respectively 

displayed no alteration of replication.  
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11.1 Abkürzungsverzeichnis 

A  Adenin 

A. dest (Aqua destillata) steriles 

destilliertes Wasser  

AK  Antikörper 

APMV  Aviäre Paramyxoviren 

APS  Ammoniumperoxodisulfat 

AS  Aminosäure 

ATV  Alsevers-Trypsin-Versen-

  Lösung 

BSA  (bovine serum albumin) 

  Albumin Fraktion V 

bp  Basenpaar 

bzw.  beziehungsweise 

C  Cytosin 

C-terminal carboxyterminal 

C-Terminus Carboxyterminus 

ca.  circa 

CCLV  (Collection of Cell Lines in 

  Veterinary Medicine)  

  Zellkultursammlung 

CEF (chicken embryo fibroblast) 

Hühnerembryofibroblast  

Cl30  Clone 30 

CsCl  Cäsiumchlorid 

d  (days) Tage 

DNA  (deoxyribonucleic acid)  

  Desoxyribonukleinsäure 

ddNTP  Didesoxyribonukleosid- 

  Triphosphaten 

dNTP  Desoxyribonukleosid- 

  Triphospaten 

ds  doppelsträngig 

E. coli  Escherichia coli 

G  Guanin 

GAS  gamma-aktivierte  

  Sequenzen 

F0-Protein Vorläuferprotein 

F-Protein Fusionsprotein 

FITC  Fluoresceinisothiocyanat 

FKS  fetales Kälberserum 

h  (hour) Stunde 

HA  Hämagglutination 

HCl  Chlorwasserstoffsäure/ 

  Salzsäure 

HEK (human embryonic kidney 

cell) humane embryonale 

Nierenzelle 

HIS  Hyperimmunserum 

HN-Protein Hämagglutinin-  

  Neuraminidase- 

  Protein 

hpi (hours post infection)               

h nach der Infektion 

hpt  (hours post transfection) 

  Stunden nach Transfektion 

ICTV  (International Committee on 

  Taxonomy of Viruses)  

  Internationales Komitees 

  für Virustaxonomy 

ICPI  (intracerebral pathogenicity 

  index) intrazerebraler  

  Pathogenitätsindex 

IF  Immunofluoreszenz 

IFN  Interferon 
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IFNAR  Interferon-�r/ �t-Rezeptor 

IgG  Immunglobulin G  

IGR  intergene Region 

IPTG  Isopropyl-�t-D-  

  thiogalactopyranosid 

ISRE  (IFN stimulated response 

  element) IFN-stimuliertes 

  Antwortelement 

IVPI  (intravenous pathogenicity 

  index) intravenöser  

  Pathogenitätsindex 

kb  Kilobasen 

kDa  Kilodalton 

KID  Kultur infizierende Dosis 

L-Protein RNA-abhängige RNA- 

  Polymerase 

LB  Luria-Bertani 

LF2000  Lipofectamine 2000 

LF3000  Lipofectamine 3000 

LMH  (liver cells of a male leghorn 

  chicken) hepatozelluläre 

  Karzinomzellen des  

  männlichen Leghorn  

  Haushuhn  

M-Protein Matrixprotein 

mb  monobasisch 

MDT  (mean death time) mittlere 

  Sterberate 

mg  Milligramm 

min  Minute 

mind.  mindestens 

ml  Milliliter 

mM  Millimolar 

MOI  (multiplicity of infection) 

  Multiplizität der Infektion 

mRNA  (messenger RNA) Boten-

  RNA 

mut  mutierte Poly-A-Sequenz in 

  der P-Gen-Editierungsstelle  

n. a.   nicht annotiert 

NCR  (non-coding region) nicht-

  kodierende Region 

NDV  Newcastle Disease Virus 

ng  Nanogramm 

NLS  (nuclear localization  

  sequence) Kernlokalisations-

  sequenz 

nm  Nanometer 

NoLS (nucleolar localization 

signal) nukleolären 

Lokalisationssequenz 

NP  Nukleoprotein 

Nt  Nukleotid 

N-terminal aminoterminal 

N-Terminus Aminoterminus 

OAS  2´,5´-Oligoadenylat- 

  synthetase 

O.I.E  (Office International des 

  Epizooties)   

  Weltorganisation für  

  Tiergesundheit 

ORF  (open reading frame)  

  offener Leserahmen 

PAGE   Polyacrylamidgel- 

  elektrophorese 

Pathotyp Pathogenitätstyp 

P-Gen  Phosphoproteingen 

PKR  Proteinkinase R 

P-Protein Phosphoprotein  

pb  polybasisch  
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PBS  (phosphate buffered saline) 

  Phosphatgepufferte  

  Salzlösung 

PCR (polymerase chain reaction) 

Polymerase-Kettenreaktion 

POD  Peroxidase 

Präp  Präparation 

QM9  (quail muscle cells)  

  Myoblasten der Japanischen 

  Wachtel  

RLU  (relative light units) relative 

  Lichteinheiten 

RNA  (ribonucleic acid)  

  Ribonukleinsäure 

RNP  Ribonukleoprotein 

rpm  (revolutions per min)  

  Umdrehungen pro Minute 

RT  Raumtemperatur 

s  Sekunde 

s. a.  siehe auch 

SDS  (sodium dodecyl sulfate) 

  Natriumdodecylsulfat 

sGP  sekretiertes Glykoprotein 

SPF  spezifisch pathogenfrei  

ss  (single stranded)  

  einzelsträngig 

T  Thymin 

TAE  Tris-Acetat-EDTA-Puffer 

TBS  (Tris-buffered saline) Tris-

  gepufferte Kochsalzlösung 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

U  Uracil 

u  (unit) Einheit 

u. a.  unter anderem 

ÜN  über Nacht 

V  Volt 

vgl.  vergleiche 

WB  Western Blot 

WT  Wildtyp 

X-Gal 5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-ß-

d-galaktosid 

z. B.  zum Beispiel 

ZKÜ  Zellkulturüberstand 

(-)  negative Polarität 

(+)  positive Polarität 

3  ́  Phosphatende der DNA 

5  ́  Hydroxylgruppenende der 

  DNA
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Aminosäuren (Einbuchstabencode): 

A Alanin 

R Arginin 

N Asparagin 

D Asparaginsäure 

C Cystein 

Q Glutamin 

E Glutaminsäure 

G Glycin 

H Histidin 

I Isoleucin 

L Leucin 

K Lysin 

M Methionin 

F Phenylalanin 

P Prolin 

S Serin 

T Threonin 

W Tryptophan 

Y Tyrosin 

V Valin 
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11.4 P-Gensequenz Herts_I 

Alignment der P-ORF Nt-Sequenzen des in dieser Arbeit verwendeten NDV-Stammes Herts_I 
und des WT-NDV Herts33/56 (Gen-Bank Accession-Nr. AY741404). Nt-Nummern (hochgestellt) 
beziehen sich auf das Gesamtgenom. Nt-Austausche im Vergleich zu NDV Herts33/56 sind grau 
hinterlegt.  

 

Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts 33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 

1887AUGGCCACCUUUACAGAUGCGGAGAUCGACGAACUAUUCGAGACUAGUGG1936 
1887AUGGCCACCUUUACAGAUGCGGAGAUCGACGAUAUAUUUGAGACCAGCGG1936 
 
1937AACUGUCAUUGACAGCAUAAUUACGGCUCAAGGCAAACCGGCAGAGACCG1986 
1937AACUGUCAUUGACAGCAUAAUUACGGCCCAGGGUAAAUCAGCAGAGACUG1986 
 
1987CCGGAAGGAGUGCAAUCCCACAAGGCAAGACCAAAGCUCCGAGCGCAGCA2036 
1987UCGGGAGGAGCGCAAUCCCACAAGGCAAGACCAAAGCGUUAAGCGCAGCA2036 
 
2037CGGGAGAAGCAUGGGAGUACCCAGUCGCCGGCCAGCCAAGACACCCCUGA2086 
2037UGGGAGAAGCAUGGGAGCAUCCAACCACCGGCCAGCCAGGAUAACCUUGA2086 
 
2087UCUACAAGACAGAUCAGACAAACAGCAGUCCACAACUGAACAAGUGAUUC2136 
2087CCAACAGGAUAGAUCAGACAAACAGCCAUCCACACCUGAACAGGCGACUC2136 
 
2137CACACGACAGCCCGUCAGUCACAUCCACCGACCAGCCCUCUGUCCAGGCU2186 
2137CACAUAACAGCCCGCCGGCCACAUCUACCGACCAGCCCCCCACCCAGGCC2186 
 
2187ACAGAUGAGACCGGUGACACACAGCUCAAAACUGGAGCAAGUAACUCUCU2236 
2187GCAGGCGAGGCCGGCGACACACAGCUCAAGACCGGAGCAAGCAACUCACU2236 
 
2237GCUGUCAAUGCUCGACAAGCUCAGCAAUAAGUCGUCCAAUGCUAAAAAAG2286 
2237UUUGUCGAUGCUCGACAAGCUUAGCAAUAAAUCGUCUAAUGCUAAAAAGG2286 
 
2287GCCCAUGGUCGAGCCCUCAAGAGGGGCACCAACAACGUCAGACGCAACAG2336 
2287GCCCAUGGUCGAGUCCCCAGGAAGGGCAUCAUCAACCUCCGCCCCAACAG2336 
 
2337CAAGGGAAUCUACCAAGCCGUGGAAACAGUCAAGGGAGACCGCAGAACCA2386 
2337CAGGGGAGUCAACCGAGCCGCGGGAACAAUCAGGAAAGACCGCAAAACCA2386 
 
2387GGCCAAGGCUGCCCUUGGAAACCAGGGCACAGGCGUGAACAUAGCAUAUC2436 
2387GGCCAAGGCCGCCCCUGGAGACCGGGGCACAGACGCGAGCACAGCAUAUC2436 

Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 

Herts_I 
Herts33/56 

2437AUGGACAAUGGGAGGAGUCACAACGGUCAGCUGGUGUAAUCCCUCAUGCU2486 
2437CUGGACAAUGGAAGGAGUCACAACUAUCAGCUGGUGUAACCCCUCAUGCG2486 
 
2487CUCCGAUCAGAGCAGAGCCAAGACAAUACUCCUGCACCUGUGGAUCAUGU2536 
2487CCCCGGUCAGGGCAGAGCCAAGACAAUACUCCUGCACUUGUGGAUCAUGU2536 
 
2537CCAGCUACCUGUAGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUAUGAUGGAGGCGA2586 
2537CCAGCUACCUGUCGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUAUGAUGGAGGCGU2586 
 
2537CCAGCUACCUGUAGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUAUGAUGGAGGCGA2586 
2537CCAGCUACCUGUCGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUAUGAUGGAGGCGU2586 
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Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 
Herts_I 
Herts33/56 
 

2587UAUCACAGAAGAUAAGUAAAGUUGACUAUCAGUUAGACCUCGUCUCUAAA2636 
2587UAUCACAGAGGGUAAGUAAAGUUGACUAUCAGUUAGACCUAGUUUUAAAA2636 
 
2637CAGACAUCCUCCAUCCCCUUGAUGAGGUCUGAAAUCCAACAGCUGAAAAC2686 
2637CAGACAUCCUCCAUCCCCAUGAUGCGGUCCGAAAUCCAGCAGCUAAAAAC2686 
 
2687AUCUGUUGCAGUCAUGGAAGCCAAUUUGGGAAUGAUGAAAAUUCUGGACC2736 
2687AUCCGUUGCGGUCAUGGAAGCCAAUUUGGGCAUGAUGAAAAUUCUGGACC2736 
 
2737CUGGUUGUGCUAACAUUUCAUCUCUAAGUGAUCUACGGGCAGUCGCCCGA2786 
2737CUGGUUGUGCUAACGUUUCUUCUCUAAGUGAUCUACGGGCAGUUGCCCGA2786 
 
2787UCUCACCCAGUUUUAGUUGCAGGGCCCGGGGAUCCAUCUCCUUAUGUGAA2836 
2787UCCCAUCCAGUUUUAAUUUCAGGUCCCGGAGAUCCAUCUCCUUAUGUGAC2836 
 
2837UCAAAGUGGUGAGAUGGCACUCAAUAAACUUUCGCAACCGGUGCAACAUC2886 
2837GCAAGGGGGUGAAAUGGCACUCAAUAAACUUUCACAACCAGUGCUACAUC2886 
 
2887CAUCUGAGUUGAUUAAACCUGCUAUGGCGGGCGGGCCUGAUAUAGGUGUG2936 
2887CUUCUGAGUUAAUUAAACCUGCCACGGCAAGCGGGCCUGACAUGGGAGUA2936 
 
2937GAGAAGGACACUGUUCGUGCAUUGAUCAUGUCACGCCCAAUGCAUCCGAG2986 
2937GAGAAGGACACUGUCCGUGCAUUGAUCACCUCACGUCCGAUGCAUCCGAG2986 
 
2987CUCCUCAGCCAAGCUCUUGAGCAAGCUGGAUGCAGCCGGGUCGAUAGAAG3036 
2987CUCCUCAGCUAAGCUCCUGAGUAAGCUGGAUGCAGCCGGGUCGAUUGAAG3036 
 
3037AAAUCAGAAAAAUCAAGCGCCUUGCGCUGAAUGGCUAA3074 
3037AGAUCAGGAAAAUCAAGCGCCUUGCGCUGAAUGGCUGA3074
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11.5 NDV-Isolate zur Vorraussage hypothetischer W-Proteine und C-

terminal kodierter NLS 

Auflistung der GenBank Acc. No. der NDV-Isolate, die für die Vorraussage hypothetischer W-
Proteine und C-terminal kodierter NLS herangezogen wurden (s. a. Tabelle 43, Tabelle 44). 

 

AB605247 

AB853926 

AB853927 

AB853928 

AF077761 

AF309418 

AF375823 

AF431744 

AJ880277 

AY225110 

AY562985 

AY562986 

AY562987 

AY562988 

AY562989 

AY562990 

AY562991 

AY741404 

AY845400 

AY865652 

AY935489 

AY935490 

AY935491 

AY935492  

AY935493 

AY935494 

AY935495 

AY935496 

AY935497 

AY935498 

AY935499 

AY935500 

DQ060053 

DQ097394 

DQ485229 

DQ485230 

DQ485231 

DQ486859 

DQ659677 

EF026579 

EF026583 

EF065682 

EF201805 

EU140955 

EU167540 

EU289028 

EU289029 

EU293914 

EU546165 

FJ386392 

FJ386393 

FJ386394 

FJ386395 

FJ386396 

FJ410145 

FJ410147 

FJ430159 

FJ430160 

FJ436302 

FJ436303 

FJ436304 

FJ436305 

FJ436306 

FJ751918 

FJ751919 

FJ754271 

FJ754272 

FJ754273 

FJ766526 

FJ766527 

FJ766528 

FJ766529 

FJ766530 

FJ766531 

FJ872531 

FJ939313 

FJ986192 

GQ288377 

GQ288378 

GQ288379 

GQ288380 

GQ288381 

GQ288382 

GQ288383 

GQ288384 

GQ288385 

GQ288386 

GQ288387 

GQ288388 

GQ288389 

GQ288390 

GQ288391 

GQ288392 

GQ338309 

GQ338310 

GQ338311 

GQ429292 

GQ429293 

GQ849007 

GQ918280 

GQ994433 

GQ994434 

GU143550 

GU187941 

GU564399 

GU585905 

GU978777 

HM063422 

HM063423 

HM063424 

HM063425 

HM117720 

HM125898 

HM188399 

HM357251 

HQ266602 

HQ266603 

HQ317394 

HQ317395 

HQ697254 

HQ697255 

HQ717357 

HQ839733 

HQ902590 

JF340367 

JF343538 

JF343539 

JF795531 

JF827026 

JF827027 

JF950509 

JF950510 

JF966385 

JF966386 

JF966387C 

JN400895 

JN400896 

JN400897 

JN599167 

JN618348 

JN618349 

JN631747 

JN653339 

JN653340 

JN682210 

JN682211 

JN800306 

JN986837 

JN986838 

JN986839 

JQ015295 

JQ015296 

JQ015297 

JQ247691 

JQ979176 

JQ993431 

JX012096 

JX110635 

JX119193 

JX193074 

JX193075 

JX193076 

JX193077 

JX193078 

JX193079 

JX193080 

JX193081 

JX193082 

JX193083 

JX316216 

JX390609 

JX393313 

JX401403 

JX401404 

JX401405 

JX443519 

JX486550 

JX486551 

JX486552 

JX486553 

JX486554 

JX486555 

JX486556 

JX486557 

JX519467 

JX524203 

JX532092 

JX854452 

JX867334 

JX901109 

JX901110 

JX974435 

KC152048 

KC152049 

KC246549 

KC461214 

KC542892 

KC542893 

KC542894 

KC542895 

KC542896 

KC542897 

KC542898 
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KC542899 

KC542900 

KC542901 

KC542902 

KC542903 

KC542904 

KC542905 

KC542906 

KC542907 

KC542908 

KC542909 

KC542910 

KC542911 

KC542912 

KC542913 

KC542914 

KC551967 

KC844235 

KC894391 

KC920893 

KJ736742 

Y18898 

 

11.6 Konsensus-AS-Sequenz der NDV W-Proteine 

 

 
Abbildung 43: Konsensussequenz der vorhergesagten W-Protein C-Termini 
 Die Verteilung der einzelnen AS an den definierten Positionen im W-Protein C-Terminus                       

(AS 135 �t 227 ��  Position 5 �t 97 auf der X-Achse) sind schematisch dargestellt. Die Größe der AS 
(Einbuchstabencode) symbolisiert die Wahrscheinlichkeit des Auftretens diese an der definierten 
Position im Protein. N- bzw. C-Terminus der AS-Sequenz sind durch die Großbuchstaben N bzw. C 
unterhalb der X-Achse gekennzeichnet. 
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11.7 SynGen W-NLSmutJK9ntex 

Alignment des W Cl30-ORFs (Nt 7 - 544) mit mutierter Editierungsstelle und WT-NLS (WmutCl30) 

und des synthetischen Gens W-NLSmutJK9ntex (Nt 1 - 552) mit durch die Nt-Austausche 

AG421/422GC, G485C und G496C (grau hinterlegt) disruptierter NLS (W-NLSmut). Die neun Nt-

Austausche zur Verringerung des GC-Gehalt für die in vito-Synthese sind gelb hinterlegt und 

fett geschrieben. Unterstrichene Sequenzen stellen zur Klonierung genutzte, artifizielle 

Restirktionsenzymschnittstellen dar. Bindestriche zeigen das Fehlen äquivalenter 

Sequenzbereiche an. 

 

WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 
WmutCl30 
W-NLSmut 
 

  1------ATGGCCACCTTTACAGATGCAGAGATCGACGAGCTATTTGAGACAAGTG55 
  1GAATTCATGGCCACCTTTACAGATGCAGAGATCGACGAGCTATTTGAGACAAGTG55 
 
 56GAACTGTCATTGGCAACATAATTACAGCCCAGGGTAAACCAGCAGAGACTGTTGG110 
 56GAACTGTCATTGGCAACATAATTACAGCCCAGGGTAAACCAGCAGAGACTGTTGG110 
 
111AAGGAGTGCAATCCCACAAGGCAAGACCAAGGTGCTGAGCGCAGCATGGGAGAAG165 
111AAGGAGTGCAATCCCACAAGGCAAGACCAAGGTGCTGAGCGCAGCATGGGAGAAG165 
 
166CATGGGAGCATCCAGCCACCGGCCAGTCAAGACAACCCCGATCGACAGGACAGAT220 
166CATGGGAGCATCCAGCCACCGGCCAGTCAAGACAACCCCGATCGACAGGACAGAT220 
 
221CTGACAAACAACCATCCACACCCGAGCAAACGACCCCGCATGACAGCCCGCCGGC275 
221CTGACAAACAACCATCCACACCCGAGCAAACGACACCTCATGACAGCCCACCTGC275 
 
276CACATCCGCCGACCAGCCCCCCACCCAGGCCACAGACGAAGCCGTCGACACACAG330 
276AACATCTGCAGACCAGCCACCTACCCAGGCCACAGACGAAGCCGTCGACACACAG330 
 
331CTCAGGACCGGAGCAAGCAACTCTCTGCTGTTGATGCTTGACAAGCTCAGCAATA385 
331CTCAGGACCGGAGCAAGCAACTCTCTGCTGTTGATGCTTGACAAGCTCAGCAATA385 
 
386AATCGTCCAATGCTAAGAAGGGGGCCCATGGTCGAGCCCCCAAGAGGGGAATCAC440 
386AATCGTCCAATGCTAAGAAGGGGGCCCATGGTCGAGCCCCCAGCAGGGGAATCAC440 
 
441CAACGTCCGACTCAACAGCAGGGGAGTCAACCCAGTCGCGGAAACAGTCAGGAAA495 
441CAACGTCCGACTCAACAGCAGGGGAGTCAACCCAGTCGCGGAAACAGTCAGCAAA495 
 
496GACCGCAGAACCAAGTCAAGGCCGCCCCTGGAAACCAGGGCACAGACGT------ 550 
496GACCGCACAACCAAGTCAAGGCCGCCCCTGGAAACCAGGGCACAGACGTGAGCTA550 
 
551-- 552 
551GC552
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11.8 Zelluläre Lokalisation des NDV Herts_I W-Protein 

 

 

Abbildung 44: Lokalisation des NDV Herts_I W-Proteins 
 A) Konfokale Aufnahmen fixierter QM9-Zellen 24 hpt mit Expressionsplasmiden, kodierend für die NDV 

Herts_I Proteine P und W. Die IF-Färbung erfolgte mit mak-NDV-�W�����Ì�Á�X���r�t�,���Œ�š�•���•�}�Á�]�������o���Æ���&�o�}�µ�Œ�d�D�ð�ô�ô-
gekoppelten Sekundärantikörpern. B) IF-Färbung NDV Herts_I-infizierter QM9-Zellen, fixiert zu 
angegebenen Zeitpunkten pi, �u�]�š���r�t�,���Œ�š�•���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�Œ�d�D�ð�ô�ô���•�]���P�������v�š�]-Kaninchen IgG immunmarkiert. 
C) Schematische Darstellung der durch das Online-Tool cNLSMapper vorhergesagten zweiteiligen NLS 
(unterstrichen) mit zwei basischen AS-Clustern (große Buchstaben) im spezifischen C-terminalen Teil (AS 
135- 179) des NDV Herts_I W-Proteins. 

 

11.9 W-Protein in Nukleoli rNDVF1PdedVded-infizierter Zellen 

 

 

Abbildung 45: Lokalisation des W-Proteins in Nukleoli rNDVF1PdedVded-infizierter Zellen 
 Die zelluläre Lokalisation des W-Proteins des rNDVF1PdedVded wurde 24 hpi (MOI 5,0) in QM9-Zellen mit 

�����u���^���Œ�µ�u���r�t���o�ï�ì���µ�v�������o���Æ���&�o�}�µ�Œ�d�D�ñ�ò�ô���•�]���P�������v�š�]-Kaninchen IgG (rot) analysiert. Die Detektion des P-
Proteins (mak-NDV-P, AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus IgG, grün) diente der Infektionskontrolle. 
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