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1.1 Das Newcastle Disease Virus - Ausloser der Newcastle Krankheit

1.1.1 Die Newcastle Krankheit

Erstmals 1927 wurde von Dr. T. M. Doyle einedaisn unbekannte, hoch kontagiose
Krankheit des Geflligels mit einer Mortalitatsrate von bis zu 100 % beschriBiese

liel3 sich klinisch von der klassischen Gefligelpest abgrenzen, untereamdu. a.)
anhand einer langeren Inkubationsperiode, einer fehlenden Kreuzprotektivibn
infiziertem Gefligel gegen aviare Influenza, positem Lasionen und der
Infizierbarkeit von Tauben (Doyle, 1927)

Zeitgleich wurde ein im Verlauf &hnlicher Ausbruch in Indonesiemdietd, 1926;
Samal, 2011) registriert, sowie in den Folgejahren 192833 auf den Philippinen, in
Korea, Sri Lanka (damals Ceylon) und Japan. Anhand immunologischer Vergleiehe wu
ein Virus gleichen Ursprungs als Ausléser angesehen (Doyle, 1935).

Ausgehend vom Ort der Erstbeschreibung - einer Hihnerfarm bei Newcastlefypen
(GroR3britannien - wurde die Erkrankung als Newcastle Krankheit benannt, im deutsch-
sprachigen Raum aber auch atgpische Gefliigelpest, und der zugehorige Erreger als
Newcastle Disease Virus (NDV) bezeichnet (Doyle, 1935)

In der 1930er Jahren wurde auch in den Vereinigten Staaten von Asmeink dort
unbekannte, jedoch mildere respiratorische Erkrankung mit neurologischen
Symptomen beim Gefligel beschrieben, die man zuerst als Gefliigel-
Pneumoenzephalitis bezeichnete (Stover, 1942; Van Herick & Eaton, E2gbin den
1940er Jahren wurde erkannt, dass auch diese Erkrankung durch daauspalost
ApE U ] lo]Jv]l]* Zv e] Zviuv ] D}ES o]y ZAMW 9
den bisher beschriebenen unterschieden (Beach, 1944). Zuerst in Kaliforni
aufgetreten, verbreitete sich das NDV schnell innerhalb der USA omoltek 1946
bereits in 17 Staaten nachgewiesen werden (Alexander, 2001). Weitere grol3e
panzootische Geschehen wurden in Europa ab Endé€rer Jahre (Alexander, 1995;
Hanson et al., 1973) und mit Beginn der 1980er Jahre dokumentiert, wobei bei
Letzterem erstmalig ein an Tauben angepasstes Virus als Ausléser galffi{iBiasaci

Fioroni, 1983; Kaleta et al., 1985).



Heute sind laut O.l.LEOffice International des Epizootje$Veltorganisation fur
Tiergesundheit) hoch virulente (velogene) Stamme in weiten Teilen MexikosakZent
und Sudamerikas, aber auch in Afrika und dem Nahen Osten enderlsaiid(ing 1).

Niedrig virulente (lentogene) Stamme gelten als weltweit verbreitet.

Die weltweite Verbreitung des NDV ist u. a. darauf zurlckzuf(jhdess tber 250
Vogelspezies (auch Wild- und Ziervogel) empfanglich fir das Viry&kxender, 2001;

Kaleta & Baldauf, 1988pes Weiteren werden Kormorane, Tauben und Wildenten als
natlrliche Reservoire des Erregers angesehen (Cross et al., 2013; Teske et al., 2013).
Dies begiinstigt eine Ubertraggdes Virus von Wildvégeln auf Wirtschaftsgefliigel (Kim

et al., 2007). JungsteéD-Ausbriche im Jahre 2019 wurden laut Efiir die USA, Mexiko,

Russland, Botswana und Kambodscha gemeldet.

Set 1982 ist der Erreger fur alle EU-Mitgliedstaaten als anzeighpéi deklariert
(Richtlinie 82/894/EWG). Laut EU-Richtlinie 92/66/EWG bezieht sidse di
Anzeigepflicht auf Virusstimme mit einem intrazerebralen Pathogenitatsindex
(intracerebral pathogenicity indéd / W/« H iU06 ~“(siehg auen](E @) .).5

In Deutschland wurde 1995 die Impfpflicht fir Hihner- undeRbestande laut
Geflugelpest-Verordnung eingefuhrt (8 7 Abs. 1 BGBI. | Nr.74, S. 3539 vom 2%)12.200
In den meisten EU-Mitgliedsstaaten sind prophylaktische oder aucfalitopfungen
zulassig oder verpflichtend, ausgenommen Finnland, Schweden undd=@{iaenen et

al., 2007). Sowohl inaktivierte als auch Lebendimpfstoffe wurden dafidemEU

legitimiert (Koenen et al., 2007).


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

Das NDV ist nach neuester TaxonomieAafisires Orthoavularvirus der Ordnung der
Mononegavirales der Familie deParamyxoviridaeund der SubfamiliéAvulavirinae
(Rima et al., 2019) (Abbildung 2) zugeordnet

Der Familie defParamyxoviridaegehdren auch die GenerRespiro-, Morbilli-und
Henipavirus sowie die SubfamilieRubulavirinae an, deren Vertreter zum Teil
bedeutende Pathogene flr Tier (zum Beispiel (z. B.) Staupe, Rindarpddt)jensch
(z. B. Mumps, Masern) darstellen (Gogoi et al., 2017).

Ordnung: Mononegavirales
L Familie: Paramyxoviridae
: — Subfamilie: Avulavirinae
Gattung: Metaavulavirus
I—Ga'ttungsvertreter: Avidres Metaavulavirus 2
Gattung: Orthoavulavirus
Gattungsvertreter: Avidres Orthoavulavirus 1
Gattung: Paraavulavirus
Gattungsvertreter: Avidres Paraavulavirus 3
— Subfamilie: Orthoparamyxovirinae
Gattung: Henipavirus
Gattungsvertreter: Hendra Henipavirus
Gattung: Morbillivirus
Gattungsvertreter: Masern Morbillivirus
Gattung: Respirovirus
Gattungsvertreter: Murines Respirovirus
—— Subfamilie: Rubulavirinae
' I:Gattung: Orthorubulavirus

Gattungsvertreter: Mumps Orthorubulavirus
Gattung: Pararubulavirus
Gattungsvertreter: Menangle Pararubulavirus

Abbildung 2: Systematik der Famillearamyxoviridae
Dargestellt sind die Gattungen der FamiliBaramyxovidae innerhalb der Ordnung
Mononegavirales sowie die zugehérigen Gattungsvertreter gemaf ICTV (2018). DasvikDV
taxonomisch der Subfamiliwlavirinaeund dem Genu®rthoavulaviruzugeordnet.
(ICTV Master Species List 2018#34: https://talk.ictvonline.org/files/master-species-
lists/m/msl|/8266)

Das Internationale Komitee fir Virustaxon@ninternational Committee on Taxonomy

of Viruses,ICTV) teilte die aviaren Paramyxoviren (APMV) im August 2016 in 13
verschiedene Serotypen ein. Erst in den letzten Jahren wurden drei neaty[&m
(APMV-1 t APMV16) in Enten, Wild- und Zugvogeln entdeckt (Lee et al., 2017;
Thampaisarn et al.,, 2017; Thomazelli et al., 2017). Drei weitere Serotgerin



antarktischen Eselspinguinen nachgewiesen wurden, wurden als AFMAPMV-19
bezeichnet (Amarasinghe et al., 2018; King et al., 2018; Neira et al., 2017). DagdNDV
als Serotyp 1 (APMV-1) eingeordnet. Wahrend friher die einzelnen Seratgpatiem
anhand serologischer Tests, wie z. B. dem Hamagglutinationshemmtest, urgdesth
wurden, spielen heute molekulare phylogenetische Analysen eine Ubergeteréolle
(Alexander & Senne, 2008).

Das NDV ist der bisher bestcharakterisierte Serotyp des Gartlhsavulavirusda ihm
die grofte klinische und wirtschaftliche Bedeutung zukommt. wiid anhand
phylogenetischer Untersuchungen in zwei Klassen unterteilt (Ballagi-Boretaal.,
1996; Czegledi et al., 2006; Seal et al., 1995), die zusatzlich in Genottpegliedert
wurden (Aldous et al., 2010; Ballagi-Pordany et al., 1996; Lomnidzj £9898; Toyoda
et al., 1989).

Die Klasse 1 wird durch einen einzigen Genotyp reprasentiert, welcher atérMean
vereint, die aus Wasser- und Ufervogeln weltweit isoliert wurden. Kladsss? die
Genotypen |t XVIII zusammen, wobei es sich um Isolate aus Wildvdogeln und
Wirtschaftsgefliigel verschiedener Lander handelt, die in ihrer Virulkemk gariieren
(Kim et al., 2008; Meulemans et al., 2002; Sabouri et al., 2018).

1.1.3 Morphologie des Newcastle Disease Virus

Das NDV als Paramyxovirus zeichnet sich durch ein einzelstrarsgigés gtrandedss),
nicht segmentiertes lineares Genom aus Ribonukleinsaivenucleic acidRNA) mit
negativer Polarita{(-)ssRNA) aus, welches eine Lange von rund 15,2 Kilobaséai(kb)
Bisher wurden Genomléangen von 15 186 Nukleotidét) (de Leeuw & Peeters, 1999;
Romer-Oberdorfer et al., 1999), 1892 Nt (Huang et al., 2004a; Zou et al., 2005) und
15 198Nt (Czegledi et al., 2006) beschrieben.

Es handelt sich um behitillte Viren mit einem Durchmesser von 100 nm bis50usoff
& Tan, 2001) mit annahernd sphérischer Form (Abbildung 3). Elektrokerskopisch
sind zudem pleomorphe bis filamenttse Formen beschrieben (Bang, 1948; Batilsti
2012; Cunha et al., 1947).

Die Hulle des NDV, eine Lipiddoppelschicht, leitet sich von der Plasmaareidr
Wirtszelle ab, von welcher sich die in der Zelle neu gebildete Watbkommenschaft

durch Knospung abschnurt (Klenk & Choppin, 1969; Landsberger et al., 1978%eln di



Hulle sind bei NDV die transmembranen Oberflachenglykoproteine Fusionsprotein
(FProtein) und Hamagglutinin-Neuraminidase-Protein (HN-Protein) eingelagenk (Kle

& 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 | Membranprotein, wird als 67 Kilodalton (kDa) groRRes
Vorlauferprotein (FO-Protein) exprimiert (Hightower et al., 1975) und bégyTrimer in

der Membran vor. Es ist fur die Penetration der Wirtszellmembran und dierFuost
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 Hamagglutinin- und Neuraaseadtivitat in

dem 63 kDa grofRen Protein ermoglicht dem Virus die Bindung an Wirtseptivezn

und deren Spaltung im Vorfeld der MembranfusidicGinnes et al., 1993; Morrison,
2001; Sergel et al., 1993; Zaitsev et al., 2004).

Im Inneren ist das Matrixprotein (Notein) in Dimeren an die Virushulle angelagert,
wobei sich eine netzartige Anordnung zeigt (Battisti et al., 2012; Russethé&dal
1984) Das etwa 39 kDa grof3e M-Protein ist von zentraler Bedeutung fur die
Virusmorphogenese und spatere Partikelfreisetzung (Lamb & Parks, 2007;& Tisoff
2001) Esinteragiert mit den zytoplasmatischen Enden der beiden Oberflachenglyko
proteine F und HN, sowie dem rund 53 kDa grof3en Nukleoprotdh(Nagai et al.,
1976; Pantua et al., 2006)

Wie flr weitere Paramyxoviren beschrieben, ist auch fur NDV davon auszugkissn,
NP-Monomore sich Uber den Aminoterminus (N-Terminus) verkmipied durd
Assoziation an das RNA-Genom dieses vollstandig umhullen (Kho et al., 2003tListon
al., 1997; Nishio et al., 1999), um es uvar dem Abbau durch zellulare RNasen zu
schitzen (Moyer & Horikami, 1991; Ruigrok et al., 20if) dem carboxyterminalen
Ende (C-termial) vermittelt NP zusatzlich die Interaktion mit dem circa (ca.) 55 kDa
grol3en Phosphoprotein (P-Protein) (s. a. 1.2.1) und der RNA-abhangigen RNA-
Polymerase (L-Protein) (Kho et al., 2004; Lamb & Parks, 2007), dem grof3ten
strukturellen Protein des NDV mit rund 249 kDa.



NR, P- und L-Proteine bilden mit dem RNA-Genom den helikalen Rieopuidein-
komplex (RNP-Komplef_Lamb & Parks, 2007; Samson, 1988), welcher als die kleinste

infektiose Einheit gilt.

F1-Untereinheit
4F2-Untereinheit

Hamagglutinin-
Neuraminidase-Protein
ﬁ) Fusionsprotein
= Lipiddoppelschicht
O  Matrixprotein

88  Phosphoprotein

RNA-abhdngige RNA-
O
Polymerase

o Nukleoprotein

Abbildung 3: Schematischer Aufbau eines ND-Viruspartikels
Die genomische (-)ssRNA des NDV ist umhullt von Nukleapeateivelche in Kontakt mit dem
Phosphoprotein und der RNA-abhéngigen RNA-Polymerase, semid/@dtrixprotein treen. Das
Matrixprotein kleidet die virale Lipiddoppelschicht von Inrears und interagiert mit den in diese
Membran eingelagerten Glykoproteinen Fusions- und Hamagglutinimaltenidase-Protein.

1.1.4 Genomorganisation und Replikation des Newcastle Disease Virus
Das ca. 15,2 kb grol3e NDV RNA-Genom kodiert fir 6 Gene, digEb"-Richtung
angeordnet sind: NP-P-MHIN-L (de Leeuw & Peeters, 1999) (Abbildung 4)fiindlie
korrespondierenden Proteine kodieren. Zwei weitere Proteine (V und W) wekiien

bei anderen Paramyxoviren durch co-transkriptionelle mRNA-Editierung deshHehosp
proteingens (P-Gen) abgelesen (Hausmann et al., 1996; Kolakofsky et al., 199&;, Lamb
Parks, 2007; Steward et al., 1993) (s. a. 1.2.3

Der offene Leserahmenojen reading frene, ORF) eines jeden Gens wird von

konservierten und virusspezifischen Genstart- und -endsequenzen, s@niaicht-



kodierenden Regionenngn-coding region NCR) unterschiedlicher Lange flankiert
(Lamb & Parks, 2007; Millar & Emmerson, 1988)

Die einzelnen Gene sind durch sogenannte intergene Regionen (IGR) untersiciedli
Lange (1 - 4Rit) (Lamb & Parks, 2007; Millar & Emmerson, 1988) voneinander getrennt
Das Volllangengenom wird von einer Leadersequenz am 3°-Ende und einer
Trailersequenz am 5°-Ende abgeschlossen. Die ersten beziehungsweigedtzten

acht Nt des 55Nt langen Leaders (Promotorsequenz) bzw. Nt4langen Trailers
(Terminatorsequenz) sind revers komplementar.

Z & IS E]*S]* Z (°GlEofssif{Beetprset al., 2000), wie sie zuerst fur die
effiziente Replikation des Sendaivirus beschrieben wurde (Calain & F898), Diese
beschreibt, dass die Genomgrélie ein Vielfaches von sechs Nt darstellen muss, um eine
effiziente Replikation des Virus zu gewéhrleisten. Dieser fir verschiedene
Paramyxoviren gezeigfdechanismus scheint nicht zwangslaufig fur alle zu gelten, da
z. B. naturlich vorkommende Respiratorische Syncytial-VRPaeymovirusebenfalls
eine Genomlange von einem Vielfachen von sechs aufweisen, aber rekombinante Viren,

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

| 215186 nt | I Leader/ Trailer
| |
1470nt 1188 nt 1095nt 1662nt 1734 nt 6615 nt []Ner
3 N [ Pl M F ¢ HN (] e 5 Genstart/ -ende
-~ ~
~ ~
Leader: 55 nt _- S Trailer: 114 nt H ORF
~
-7 Genende: 10 nt Genstart: 10 nt S~
e ~ I 1er
[l F HN ji
o~ Wiy ——
“ NCR: 46 nt NCR: 84 nt : NCR: 91 nt NCR:177 nt "
IGR: 1 nt IGR: 31 nt IGR: 47 nt

Abbildung 4: Schematische Darstellung des NDV-GenontsGenaufbaus
Das NDV-Genom ist flankiert durch eine 3’-Leader- und eineatérSequenz und kodiert in
3" £ 5-Richtung die Proteine NP, P, M, F, HN und L, sowie die Protined W durch co-
transkriptionelle mRNA-Editierung des P-Gens. Der ORF f{edes ist gekennzeichnet durch
konservierte, virusspezifische Genstart- und -endsequengenje NCRs unterschiedlicher Lange.
Die Gene sind durch IGRs unterschiedlicher Lange voneinander getrenn

Der Replikationszyklus des NDV beginnt mit der durch das HN-Protein telemit
Anlagerung eines Viruspartikels an die Wirtszelloberflache (Adsojgdabildung %.
Das HN-Protein bindet dabei an Sialinsdurereste zellularer Rezeptodespaltet sie

durch das nach Bindung freigelegte Zentrum der Neuraminidaseém Zuge dessen



verringert sich die rdumliche Distanz der viralen wel Wirtszellmembran und es
kommt zur Interaktion der Proteine HN und F, wodurch das F-Proteier ein
Konformationsanderung unterliegt und in der F1l-Untereinheit das oRspeptid

(AS 117t 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-rajitpe
Verschmelzung der Virus- und Wirtszellmembran ein (Penetration) (Kadalodetzky,
2007; San Roman et al., 1999). Diese Membranfusion fuhrt zur FreiladesrfgNP-
Komplexes in das Zytoplasma der infizierten Zelle (Uncoating) (Haywood [ 20410 &
Parks, 2007), wo die Virusreplikation stattfindet

Ausgehend vom viralen Promotor in der Leader-Sequenz bewegt sich dePaBsuNd

L bestehende Transkriptionskomplex (Colonno & Stone, 1976a; Hamaguchi et al., 1983)
vom 3’-Ende in Richtun§-Ende auf dem viralen RNA-Genom und subgenomische
Boten-RNAsnfjessenger RNANRNA) werden synthetisiert (Lamb & Parks, 2007). Diese
werden zeitgleich durch die virale Polymerase methyliert, am 5" -Enckgpgeund am
3’-Ende polyadenyliert (Colonno & Stone, 1975, 1976b; Lamb & Parks, 2007; Weiss &
Bratt, 1974). Die einzelnen Genstart- und -endsequenzen dienen d&b8&ignale fur

die Transkriptionsinitiation bzw. -termination (Millar & Emmerson, 198&s&) als
Primartranskription bezeichnete Prozess bildet den Ausgangspunkt fur ahsldtion
erster viraler Proteine und somit die Voraussetzung fur die folgende Genakatqh
(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 fiihrt zu einem A3Richtung
abfallenden mRNA-Transkriptionsgradienten (Collins & Bratt, 1973; Curran &
Kolakofsky, 1999)

Die Translation viraler Proteine findet im endoplasmatischen RetikukmWdrtszelle
statt. Die Prozessierung einzelner Proteine, wie die Glykosylierung derrierétaind

HN, sowie die Spaltung des FO-Proteins bei Vorliegen einer polybasigpbgn
Spaltstelle (s. a. 1.1.5) in die Untereinheiten F1 und F2, erfolgt algi-Gpparat
(Morrison, 2003).

Der genaue Mechanismus des anschlielRenden Umschaltens von der Translatption

Replikation der genomischen RNA ist fir Paramyxoviren bisher nochabstttlieRend



10

geklart. Es wird jedoch vermutet, dass die Menge neu exprimi&fund der NP-P-
Komplex eine entscheidende Rolle dafir spielt (Lamb & Parks, 2007; Noton &,Fearn
2015; Vidal & Kolakofsky, 1989).

Im ersten Schritt der viralen Replikation wird ausgehend von der viralereRNASItiv-
strangiges Antigenom ((+)ssRNA) synthetisiert, das als Matrize fur die yuokbes
negativ-strangigen, viralen RNA-Genoms dient. Sowohl das Antigenom aldasich
neue virale Genom werden nicht gecappt oder polyadenyliert, assoziieren aloet so
mit freienNP. Es ist davon auszugehen, dass jedes NP-Molekil mit je sechs Nt interagier
und so die Verbindung zur RNA auf der einen und den assoziiertegirferoP und L auf

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

Nach erfolgter Transkription, Translation und Replikation werden dieexifaloteine

und neuen RNPs Aktin-vermittelt zur Zellmembran transportiert (Rétterannweiler,

1977) Es erfolgt die Insertion der Glykoproteine in die Membran und Mdiretlagern

sich an die Innenseite der Wirtszellmembran an, wobei diese mit demné-HN-
Proteinen interagieren (Pantua et al., 2006). Ebenso treten M-Proteingdraktion

mit dem NP des RNP-Komplexes (Pantua et al., 6J0ieser Vorgang wird als
Zusammenbau (Assembly) bezeichnet. Es kommt dann zu einer Ausstilpung der
Zellmembran (KnospundLaliberte et al., 2006) und Freisetzung neuer Viruspartikel,
wobei die Neuraminidaseaktivitat des HN-Proteins bei Paramyxoviren wicintije

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 unN kit sialins&urehaltigen
Rezeptoren (Adsorption) auf der Wirtszelloberflache fusiordeg NDV mit dieser. Dabei wird der
RNR-Komplex mit dem (-)ssRNA-Genom in das Zytoplasma entlassen. Dort erfdlgardikription
viraler mRNAs mit Hilfe der RNA-abhé&ngigen RNA-Polymerase erbratislation der viralen
Proteine durch die Wirtszellmaschinerie. Das (-)ssRNA-Genomén(+)ssRNA umgeschrieben,
welche als Matde fur die Synthese neuer viraler (-)ssRNA dient, dieNBrumhdllt wird. Diese
vermitteln die Interaktion mit den Proteinen P und L fur den Zusammentles RNP. Neu
synthetisierte Glykoproteine werden nach Prozessierung BHR und Golgi-Apparat zur
Wirtszellmembran rekrutiert und in diese inkorporiert. Durch die Intemaktron F und HN mit dem
Matrixprotein, nach dessen Kernpassage, kommt es zum Zusammenbambhgsees Virus und
zur Freisetzung der Virusnachkommenschaft (Knospung

1.1.5 Pathogenitatstypen und Virulenzdeterminanten

Die Replikations- und Ausbreitungsfahigkeit eines Virus im Wirt isgemdiBh fur die
resultierende Pathogenitat und klinische Manifestation einer ErkrankungeiB3pielen

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

der virale Pathogenitatstyp (Pathotyp) eine wichtige Rolle.

NDV werden anhand der klinischen Manifestation im Hu@allgs gallus in funf
Pathotypen unterteilt: asymptomatisch enteral, lentogen, mesqgerelogen-
viszerotrop und velogen-neurotrop (Alexander & Senne, 2008; Beard & Hanson, 1984).
Asymptomatisch enterale Virusstamme replizieren vorrangig im Intestinaltiiite

aber zu keiner Auspragung von klinischen Symptomen. Lentogene, schwach virulente
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Stamme sind Ausloser milder respiratorische Erkrankungen, vorrangig bei Hiikererk
Mesogene Stamme (mittlere Virulenz) kénnen akute respiratorische Erkrankungen,
selten auch neurologische Stérungen hervorrufen. Die Mortalitatsrstteni adulten
Tieren gering, betragt aber bis zu 50 % bei Jungtieren.

Velogene, hochvirulente NDV-Stdamme konnen zu einer Mortalitatsrate v®rzibi

100 % in allen Altersklassen fiihren und rufen je nach Klassifizieamgrrhagisch-
nekrotisierende Lasionen im Darm hervor (viszerotrop) oder respiratorische
Erkrankungen mit neurologischen Symptomen, wie Muskelzittern oder Lahmungen der
Beine und Flugel (neurotrop) (Hanson & Brandly, 1955; Hanson et al., 197 3}rikire
Eingliederung aller Isolate in eine dieser Gruppen ist jedoch mmshter mdglich
(Alexander, 1995).

Standardmethoden zur Beurteilung der Virulenz eines Stammes sind dienBestg

der mittleren Sterberaterfiean death time MDT) oder des ICPI (Koenen et al., 2007)
Die Bestimmung des ICPI erfolgt durch Inokulation einer Virusverdinnungimaiin
Hamagglutinationstiter von mindestens (mind.) 16 bei Eintagskiiken durdieBletung

von Krankheitssymptomen, einschliel3lich Tod, in den nachfolgenden acht Tagen
(days d). Im Vergleich dazu gibt die MDT die mittlere Sterbezeit ind8tuihour, h)

nach Inokulation der hdchsten Virusverdinnungen in 9 - 11 Tage bebriteten,
embryonierten, spezifisch pathogenfreien (SPF) Hihnereiern an, bei dEngbieronen
absterben. Zusatzlich kann zur Unterscheidung mesogener und velogerste Idet
intravendse Pathogenitatsindexinfravenous pathogenicity indexiVPI) bei sechs
Wochen alten Huhnern bestimmt werden (Tabel)e 1

Laut EU-Richtlinie 92/66/EWG gelten VirusstammieS Jv u / W/ H iU6 o« ~ p Z VA]E
und sind anzeigepflichtig. Auch der Nachweis einer pb Aminosaureseg(AS-
Sequenz) an der proteolytischen Spaltstelle des F-Proteins kann zcimvéla eines

Seuchenvirus genutzt werden (O.1.E).
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Tabelle 1: Einteilung der Pathotypen von Newcastle DiseaserVire
Die drei Pathotypen der NDV werden anhand MDT, ICPI, IVPI oder 8egA&az der proteolytischen
F-Protein Spaltstelle unterschieden (Hanson & Brandly, 1955; Koenen et al., 2007).

MDT ICPI IVPI Aminosauresequenz der F-Protein
in h Spaltstelle
Lentogen/ 290 0-Y iUuGé 0,0 L2GRIKQGR Y 3*V
Avirulent
Mesogen 60 t90 0,7t15 0,0 2R KRK/IQ KRR Y &Y
Velogen Y60 215120 >25 2R KRK/Q KRR Y &Y

Als Hauptvirulenzdeterminate gilt didRSSequenz in der Region der proteolytischen
Spaltstelle des F-Proteins (Nagai et al., 1976; Peeters et al., 1999). Fur enerukidi

des Proteins ist eine posttranslationale Spaltung des Vorlauferproteins F@ein d
Untereinheiten F1 (AS 11553, 55 kDa) und F2 (AS 1- 116, 12 kDa) unerlasslich, wobei
diese Uber Disulfidbriicken verbunden bleiben (Lamb & Parks, 2007; Nagail&7sl,
Samson et al., 1980; Scheid & Choppin, 1977).

Die proteolytische Spaltung kann durch unterschiedliche Wirtsotdipsen erfolgen,
denn je nach Pathotyp ist die AS-Sequenz an der F-Spaltstelle monobasi3cdémb

pb (s a. Tabelle ). Monobasische Sequenzen sind charakteristisch fur lentogene
Virusstamme und werden von Trypsin-ahnlichen Wirtszellproteasen erkannt und
gespalten. Dies limitiert die Virusreplikation auf den Respirations-lotestinaltrakt
(Collins et al., 1993; Glickman et al., 1988; Toyoda et al., 1987). Velogene umggneeso
NDV zeichnen sich durgio ASSequenzen an der F-Spaltstelle aus (Collins et al., 1993;
Glickman et al., 1988; Millar et al., 1988; Toyoda et al., 1987), die durch Protaisen
Furin-Familie (Erkennungsequenz R X K/R R, wobei X eine beliebigesémen
darstellt) gespalten werden (Gotoh et al., 1992). Diese Proteasen werdenitébiq
exprimiert und ermdglichen eine systemische Ausbreitung des Virus.

Die Virulenz eines Virusstammes ist aber nicht nur durch die Seqleergpaltstelle im
F-Protein definiert, sondern wird auch durch die anderen Viotgine beeinflusst.
Unter anderem wurde nachgewiesen, dass sowohl die Stamm-, also auchhii&go
Kopfregion des HN-Proteins einen Einfluss auf die Virulen@kdteeuw et al., 2005)
und die Sequenz des HN-Proteins den Gewebetropismus als Folge einazigibte
unterschiedlichen Rezeptorerkennung mitbestimmt (Huang et al., 2004bch die
Dimerisierung des HN-Proteins scheint die resultierende Pathogenitéeeinflussen

(Romer-Oberdorfer et al., 2006)
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Weiteren Einfluss nehmen die Proteine des RNP-Komplexes, da auch desséit Akt
Zusammenhang mit der Virulenz steht (Dortmans et al., 2010, 2Birl Austausch der
Polymerase kann wahrscheinlich durch eine gesteigerte Replikation zuStggerung

der Pathogenitat bei einem niedrig virulenten Stamm fihren (Rout & San@8).20

Das nach co-transkriptioneller Editierung (s. a. 1.2.3) des P-Gens exf@iniProtein

ist als Interferon-Antagonist (IFN-Antagonist) beschrieben (Huang et al.,, 2003;
Mebatsion et al., 2001), bt einen regulierenden Einfluss auf diekaéph aus (Nishio

et al., 2008; Yang et al., 2015) und hat antiapoptotische Eigenschafteat(&ur2004).

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

1.2.1 Das NDV P-Gen

Das NDV P-Gen (rund 1450 Nt) ist eines der variableren Gene des NBivbg@iiagt al.,

2006; Locke et al.,, 2000). Es kodiert das 395 AS lange P-Protein, welches vom
uneditierten Transkript synthetisiert wird. P-Proteine kdonnen als Monomeder
Homooligomere vorliegen (Smith & Hightower, 1981) und werden durch die
Proteinkinase C des Wirtes stark phosphoryliert (Fuentes et al., 2010; Qiu efLét) 20
wovon sich der Name des Proteins ableitet. Wie fir Sendaiviren gezeigtewurd
interagieren sie als Tetramere C-terminal mit dem L-Protein, wobei dstabsisiert

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

dar (Hamaguchi et al.,, 1983; Smallwood et al., 1994; Tarbouriech et al.,. 2000)
P-Tetramere rekrutieren die NP-umhillte RNA, sodass es zur Bildung des RNP-
Komplexeskommen kann (Houben et al., 2007). Der Carboxy-Terminus (C-Terminus) des
P-Proteins verhindert die unkontrollierte Umhallung nicht-viraler RNA duxéh
(Errington & Emmerson, 1997) anhand der Bindung an monoiN&evodurch dem
P-Protein eine Chaperon-Funktion zukommt (Jahanshiri et al., 2005). Waadére
Vertreter der Paramyxoviren wird fir NDV ebenfalls eine Beteiligutagridinaler AS im
P-Protein bei der Interaktion mMP 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 flr zwei weitere Reotéiund W (s. a.

1.2.4, 1.2.5). Dies ist moglich, da sich die P-Gene von Paramyxovirenethgdioch
konservierte purinreiche Sequenz (AnGn) auszeichnen (Cattaneo et al., 168@sTét

al., 1988). Diese Sequenz hat Ahnlichkeit mit den Polyadenylieigngsh viraler
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Genendsequenzen, wodurch ein an die Polyadenylierung erinnernder RNA-
Editierungsmechanismus ermdéglicht wird (Galinski et al., 1992; Steward ef@8; 1

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

1.2.2 RNA Editierung

Die Editierung von RNA ist ein grundlegender Prozess verschiedener Organismen, um
die Kodierungskapazitat des Genoms zu vergrofR3ern. Die entstehende RNA iweicht
ihrer Nt-Sequenz von der ausgehend2esoxyribonukleinsaurel€oxyribonucleic acjd

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

hierbei post-transkriptionelle Editierungen, wie Basendeletionen tindertionen, aber

auch Basenmodifikationen, wie z. B. Desaminierungen und co-tratiskefe
Mechanismen (s. a. 1.2.3RNA-Prozessierungen wie Capping, Polyadenylierung und
Spleil3en erfolgen nicht durch RNA-Editierung, kdnnen aber durclkendstehenden

RNA-Produkte beeinflusst werden.

Erstmals wurden podt-anskriptionelle RNA Editieruag 1986 bei mitochondrialen
Transkripten von Trypanosomen beschrieben (Benne et al., 1986). Sowohl Insertionen,
als auch Deletionen von Uridinen konnten u. a. fur die Transkripte glecidom C
Oxdase Untereinheit Il und IIl detektiert werden (Benne et al., 1986; Eisé38).19
Cybsn-Desaminierungen sind seit 1989 bei mitochondrialen Gensequenzen des
Weizens nachgewiesen. In den Genen kodierte Cytosine werden hier mugenhdrigen
MRNAs durch Uridine ersetzt (Gualberto et al., 1989). Solche Modifikatsanerauch

fur die Apolipoprotein B mRNA in den Enterozyten des Dinndarms bei Saugern
beschrieben (Chen et al., 1987; Powell et al., 1987)

Neben Modifikationen von mRNASs sind EditierungeamtRNASs, rRNAs und viralen RNAs
beschrieben (Beier et al., 1992; Cattaneo, 1994; Diamond et al., 1990; &chuat.,

1991)

Hepatitis Delta Viren editieren ihre doppelstrangige (ds) antigenomisch& RN
wahrscheinlich durch Desaminierung von Adenosin zu losin, wodurch es nach der
Transkription zu einer Umwandlung des Thymin zu einem Cytosin in der ggehemi

RNA kommt (Casey & Gerin, 1995). Dadurch wird im Leserahmen des Hepatitis Del
Antigen p24 statt eines Stoppkodon ein Tryptophan kodiert, der Leserahmen
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19- 20 AS verlangert, und das grol3ere Antigen p27 exprimiert (Casey, 2012; Casey &
Gerin, 1995; Polson et al.,, 1996). Basenmodifikationen dieser Art werden dem in
Vertebraten exprimierten Enzym DRAD#SRNA-spezifische Adensosin-Desaminase)
zugeschrieben (Bass, 2002; Toth et al., 2006) und sind auch flir RNPAasdmayxoviren,
Pneumoviren und Vertretern der Retroviren (Cattaneo, 1994; Doria et al., 2009)
beschrieben.

Ein weiterer viraler Editierungsmechanismus findet sich beim Ebolavirus, dessen
Oberflachenprotein GP in zwei Uberlappenden ORFs kodiert wird, d&g rein
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 Uridih-umfassenden Editierungsstelle der
genomischen RNA ein zuséatzliches, nicht-kodiertes Adenin in dNARSRquenz
inseriert, fuhrt dies zu einer Verschiebung des Leserahmens und dexsBxm des
VolllangenGRProteins (Peters et al., 1994; Volchkov et al., 1995). Die Proteine sGP und
GP weisen dieselben 300 AS N-terminal auf und unterscheiden sicéri€iterminalen
Sequenz, wodurch das verklrzte sGP keinen Transmembrananker besitzkiettese

wird. Dieser Mechanismus stellt ein Beispiel fir die co-transkriptionelle BhitAerung

dar und a&hnelt dem Prozess der -co-transkriptionellen mRNA-Editierung bei
Paramyxoviren (s. a. 1.2.3), wobei jedoch nicht abschlieend geklart ist, ob es sich
hierbei nicht auch um eine ribosomale Leserahmenverschiebung handeln ekonnt

(Volchkov et al., 1995).

1.2.3 Der Mechanismus der co-transkriptionellen mRNA-Editierung

Die Form der co-transkriptionellen mRNA-Editierung der Paramyxoviren wig8é

erstmals fur das Parainfluenzavirus 5 (friher als Simian Virus 5, SV5 beeichn
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 rutschslippery bezeichneten Sequenz

(Vidal et al.,, 1990) der Editierungsstelle im'R+ Jve c”~$}sS EvA P E S pv
Transkription pausiert (Cattaneo et al., 1989; Vidal et al., 1990). Um diese fortfzilnren

konnen, rutscht die Polymerase um ein oder mehrere Nt in 3"-RichtuhdeatRNA-
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Matrize zurtick, wodurch Guanin-Uridin-Paarungen entstehen (Abigl@u Diese sind
konformationell vorteilhafter als Adenin-Cytosin-Paarungen. Durch die uéne
Bewegung der Polymerase in 5-Richtung der Matrize wird die Elongdaon
fortgesetzt, wobei die Polymerase diit wiederholt abliest und ein oder mehrere
Guaninreste, die nicht in der genomischen RNA kodiert sind, zasétziidas Transkript
einflgt (Vidal et al., 1990). Dies fuhrt zu mRNAs, die fur Proteine kodigedche sich

ab der Insertionsstelle der nicht-kodiert&t durch eine Verschiebung des ORFs von der
urspringlichen ASSequenz unterscheiden (Kolakofsky et al., 1991). Der genaue
Mechanismus ist bis heute nicht vollstandig aufgeklart. Es wird angeeormdass
ausschliellich die virale RNA-abhéngige RNA-Polymerase L fur diese Editierung
verantwortlich ist (Horikami & Moyer, 1991; Matsuoka et al., 1991; Pelet.e1991;
Vidal et al., 1990).

+
[UUUUCCC]
3 5 /” ‘AAnGGG AAC. GGG
(-)sSRNA: m & &
MRNA: |3 IQ(
Abbildung 6 Der Editierungsmechanismus des NPV P-Gens
Kommt die mRNA-Synthese an der purinreichen Sequenz derriugsstelle (3" -UUUUCCC-'5)
wahrend der Transkription der viralen P-mRNA ins Stocken, rutéehirdle Polymerase um ein
oder mehrereNt in 3"-Richtung auf der RNA-Matrize zuriick und setzt die Elongation ichiig
weiter fort. Dabei liest die Polymerase dieerneut ab und ein oder mehrere Guaninreste, die nicht
in der genomischen RNA kodiert sind, werden zusétzlidasiTranskript einfugt. Die entstehenden

Guanin-Uridin-Paarungen sind konformationell vorteilhafter als Adenin-CyResnungen, welche
bei einem Verrutschen der Polymerase in 5"-Richtung auf der Matrize entstelveien.

Je nach Sequenz der Editierungsstelle werden zwei Muster fur digerioly
unterschieden. Die Konsensussequenz im P-Gen des NDV, wie auch mdesGe
Sendaivirus, Masernvirus und verwandter Viren, ist mit 3"-UUUUCCC-'5 amgegeb
(Steward et al., 1993). Bei diesen Viren gilt das uneditierte Tranghksigbrherrschend.
Dieses kodiert fur das P-Protein, das langste Protein der drei Edggpmwdukte
(Steward et al.,, 1993). Die Insertion von einem zusatzlichen Guanififegt zur
Translation des V-Proteins, die Insertion zweier nicht-kodierter Guastereur

Expression des W-ProteirBereits eine einzelne Mutation eines Uridins zu Cytosin in
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der NDV-Editierungssequenz reduziert die EditierungsfrequenzicleiMebatsion 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 Inseities

nicht im Template kodierten Guanins das W-Protein. Das P-Protelrvan mRNAS mit
zwei zusétzlich inserierten Gunaninen kodiert. Dies trifft z. B. @ufSadibfamilie
Rubulavirinaezu (Elliott et al., 1990; Thomas et al., 1988).

Alle drei potenziellen Editierungsprodukte sind N-terminal bisEaitierungsstelle in
ihrer AS-Zusammensetzung identisch, wohingegen der C-Terminus in LahdeSun
Abfolge variiert. Dadurch koénnen die verschiedenen Proteine unterschiedliche
Funktionen wahrend der Virusreplikation erfullen (s. a. 1.2.1, 1.2.4)1.2.

Die Frequenz der Editierung wurde bereits fiur unterschiedli¢taamyxoviren
untersucht. Bei NDV konnten P-Gen-Transkripte mit einem Prozentsat@lves8 %
ermittelt werden. Knapp ein Drittel (27 - 29 %) der transkribierten mRN&®n
spezifisch fir das Wyotein und nur etwa 2 - 8,5 % der Transkripte wiesen eine Insertion
von zweiNt auf (Mebatsion et al., 2001; Steward et al., 1993). Diese Werte sind ahnlich
zu den P:V:W-Verhaltnissen, die bei Sendaiviren (70 %:25 %:5 %) (Currah9&t1a;
Delenda et al.,, 1998) oder Masernviren (60 %:35 %:5 %) (Bankamp et al., 2008)
beschrieben wurden. Allerdings wurde in élteren Studien ein 1:1 Vergdiin P- und
V-spezifische Transkripte bei Masernviren ermittelt (Cattaneo et al., 1989kami &
Moyer, 199). Aquimolare Mengen der verschieden editierten mRNAs wurden bisher
fur bovine und humane Parainfluenzaviren (33 %:33 %:33 %) (Gatiatkil®92; Pelet

et al., 1991) und Nipah-Viren (33 %:36 %:31 %) (Kulkarni et al., 28@9yieben.

Die Stabilitdt der entstehenden mRNAs wurde bisher nicht untétsusodass nur
schwer eine Aussage Uber die tatsachlich wirksam exprimierten Mengen demerg,

V und W zu treffen ist.

Neben der Insertion von ein bis zwei Guaninen wurde eine Hyperadigeitir das P-
Gen des NDV beobachtet. Hierbei werden mehr als drei und sogar bisiauniot-
kodierte Guanine eingefiigt (Qiu et al., 2016a; Steward et al., 1993). Admiliaurde fir

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

1991)und das humane Parainfluenzavirus 3 beschrieben (Galinski et al., 1992)
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Die resultierenden Proteine sind durch die zuséatzlich in die mRigg&fégten Guanin-
Triplets durch ein oder mehrereusatzliche Glycin-Reste gekennzeichnet. Ob diese
einen Einfluss auf die Funktion haben, ist bisher ungel&&nvird jedoch angenommen,

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

1.2.4 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-Pratele wie bei
weiteren Paramyxoviren aus der Erstbeschreibung eines Nichtstrukturproteins bei SV5
Ubernommen. Dieses wurde mit der romischen Zahl funf (V) bezeichnet (Pelato et
1977)

Wie fir andere Paramyxoviren konnte bei NDV das V-Protein in Virdsgarti
nachgewiesen werden (Chambers & Samson, 1980; Mebatsion et al., 2001; Paterson
al., 1995; Samson et al., 1991; Takeuchi et al., 18983e Inkorporation wurde auf die
N-terminale Domane des Proteins zurlickgefuhrt. Diese ist durch dermrz
beschriebenen Editierungsmechanismus von AS 1 - 134 idemtiethP-Protein, das
N-terminal anNRMonomere binden kann (Curran et al., 1995; Horikami et al., 1996;
Precious et al., 1995; Randall & Bermingham, 1996; Watanabe et al.,. I986)
spezifische C-terminale Teil des NDV V-Proteins zeichnet sich, wielleei
Paramyxoviren, durch sieben hoch konservierte Cysteine aus, welche zwei Zinkatome
binden (Cattaneo et al., 1989; Huang et al., 2000; Paterson et al., 383%ard et al.,
1995) Diese cysteinreiche Domane ist innerhalb dearamyxoviridae starker
konserviert als die AS-Sequenz der P-Proteine, weshalb ihr schon friwiehtge
Funktion zugeschrieben wurde (Baron et al., 1993; Thomas et al., 1988).

Bisher konnten fir die V-spezifische C-terminale Domane verschiedene aistisghe
Funktionen in der frihen und spaten Phase der IFN-Antwort beschrigbesten. Unter
anderem wurden Interaktionen von NDV V-Proteinen mit den zellularen-BhGlchen
Rezeptoren MDAS und RIG-I beschried€hilds et al., 2007; Childs et al., 2009;
Yoneyama et al., 2004). Diese detektieren in der frihen Phase der zelluxen
Antwort dsRNA-Molekiile, die bei der Replikation und Transkriptionwi@alen RNA-

Genomen im Zytoplasma entstehen, und induzieren dadurch eine Signalkaskad
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diese ist u. a. auch das Protein IRiBe(feron regulatory factor Binvolviert. Dieses
wird nach Erkennung viraler dsRNA phosphoryliert, wodurch es einer Konform-
ationsadnderung unterliegt, dimerisiert und in den Zellkern translbzDort ist es an der
Regulation und Transkription von Typ | IFN-Genen und IFN-stimulientem Geteiligt.
Binden V-Proteine an die RIG-I-ahnlichen Rezeptoren wird dasbsAnslder
Signalweiterleitung verhindert und die virale RNA bleibt unentdeckt. fabberkann die
Aktivierung von IRF3 durch Phosphorylierung von V-Proteinen inhitéeden (Irie et

al., 2012). Der Mechanismus der Interaktion mit MDAS ist unter den Vertreder
Paramyxoviren stark konserviert (Andrejeva et al., 2004; Yoneyama et al., 2005).

In der spaten Phase wird sezernes, extrazellulares Typ | IFN durch zellulare IFN-
Rezeptoren detektiert. Die intrazellularen Doménen dieser Rezeptoren sindemi
Tyrosinkinasen Tyk2, Jakl oder Jak2 assoziiert und induzieren Trans- oder Kreuz-
phosphorylierungn. Die nachfolgende Phosphorylierung der Untereinheit 1 der IFN-
Rezeptoren ermoglicht das Andocken von STASibnél transducer and activator of
transcription 1) oder STAT2-Molekilen und deren Phosphorylierung. STAT1/2-
Heterodimere, in Assoziation mit IRA@térferon regulatory factor § oder STAT1-
Homodimere bilden sich und translozieren in den Nukleus , worsigd-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 kénnen NDV V-Proteine eingreifen, indem sie die Degnasiatio
phosphorylierten STAT1-Proteinen durch das Ubiquitin-Proteasome+8yatuzieren,

was einen Einfluss auf die Gesamtmenge an STAT1 in der infizelenzu haben
scheint (Huang et al., 2003; Qiu et al., 2016b). Ahnliche Beobachtungeien fir das
Parainfluenzavirus 5 und das Mumpsvirus beschrieben (Didcock et al., 1999; Kubota
al., 2001; Parisien et al., 2001; Yokosawa et al., 2002). Vertreter der Mauhd
Henipaviren hingegen scheinen die Phosphorylierung von STAT-Moleldéde deren
Translokation in den Nukleus zu inhibieren (Horvath, 2004a, b; Koreg#dy 2007).

Bei Zellen, die konstitutiv V-Proteine exprimieren, wurde eirrenvederte Aktivitat der
Proteinkinase R (PK&)d eine reduzierte Expression der 2°,5"-Oligoadenylatsynthetase
(OAS) beobachtet. Die Expression beider Proteine wird von IFN induzieth. dXRNA
aktivierte PKR%o Z}*% Z}ECo] ES v ul ®C}S]e Z v /v]8] S]}ve( IS} CE

Translation inhibiert wird. OAS hingegen aktiviert die RNase L, welche virale und
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endogene ssRNA degradiert. Beide Prozesse inhibieren die virale Replikatiore Fur d
Proteine P oder W konnten ahnliche Ergebnisse nicht nachgewiesen werden. Di
spricht zusatzlich gegen eine IFN-antagonistische Wirkung der N-teemiBaimane

der drei P-Genprodukte.

Die Funktionsweise von NDV V-Proteinen ist als spezies-spebniéschrieben und
beschrankt wahrscheinlich das Wirtsspektrum des Virus (Park et al.,, 2003a)
Unterschiedlich virulente NDV Stamme exprimieren dazu scheinbar V-Pratetne
verschieden starker Effizienz zur Blockierung der IFN-Antwort des Wirtes (Alahares
al., 2010).

Die Generierung verschiedener V-defizienter Stdmme mittels des reversensypsest
Systems (Peeters et al., 1999; Rémer-Oberdorfer et al., 1999) zeigte deutlicdadass
Protein signifikant zur Virulenz des NDV beitragt und eine wetfolle fur die virale
Replikation spielt (Alamares et al., 2010; Mebatsion et al., 2001; Park et al., Fa0Ra;

et al., 2003b). Paramyxoviralen V-Proteinen werden auflerdem wichtige regsitduer
Funktioren wahrend der Replikation zugeschrieben. So konnte gezeigt werden, dass
rekombinante Rinderpest-, Sendai- und Masernviren mit fehlender V-Rratgiression
einen erhohten genomischen und mRNA-Leuélveisen (Kato et al., 1997b; Tober et
al., 1998). Ebenso inhibiert das SV5 V-Protein die virale TranskriptioRepldkation

(Lin et al., 2005). Direkte Interaktionen iP(Curran et al., 1991a; Curran et al., 1995;
Horikami et al., 1996; Precious et al., 1995; Randall & Bermingham, 1996; Taber et
1998; Watanabe et al.,996), sowie die Fahigkeit an RNA zu binden (Lin et al., 1997,
Nishio et al., 2006; Parks et al., 2006) sind potenzielle Erklarungen hiersétzliin
konnte die Bindung des V-Proteins von Rinderpestvirus an die viralenétalse

nachgewiesen werden (Sweetman et al., 2001).

1.2.5 Das NDV W-Protein

Die Insertion zweier Guaninreste bei der Editierung des NDV P-Gendieindraus
resultierende mRNA, kodierend fur das bisher hypothetische W-Proteinde 1993
von Steward et al. fur den NDV-Stamm Ulster beschrieben.

Aus der Sequenz des P-Gens lassen sich in Abhéangigkeit vom Stamm wakckehi
GroRRen fur W-Proteine vorhersagégeward et al., 1993). Zugehorige Proteine konnten

aber bisher weder in der Infektion noch im Viruspartikel nachgewiesenemerbie
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Funktion des W-Proteins fir NDV ist daher nicht bekannt. Transfektionsstkdnnten

einen pro-apoptotischen Effekt nach Uberexpression des Proteins in HelLa-Zellen
ausschlieRen (Kumar et al., 2013).

Am besten untersucht ist das W-Protein des Nipah-Virus, dessen Existenz im @&gensa
zu NDV bereits nachgewiesen werden konnte. Es entsteht ebenfalls ausoder
transkriptionellen mRNA-Editierung des P-Gens und zeichnet sich dinen langeren
N-Terminus im Vergleich zu anderen Paramyxoviren aus (Chan et al., 2001¢sEér di
Protein konnte, mit Ausnahme von epithelialen Zellen, eine nukledre kakaf
nachgewiesen werden (Lo et al., 2009; Lo et al., 2010; Shaw et al., 2005; Skgw et
2004) Neben einer Kernlokalisationssequemzdlear localization sequenc8ILS) im
spezifischen C-Terminus, die mit Importin- J]vS & (Ryd€skeg et al., 2016; Lo et al.,
2009; Shaw et al., 2005), wurde ein Exportin-1-abh&ngiges Kernexportsignal
nachgewiesen (Audsley et al., 2016), welches es dem W-Protein ermdglichhyezwisc
Zytoplasma und Zellkern zu pendeln. Nipah-Virus W-Proteine wirkenlFéls
Antagonisten und verhindern die Phosphorylierung von STAT1 und STAT2 oder
komplexieren diese im Zellkern (Ciancanelli et al., 2009; Rodriguez €084,
Rodriguez & Horvath, 2004; Rodriguez et al., 2002; Shaw et al., 2004). Zudem ist eine
Inhibierung der Phosphorylierung und damit Inhibierung der Aktivieruoig NRF3
beschrieben (Shaw et al., 2005; Shaw et al., 2(Di4) Interaktion mit dem nuklearen
PRP19 Kompleyre-RNA processing 1Gnd dem Tumorsuppressor p53 (Martinez-Gil

et al., 2017) wurde erst kurzlich identifiziert. Da p53 die Expres&n Genen reguliert,

die sowohl fur die Zellzykluskontrolle, die Apoptoseinduktion UMNA-Reparatur
notwendig sind und der PRP19-Komplex in das SpleiRen der pra&-mRNA in
eukaryotischen Zellen involviert ist, lassen auch diese Interaktionen ad ei
antagonistische Funktion des W-Proteins auf die antivirale ImmunantwotieB8eim
(Martinez-Gil et al., 2017). Im Gegensatz dazu ist flr das bovine Parainflues&agirnu
Einfluss auf die durch dsRNA induzierte FRroduktion nicht nachweisbar (Komatsu

et al., 2007).

Ein in vivo Frettchen-Modell konnte die Bedeutung des Nipah-Virus W-Proteins
zusatzlich unterstreichen, da fir rekombinante Nipah-Viren niiteieder W-Protein-

expression, trotz verlangerter Uberlebenszeit, verstarkte neurologische Symptadne un
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schwerwiegendere Lungenerkrankungen im Vergleich zum Wildtypvirus (\0&)-Vir

nachgewiesen wurden (Satterfield et al., 2015).
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Obwohl die zugehorige mRNA vor mehr als 25 Jahren beschrieben wurde (Steward et
al., 1993), wurde das NDV W-Protein bisher nicht nactegen. Ziel der vorliegenden
Arbeit war daher die Identifikation des NDV W-Proteins

Zum Nachweis sollten polyklonale Seren gegen den W-Protein C-Tisgeimeriertund

auf Spezifitdt und Eignung fur verschiedene Analysemethoden Ubexpeiden.

Da die Funktion des NDV W-Proteins weitestgehend unbekannt iste dodii
erfolgreichem Nachweis das Protein naher charakterisiert werden. Die Lokaligation
infizierten Zellen sollte dabei mit Hilfe von Fluoreszenzprogeikeppelten
Fusionsproteien und die Inkorporation in Viruspartikel gezeigt werden.

Neben Untersuchungen des Einflusses des W-Proteins auf die Virusieplilaif
Grundlage von rekombinanten NDV, deren W-Proteinexpression unterbustjesolite
zudem eine potenzielle IFN-antagonistische Wirkung des W-Proteins analysiden.

Fur entsprechende Untersuchungen sollte ein Assay etabliert werden, deEidéuass

des Uberexprimierten NDV W-Proteins auf den Signalweg der spaten Phase der IFN

Antwort in Hihnerzelllinien mit Hilfe von Reporterluziferasen ustent.

Als weiteres akzessorisches Protein sollte in dieser Arbeit auch die Fun&sadl/
V-Proteins im Hinblick auf dessen Einfluss auf die Virulenz uctdéra/erden.

Im Fokus stand dabei die Herkunft des V-Proteins aus unterschiaalibiiV-
Pathotypen. Anhand rekombinanter Viren mit lentogenem Virushintergrund und
zuséatzlich inserierten V-ORFs aus lento-, meso- oder velogenen NDV sollte das
Replikationsverhaltenin vitro verglichen werden. Fir die Charakterisierung der
rekombinanten Viren sollte ein weiteres Peptidserum zur Detektion deg RI26/98
V-Proteins generiert werden. Ebenso sollte die Fahigkeit des NBPKbt®ns zur
Inhibition der zellularen IFN-Antwort in dem in dieser Arbeit efalggen Hihnerzeén-

IFN signaling Assay Uberprift werden.
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Alle in Tabelle 2 aufgefuhrten, permanenten Zelllinien stammen aus der Zellkultafaam

(Collection of Cell Lines in Veterinary Medio2€LV) und wurden von der Bio-Bank des FLI, Insel

Riems kontaminationsfrei bereitgestellt.

Tabelle 2: Verwendete permanente und primare Zelllinien

Linienbezeichnun¢ Charakteristika Quelle/ Referenz

A549 Humane alveolare Epithelzellen, Typ I CCLV-Rie 1035
Pneumozyten aus humanem Lungenkarzinorn (Giard et al., 1973;

Lieber et al., 1976)

BSR-T7/5 Geneticin-resistente embryonale Nierenzellef CCLV-Rie 583
aus dem Goldhamster (BHK ®aby hamster | (Buchholz et al.,
kidney) mit stabiler Expression der T7-RNA- | 1999)

Polymerase

DF1 Immortalisierte Hihnerembryofibroblasten ay CCLV-Rie 1529
10-d alten, bebriuteten SPF-Hihnereiern ATCC (CRL-12203)

HEK293T Humane embryonale Nierenzellen mit Plasm| CCLV-Rie 1539
kodierend fur eine Temperatur-sensitive (DuBridge et al.,
Mutante des grol3en SV40 T-Antigens 1987)

LMH Zellen aus einem Diethylnitrosamin- CCLV-Rie 464
induziertem hepatozellularen Karzinom bei | ATCC (CRL-2117)
einem mannlichen Haushuhn der Rasse
Leghorn

QM9 Myoblasten aus einem chemisch induzierten| CCLV-Rie 999
Fibrosarkom der japanischen Wachtel (Antin & Ordahl,
Elternlinie: QM7 Quail muscle clongé) 1991) (QM7)

CEF Priméare Hihnerembryofibroblasten aus 10-d | Lohmann, Cuxhaven
alten, bebruteten SPF-Hihnereiern

3.1.2 Viren

Tabelle 3: Verwendete NDV Wildtyp Stamme

Stamm Charakteristika] GenBank Acc. Nd Quelle

Clone30 (CI30| Lentogen Y18898 Intervet, Boxmeer

R75/98 Mesogen KJ736742 Nationales Referenzlabor fir NDV,
FLI Riems

Herts | Velogen n. a. Intervet, Boxmeer

Das WT-Virusisolat Herts_| 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-Stamme
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Stamm Charakteristika Quelle/ Referenz

dedGu5VmutCI30 | rINDVGu mit deletierter P-Gen-Editierungsste| Labor ROmer-
und zusatzlichem NDV CI30 V-Gen mit mutief Oberdorfer
Editierungsstelle, inseriert Gber eine artifiziellg
Mlul-Schnittstelle in der 5'-NCR des P-Gens

dedGuS5VmutR75 | Wie dedGu5Vmut, NDV R75/98 V-Gen-Sequ¢ Diese Arbeit
ersetzt NDV CI30 V-Gen

dedGuSVmutHerts| Wie dedGu5Vmut, NDV HertsV-Gen-Sequenz Diese Arbeit
ersetzt NDV CI30 V-Gen

rNDVGu Rekombinantes NDV CI30 mit monobasische| Labor Rémer-
AS-Sequenz der F-Protein Spaltstelle (mb F-| Oberdorfer
Spaltstelle)!'?' z Y ' Z1¥ > (Ramp et al., 2012)

rNDVGuF1 Entspricht rINDVGu mit polybasischer AS- Labor Rémer-
Sequenz der F-Protein Spaltstelle (pb F- Oberdorfer
Spaltstelle)!2z Zz Y < ¥ Y&

rNDVPdedVded dedGu5VmutCI30 mit deletierten Diese Arbeit
Editierungsstellen im P- und V-Gen

rNDVF1PdedVded| Entspricht INDVPdedVded mit pb F-Spaltstell Diese Arbeit

rNDVWstop Rekombinantes NDV CI30 mit Stoppmutation| Diese Arbeit
W-ORF des P-Gens

rNDVF1Wsip Entspricht rINDVWstop mit pb F-Spaltstelle Diese Arbeit

rNDVW-NLSmut | Rekombinantes NDV CI30 mit mutierter NLS | Diese Arbeit
W-ORF des P-Gens

3.1.3 Bakterienstamme
Tabelle 5: Verwendete kompetent&. coliStamme

Bezeichnung Eigenschaften Herkunft

DH10B F-u E P-hsdRMESu E + "06i0 <P Invitrogen
Po y6o & i v i & i16 P ~
P oh P-mslL nupG /pMON14272 /
pMON7124

XL10-Gold TetrD(mcrA)183 D(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 | Stratagene
endAl supE44 thi-recAl gyrA96 relAl lac Htg
[F" proAB laclqZDM15 Tn10 (Tetr) Amy Cam

3.1.4 Medien und L6sungen fur Zell- und Bakterienkultur

Nachfolgend aufgefuhrte Zellkulturmedien urttbsungen (Tabelle 6) wurden in der Bio-Bank
des FLI, Insel Riems nach verzeichneter Zusammensetzung, aber ohne Zugabe von fetalem
Kalberserum (FKS) hergestellt, steril filtriert und bereitgestellt. FKS wurde vor Gebrauch in

angegebenen Mengen zugeflgt.
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Tabelle 6: Medien und Losungen fur Zellkultur
Bezeichnung Zusammensetzung pro Liter Zellinie
ATV 8,5 g NaCl, 0,4 g KCl, 1,0 g Dextrose, 0,58 g NaH( Alle
0,5 g Trypsin (1:250), 0,2 g EDTA, pH 7,2 Zelllinien
ZB5 5,32 g MEM Eagle (Hank's Salze), 4,76 g MEM (E§ QM9
Salze), 1,25 g NaH¢ @0 ml nichtessentielle AS CEF
(100x), 120 mg Na-Pyruvat, 10 % FKS, pH 7,2 LMH
ZB5B wie ZB5, aber nur 5 % FKS QM9
ZB9D 9,9 g DMEM, 3,7 g NaHEPH 7,2 CEF
ZB10 9,9 g DMEM mit hohem Glukosegehalt, 3,7 g Najd( HEK293T
0,12 g Natriumpyruvat, 10 % FKS, pH 7,1
ZB23a 1,0 g Caseinpepton, 0,5 g Fleischpepton, 0,5 g BSRF7
Hefeextrakt, 2 ml essentielle AS, 10 % FKS
ZB28 5,32 g Ham's F-12, 8,8 g IMDM, 2,45 g NaHIO% | A549
FKS, pH 7,2 DF1
Tabelle 7: Medien fir Bakterienkultur
Bezeichnung Zusammensetzung Hersteller
Columbia-Agar 5 % Schafblut Omnilab
LBMedium 2 % Lennox L Broth Base Invitrogen
LBAgar 3,2 % Lennox L-Agar Invitrogen
Selektionsagar 200 ml LB-Agar, 100 pg/ml Ampicillin, 200 pl IPTG,| -
500 ul X&al
S.0.C-Medium 2 % Trypton, 0,5 % Hefeextrakt, 10 mM NaCl, 2,5 1| Invitrogen
KCI, 10 mM MgCI2, 10 mM MgSO4, 20 mM Glukos
3.1.5 Antibiotika
Tabelle 8: Verwendete Antibiotika
Antibiotikum Konzentration Hersteller
Ampicillin 100 mg/ml Bioline
Geneticin G418-Sulfa] 50 mg/mi Gibco
Penicillin- 10000 Units Penicillin/ml Sigma

Streptomycin-Ldsung

10 mg Streptomycin/ml

3.1.6 Puffer und Losungen

Tabelle 9: Allgemeine Puffer und Losungen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Coomassie-
Farbelbsung

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

Coomassieblau

Erythrozytenlsung

1 % Huhnererythrozyten in 1x PBS

Entfarberlésung

Stammldsung: 375 ml Ethanol (96 %), 125 ml Essigsaure (100 ¢
Gebrauchslésung: 300 ml A. dest. + 200 ml Stammldsung

Evans blue

0,1 % in 1x PBS

Jod-Lésung

17,5 g Jod, 7,5 g Kaliumjodid, 250 ml Ethanol (96 %), 250 ml A.
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Tabelle 9: Allgemeine Puffer und Lésungen - fortgesetzt -

Bezeichnung Zusammensetzung
Ladepuffer SDS-PAQ Roti®-Load 1, reduzierend (Roth), 1:4 in A. dest., Phenolblau
Nagaraj-Puffer 0,1 M Tris-HCI (pH 8,0), 0,1 M DTT, 2,0 % SDS
PBS (1x) 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,15giRQx 2 HO, 0,2 g K#PQ
Ad 1 Liter, pH 7,2-7,4
Probenpuffer GelPilot® Loading Dye, 5x (Qiagen)

Gelelektrophorese | Gel Loading Dye Purple, 6x (NEB)
Sammelgelpuffer 1,5M Tris, 0,4 % SDS, pH 8,8
SDS-PAGE-Puffer (1 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 NacCl, 10 ml 1M Tris-HCI (pH 8,0), 2,5 ml Tween 20, ad 1
TAE (1x) 4,84 g Tris, 1,14 ml Essigséure, 2 ml EDTA (0,5 M) (pH 8,0)
TEN (1x) 20 mM Tris, 150 mM NacCl, 0.1 mM EDTA, gH 7,

Transferpuffer (1x) | 3,03 g Tris, 14,42 g Glycin, 0,1 % SDS, 0,2 | Methanol, ad 1 Lite
Trenngelpuffer 0,5 M Tris, 0,4 % SDS, pH 6,8

Trypanblau-L6sung | 0,4 % Trypanblau in 1x PBS

3.1.7 Basenpaar- und Molekulargewichtsstandards

Tabellel0: Verwendete Marker und Molekulargewichtsstandards

Bezeichnung Bandengroéf3en Verwendung Hersteller
Lambda-DNA-BstEIl| 8453 bp, 7242 bp, 6369 bp, 5687| Agarosegel- NEB
Digest DNA Marker | bp, 4822 bp, 4324 bp, 3675 bp, | elektrophorese
2323 bp, 1929 bp, 1371 bp, 1264

bp, 702 bp
K[Z vP Zpo (| 1500 bp, 1000 bp, 900 bp, 800 bpy Agarosegel- Fermentas
DNA Ladder 700 bp, 600 bp, 500 bp, 400 bp, | elektrophorese

300 bp, 200 bp, 100 bp
PageRuler Prestaine| 170 kDa, 130 kDa, 100 kDa, 70 | SDS-PAGE Fermentas
Protein Ladder kDa, 55 kDa, 40 kDa, 35 kDa, 25| Western Blot
kDa, 15 kDa, 10 kDa

3.1.8 Oligonukleotide

Die angegebenen Oligonukleotide (Primer) wurden fir Sequenzierungen, Klonierungen,
Mutagenese-PCRs und OneStep RT-PCRs eingesetzt und von den Herstellern Biomers u
Operon erworben, oder am FLI hergestellt (TabElleTabellel2, Tabellel3, Tabellel4, Tabelle

15).

Angegebene Nt-Bindestellen beziehen sich auf das NDV CI30-Genom (GenBank Acc. No.
Y18898), sofern nicht anders angegeben. Nt-Sequenzen fir den mCherry-ORF bR¥5MBYV
betreffen die Genbank-Nummern LC466107.1 bzw. KJ736742. Zusatzlicherteddrsind in
Kleinbuchstaben angegeben und mutierte Nt fett geschrieben. Restriktionsenzymschnittstellen

sind unterstrichen. Deletionen wurden in der Nt-Sequenz durch Bindestriche gekennzeichnet.
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Tabelle11: Oligonukleotide fur Sequenzierreaktionen
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Bezeichnung Sequenz in 58’-Richtung Nt-Bindungsort
M13F GTTTTCCCAGTCACGACGTTG pGem-Teasy:
294912972

M13R GACCATGATTACGCCAAGC pGem-Teasy: 176197
MP2368F AGTCAACCCAGTCGCGGAAACAGTCAG( 2 34312 384

CCGCAGAAC
MPWHIR GGCTCGACCATGGGCCCCtTTCTTAGCAT Herts I

G 226912 301
P_P2032F GAAGCAYGGGAGCATCCAGCCAC 204212 064
P_P2689R GCAACAGATGTTTTMAGCTGTTGG 267212695
P1433F TTGATGGCAGGCCTCTTGC 4 63814 656
P1B1F CATATCATGGACAATGG 243112 447
P1B5F CAATCCTCTCTCGCTTCC 317413191
P3015F GATGCAGCCGGGTCGATCGAG 3015t3 035
P343R GTCAAGGCGCTGGATCCTATATTG 340713430
P736wWR CTTYTGGACYCTRCCTTGCTGC 7151736
Pche294F GGAGCGCGTGATGAACTTCGAG mCherry-ORF: 298315
Pche387R CAGCTTCACCTTGTAGATGAAC mCherry-ORF: 366387
PCI30P270F CAAGACAACCCCGATCGACA 207312092
PHerlP380F GQCTACAGATGAGACCGGTG Herts I: 2 183t 2 202
PHerlP663R CTGACCGTTGTGACTCCTCC Herts I: 2 447t 2466
PMATAF GTCACTATTAATGTGGAGG 391113929
PN2472R CACCAGCTGATAGTTGTGAC 245312472
PN56F TCGCACGGGTAGAAGGTGTGAA 52 186
PNP7FW TGAGCACATCATTCTGGAGA 1185t1 204
PPHOSF ATCTGACAAACAACCATCCACACCCG 209912124
PPHOSR CAACAGCAGAGAGTTGCTTGCTCC 222012 243
PR75P395F CGGCGATACACAGCTCAAGA R75/98: 2 204t 2 223
PR75P675R GGGTTGCACCAGCTGATAGT R75/98: 2 465t 2 484
PU3823R CAAGGAGACAAAGTTCACC 3805t3 823
PX15542 R ATTGTGAGCGGATAACAATTTCACACAG( yowdW D@D t
PNP5F CGGCTCTATATGACCACAC 1661t1679
New3334R ATGGGCAGAATCAAAGTACAGCC 331213334
PCI30546R GTTGACTCCCCTGCTGTTGA 2330t2 349
PR75 2119F | CATCCACATCTGAGCAGGCGACTC R75/98: 2 119t 2 142

Tabelle12: Oligonukleotide fur Klonierungen

Bezeichnung

Sequenz in 5283"-Richtung

Restriktions-
schnittstelle

Nt-
Bindungsort

PVCI30HiEcoR| CCTAGAATTCATGGCCACCTTTACAG Ecdrl 188611 906
PWCI30NheR | CACGCTAGCTCACGTCTGTGCCCTG( Nhd 240212 424
A
PWHiNheR CAGOAGCTCACGCCTGTGCCCTGG| Nhd Herts |:
A 240212 424
PP1-133NheR | CACGCTAGCCTTTTTAGCATTGGACG Nhd 226012 286
TTGC
PVR75EcoRIF | CCTAGAATTCATGGCCACTTTTACCG| Ecdrl R75/98:

189311912
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Tabelle12: Oligonukleotide fur Klonierungen - fortgesetzt -
Bezeichnung Sequenz in 5A8’-Richtung Restriktions-| Nt-
schnittstelle | Bindungsort
PP30NheR CAAGCTAGCTTAGCCATTTAGAGCAA Ecdrl 3053t3074
C
PNPEcoRIF CACGAATTCATGTCTTCCGTATTTGA] EcdRl 122 t142
PNPNhelR CACGCTAGCTCAATACCCCCAGTCG( Nhd 157111591
PMEcoRIF CACGAATTCATGGACTCATCTAGGA(Q Ecdrl 329013310
PMNhelR CACGCTAGCTTATTTCTTAAAAGGAT] Nhd 4364114 384
PP75R CACGCTAGCTCAACCATTCAGCGCA/ Nhd R75/98:
3061t3 080
PPHerINheR CAAGCTAGCTTAGCCATTCAGCGCAA Nhd Herts I
305413072

Tabelle13: Oligonukleotide fiir QuikChange Mutagenese-PCR

Bezeichnung | Sequenz in 583 -Richtung Nt-Bindungsort
MPVCI30F CGTCCAATGCTMAGGGYCCCATGGTCGAG| 2 269t 2 300
MPVCI30R GCTCGACCATGGGCCUURGCATTGGACG | 2269t 2 300
MPVR75F CATCTAATGCTAMAGGGGYCCAAGGTTGAG| R75/98: 2 275t 2 306
MPVR75R GCTCAACCTTGGCcCOUOTRGCATTAGATG | R75/98: 2 275t 2 306
MPVHIF CGTCCAATGCTMAGGGYCCCATGGTCGAG| Herts |1 2 269t 2 300
MPVHIR GCTCGACCATGGGCCUURGCATTGGACG | Herts |1 2 269t 2 300
MPWF CGTCCAATGCTMAGGGggCCCATGGTCGA( 2 26912 301
MPWR GGCTCGACCATGGGCcTITAGCATTGGAC( 2 26912 301
MPWHIF CGTCCAATGCTIMAagGGGCCCATGGTCGA( Herts_I: 2 269t 2 301
MPWHIR GGCTCGACCATGGGCOUTTAGCATTGGAC( Herts |1 2 269t 2 D1
MPdedVF CAGCAATAAATCGTCCAATGGGBGCCCATG( 2 25812 300
CGAGC
MPded2PF CAGCAATAAATCGTCCAAFEEGGCCCATG(E 2 25812 300
CGAGC
MP_P_WstF | GCTAAAAAGGGBGGGTCGAGCCCCCAAG | 2 27712 307

Tabelle14: Oligonukleotide fir Phusion-PCR

Bezeichnung | Sequenz in 5B’-Richtung Nt-Bindungsort
PPVR75F CTCTCTCCTCTACCTGATAGACCAGGACAA| 185511914
CCACTTTTACCGATGCTGAGATAG R75/98: 1 893t 1 920
PPVR75R GGACCCGCTACGTGTGGCAGTAGTAATTA(Q 3075t3 100
TCTGTGACAACGCCTCCATCATAG R75/98: 2578t 2 611
PPVHerlF CTCTCCTCTACCTGATAGACCAGGACAAAC| 185711916
ACCTTTACAGATGCGGAGATCGAC Herts I: 1 887t 1 916
PPVHerlR CAGGGACCCGCTACGTGTGGCAGTAGTAA] 3075t3 103
TCTTCTGTGATATCGCCTCCATC Herts I: 2 576t 2 605

Tabellel5: Oligonukleotide fir OneStep RT-PCR

Bezeichnung | Sequenz in 58 ’-Richtung Nt-Bindungsort
PNP5F CGGCTCTATATGACCACAC 1661t1679
P_P2689R GCAACAGATGTTTTMAGCTGTTGG 267212695
P1B3F ACATCTGTTGCAGTCATC 268512 702
MPVCI30R GCTCGACCATGGGCCUTORIGCATTGGACG | 2269t 2 300
MPVCI30F CATCTAATGCTAMGGGGgCCAAGGTTGAG( 2 269t 2 300
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Tabellel5: Oligonukleotide fur OneStep RT-PCR - fortgesetzt-
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Bezeichnung | Sequenz in 5/8’-Richtung Nt-Bindungsort
MP3667R GCCTGCACTACTGAGAAAACCATTCTCTCA( 3650t 3 690
GTTGC
P2A5F ATCGCCAACTGCAAGATG 571415731
P2A4R GCAGCTCCATTAATCTGA 6 74716 764
MPVR75F CATCTAATGCTAAGAAGGGGGCCAAGGTT( R75/98: 2 275t 2 306
MPVR75R GCTCAACCTTGGCCCCCTTCTTAGCATTAG| R75/98: 2 275t 2 306
MPVHIF CGTCCAATGCTAAGAAGGGGCCCATGGTC( Herts I: 2 269t 2 300
MPVHIR GCTCGACCATGGGCCCCTTCTTAGCATTG( Herts I: 2 269t 2 300
PNP8F CTGGATCTGATGAGAGCGGT 146311482
PN2472R CACCAGCTGATAGTTGTGAC 245312 472
PCI30P270F | CAAGACAACCCCGATCGACA 207312092
P3430R GTCAAGGCGCTGGATCCTATATTG 340713430
PU3823R CAAGGAGACAAAGTTCACC 38053823
P1433F TTGATGGCAGGCCTCTTGC 4 6381t 4 656
P2A1R GTTCCCGACTGAAGGTAGAG 5406t5 425
PNP7FW TGAGCACATCATTCTGGAGA 1185t1 204
PN2233R AGTTGCTTGCTCCGGTCCTGAGCTG 2208t2 232
P7857F CACCTTGCGAGGGGTATTC 7 857t7 875
P8864R CCGGATCCGTACGAATGCTGCTG 8 84218 864
3.1.9 Synthetische Gene und Peptide
Tabellel6: Verwendete synthetische Gene und Peptide

Bezeichnung Sequenz Verwendung Hersteller
W CI30 Peptid 1 | CTNVRLNSRGVNPVAETVRK | Immunisierung | EMC

von Kaninchen | Micorcollections
W CI30 Peptid 2 | CGVNPVAETVRKDRRTKSRPP | Immunisierung | EMC

von Kaninchen | Micorcollections
W Herts Peptid 1| CGRALKRGTNNVRRNSKGIYQA Immunisierung | EMC

von Kaninchen | Micorcollections
W Herts Peptid 2| CKGIYQAVETVKGDRRTRPRLP Immunisierung | EMC

von Kaninchen | Micorcollections
Gen siehe Anhang (11.7) Klonierung Invitrogen
W-NL&SuJK9ntex GenArt Gene

Synthesis

3.1.10 Expressions- und Hilfsplasmide

Tabellel7: Generierte und verwendete Expressionsplasmide

Bezeichnung

Charakteristika

Quelle /Referenz

pCAGGS_mCherry- | NDV CI30 WORFAmit N-terminalem mCherry- | Diese Arbeit
WinutCI130 Tag in pCAGGS

pCAGGS_mCherry- | NDV CI30 WORFAmIt N-terminalem mCherry- | Diese Arbeit
tPE>~" Tag und mutierter NLS-Sequenz in pCAGGS
pCAGGS_MCI30 NDV CI30 MORFn pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS NPCI30 | NDV CISINP-ORHN pCAGGS Diese Arbeit

pCAGGS_NPHerts

NDV Herts_| NBRFn pCAGGS

Labor Romer-
Oberdorfer
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Tabellel7: Generierte und verwendete Expressionsplasmide - fortgesetzt -

Bezeichnung Charakteristika Quelle /Referenz
pCAGGS_NPR75 NDV R75/98PORF in pCAGGS Labor Romer-
Oberdorfer
pCAGGS_PCI30 NDV CI30 P-ORF in pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS_PCI30 1-1] NDV CI30 P-ORF von Nt 1 bis 399 in pCAG({ Diese Arbeit
pCAGGS_PHerts NDV Herts_| BRHNn pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS_PR75 NDV R75/98 P-ORF in pPCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS WMCI30 NDV CI30 V-ORF in pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS MHerts NDV Herts_| ORFn pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS WMR75 NDV R75/98 V-ORF in pCAGGS Diese Arbeit
pCAGGS_MW\CI30 NDV CI30 W-ORF in pCAGGS Diese Arbeit
PpCAGGS_MiHerts | NDV Herts_| WORFn pCAGGS Diese Arbeit
PCAGGS_W-NkLS NDV CI30 W-ORF mit mutierter NLS-Sequen| Diese Arbeit
pCAGGS
pISRE-F kodiert fur eine Firefly-wziferase unter Agilent/
Kontrolle eines ISRE (Dunham et al.,
2015)
phrLuc kodiert fir eine Renilld-wziferase, konstitutiv | (Dunham et al.,
exprimiert 2015)
pCAGGS-VP24 Ebola Virus VP2@RFAn pCAGGS (Dunham et al.,
2015)

Tabelle18: Verwendete Hilfsplasmide fur reverse Gerilet

Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle

LpCite NDV CI30 L-ORF in pCPBE- Labor Rémer-Oberdorfer
NPpCite NDV CI30 NP-ORF in pC2&E- Labor Rémer-Oberdorfer
PpCite NDV CI30 P-ORF in pCZ8E- Labor Romer-Oberdérfer

Tabellel9: Verwendete Unterplasmide fir Klonierungen
Angegebene Nt-Nummern beziehen sich auf das P-Gen. Deletionen wurden durch Bindestriche

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

fett geschrieben.

Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle

pNDVGu Genomsequenz des NDV CI30 in8 | Labor Rémer-Oberdorfer
Guvk3 entspricht pPNDVGu, abé&tsil verkirzt | Labor Rémer-Oberdorfer
pGemVMIu NDV CI30 V-ORF mit mutierter Labor Romer-Oberdérfer

Editierungsstellensequenz
(*’®AAGAAGGGHY]) in pGEM-Teasy
5’-flankiert vonMlul-Schnittstelle, P-
Gen-Ende (Nt 1441-1451), IR (T) ung
5-P-Gen-NCR

3’-flankiert von 3"-P-Gen-NCR (bis Nt
1440) und artifizielleMlul-
Schnittstelle
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Tabelle19: Verwendete Unterplasmide fur Klonierungen - fortgesetzt -

Bezeichnung

Charakteristika

Hersteller/ Quelle

dedGub5

Genomsequenz des NDV CI30 inNX@
mit deletierter P-Editierungsstellen-
sequenz{°AATF----AAG®) und
artifiziellerMlul-Schnittstelle inseriert
in die P-Gen-NCR (zwischen Nt 144(
und 1441)

Labor R6mer-Oberdorfer

pPNDVGuF1

pNDVGu mit Nt-Sequenz kodieren f{
eine pb F-Spaltstelle

Labor Romer-Oberdorfer

pCAGGSVPCI30

NDV CI30 V-ORF mit P-Protein
spezifischer Editierungsstellenseque
in pPCAGGS

Labor Romer-Oberdorfer

pCAGGSVPR75

NDV R75/98 V-ORF mit P-Protein
spezifischer Editierungsstellenseque
in pPCAGGS

Labor Romer-Oberdorfer

pCAGGSVPHerts

NDV Hertsl V-ORF mit P-Protein
spezifischer Editierungsstellenseque
in pPCAGGS

Labor Romer-Oberdorfer

pCiteP

NDV CI30 P-ORF in pCPEE-

Labor Romer-Oberdorfer

prR75-Miu

Genomsequenz des NDV R75/98 in
X8w artifizielle Mlul-Schnittstelle in
der P-Gen-NCRPACGCGT)

Labor Romer-Oberdorfer

pGuPedHerts

Genomsequenz des NDV CI30 inWX®
mit Editierungsstellensequenz des
NDV Hertsl

Labor Romer-Oberdorfer

spezifischer Editierungsstellenseque
in pPCAGGS

pCAGGSV_MCI30 | NDV CI30 V-ORF mit W-Protein Diese Arbeit
spezifischer Editierungsstellenseque
in pPCAGGS

pCAGGSV_MiHerts | NDV Herts_| V-ORF mit W-Protein | Diese Arbeit

pGemCherry-WMIlu

NDV CI30 W-ORF N-terminal fusioni
mit einem mCherry-ORF in gGH
Teasy

Labor R6mer-Oberdorfer

PGEM_WuR75+NCR

NDV R75/98 V-ORF mit 5"- und 3’-
angehangenen NDV CI30 P-Gen NC
Teilsequenzen in pGEM-Teasy

Diese Arbeit

PGEM_WuHerts+NCRH

NDV Herts_| V-ORF mit mit 5”- und 3
angehangenen NDV CI30 P-Gen NC
Teilsequenzen in pGEM-Teasy

Diese Arbeit

mit deletierter P-Editierungsstellen-

sequenz {"’AATF----AAG??)

pucPedF NDV CI3@pd-Notl-Genregion in Diese Arbeit
puc2007

pucPed-W-NLg: NDV CI3®&pd-Ald-Genregion mit Diese Arbeit
mutierter NLS-kodierender Region in
puc2007

pNDVPded Genomsequenz des NDV CI30 innX8| Diese Arbeit
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Tabelle19: Verwendete Unterplasmide fur Klonierungen - fortgesetzt -

Bezeichnung

Charakteristika

Hersteller/ Quelle

fur eine pb AS-Sequenz der F-Spaltste
27 7Y < Zivxwd

Guvk3Wstop Entspricht Guvk3, aber W-Stopp- Diese Arbeit
mutation (C404T, T406G) im Anschlus
an die Editierungsstellensequenz

pNDVF1 Genomsequenz des NDV CI30 kodiere Labor Rémer-

Oberdorfer

PGEMViR75Mlu

Entspricht pGemVMIu, aber NDV R75/
V-ORF

Diese Arbeit

pGemVauiHertsMlu

Entspricht pGemVMlIu, aber NDV Herts

V-ORF

Diese Arbeit

3.1.11 Leervektoren

Tabelle20: Verwendete Leervektoren

Bezeichnung

Charakteristika

Hersteller/ Quelle/
Referenz

Guaninresten, Hepatitis Delta Virus
Ribozymsequenz, T7-Terminator,
Ampicillinresistenz

pCAGGS Sauger-Expressionsvektor, Huhrer- | S. Finke (FLI, Insel
Aktin-Promotor, immediate early Riems) (Niwa et al.,
enhancer-Sequenz, Ampicillinresistenz 1991)

pGEM-Teasy TAKIlonierungsvektor, multiple Promega
Klonierungsstelle flankiert von Tird
SP6-RNA-Polymerase-Promotoren,
Ampicillinresistenz

puc2007 pUC18 mit zusatzlichen Labor R6mer-Oberdorfel
Restiktionsenzym-schnittstelleAa-
Notl-MIul-Aflll-BsWI-Snal) zwischen
Pst und Ecdr| eingebracht Uber ein
Oligonukleotid

yéwd T7-Promotor mit 3 zusatzlichen K. Conzelmann

(Schnell et al., 1994)




Material und Methoden

3.1.12 Enzyme

Tabelle21: Verwendete Enzyme

37

Bezeichnung Hersteller
Antarktische Phosphatase (5 U/ pl) NEB
Restriktionsendonukleasen
Aatll, Apd, Dpn, EcdRI,Notl, Pad Fermentas
Alel, Mlul, Msd, Nhd, Pml, Rsil NEB
RNasin (40 U/ ul) Promega
T4DNA Ligase (3 U/ pl) Promega

3.1.13 Priméarantikorper und Seren

Tabelle22: Verwendet Primarantikérper und Seren

gegen P-Protein von NDV LaSota, Kaninche

Bezeichnung Charakteristika Hersteller/ Quelle

#479/3 polyklonales, monospezifisches Serum gegg MSD Animal Health/
die 16 C-terminalen AS des NDV CI30 V- (Mebatsion et al., 2001
Proteins, Kaninchen

r- t-Actin, monoklonaler Antikérper (AK) gegen Altmann Analytik GmbH

Clone AC-74 modifiziertes N-terminales Peptid des
1C38}% 0 «u $JAkih, Waus

rsZéh polyklonales, monospezifisches Serum gege Diese Arbeit, Li
V-Protein von NDV R75/98, Kaninchen International

rt ofii polyklonales, monospezifisches Serum geg¢ Diese Arbeit
W-Protein von NDV CI30, Kaninchen

rt, ES- polyklonales, monospezifisches Serum geg¢ Diese Arbeit
W-Protein von NDV Hert§ Kaninchen

HIS+-NDV polyklonales Hyperimmunserum (HIS) gegel J. Veits (FLI, Insel Riem
NDV CI30, Kaninchen

r >A/uni polyklonales, monospezifisches Serum geg¢ (Zhao et al., 2018)
V-Protein von NDV LaSota, Kaninchen

r >/Puni polyklonales, monospezifisches Serum gegq (Zhao et al., 2018)

mak-NDV-HN10

monoklonaler AK gegen HN-Protein des ND
Isolates R5/93, Maus

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

P-Protein von NDV R75/98, Kaninchen

mak-NDV-M monoklonaler AK gegen M-Protein des ND\| B.Kdllner (FLI, Insel
Isolates R5/93, Maus Riems)
(Werner et al., 1999)
mak-NDV-NP | monoklonaler AK gegedPdes NDV Isolates | B.KdlIner (FLI, Insel
R5/93, Maus Riems)
(Werner et al., 1999)
mak-NDWP monoklonaler AK gegen P-Protein des NDV| B.Kdllner (FLI, Insel
Isolates R5/93, Maus Riems)
(Werner et al., 1999)
PuniR75 polyklonales, monospezifisches Serum gegq Labor Romer-

Oberdorfer
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3.1.14 Sekundéarantikorper

Tabelle23: Verwendete konjugierte Sekundarantikorper

38

Bezeichnung Hersteller
Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Ziege anti-Kaninchen IgG (H{ Dianova
Meerrettich-Peroxidase-konjugiertes Ziege anti-Maus IgG (H+L) | Dianova
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Kaninchen 1gG (H+L) Invitrogen
AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus 1gG (H+L) Invitrogen
AlexaFlourTM568 Ziege anti-Kaninchen 1gG (H+L) Invitrogen
AlexaFlourTM568 Ziege anti-Maus 1gG (H+L) Invitrogen
FITC- gekoppelter Ziege anti-Maus 1gG F(ab")2 DakoCytomation
Ziege anti-Kaninchen 1gG 10 nm Gold Abcam
Ziege anti-Maus 1gG (H+L) 10 nm Gold Abcam
Ziege anti-Kaninchen IgG 5 nm Gold Abcam

3.1.15 Kommerzielle Kits

Tabelle24: 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-NAGE
OneSteRFPCR-Kit Qiagen
Phusion High-Fidelity PCR Master Mix NEB
Plasmid Mini Kit Qiagen
QIAamp viral RNA Mini Kit Qiagen
QIAEX® Il Gel Extraction Kit Qiagen
Y/ (JoS Ej Wo su] D A] <]8 Qiagen
QIAquick® Gel Extraction Kit Qiagen
QIAquick® Nucleotide Removal Kit Qiagen
QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene
Renilla GLOW-Juice Kit Pjk
SuperSignal West Pico (plus) Chemiluminescent Substrate Thermo Scientific
TransIT-LT1 Mirus Bio

3.1.16 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle25: Verwendete Chemikalien und Reagenzien
Bezeichnung Hersteller

S$}v 99,8 % Roth

Agarose Biozym Scientific

Albumin Fraktion Vbvine serum albumijrBSA) Roth

Ammoniumperoxodisulfat (APS)

Serva Feinbiochemica

Brennspiritus

Algorex
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Tabelle25: Verwendete Chemikalien und Reagenzien - fortgesetzt -
Bezeichnung Hersteller
5-Brom-4-Chlor-3-indoxyl-3-d-galaktosid (X-Gal) Roth
Caesiumchlorid 99,999 % Roth
Chlorwasserstoffsaure/ Salzsaure (HCI) Roth
Coomassie-Brillant-Blau R-250 Thermo Fisher Scientific
Dextrose Sigma
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat (Titrierkompléx Roth
EDTA Dinatriumsalz Serva
Essigsaure 100 % Roth
S$Z v1}989,8% Roth
Ethidiumbromid BioRad
Evans Blue Roanal
Formaldehyd 37 % Roth
Formamid Applied Biosystems

Freundsches Adjuvant, komplett

Merck

Freundsches Adjuvant, inkomplett Merck
Glutaraldehyd Roth
'oC ]99Fb Roth

HihnertFNrU E |hant] 1x 10U/ml

Bio-Rad AbD Serotec

Humanes IFN rekombinant, 1x 10J/ml

Pbl assay science

Immersol™ 518F Zeiss
Isopropyl-t-D-thiogalactopyranosid (IPTG) Qbiogene
Jod Roth
Kaliumchlorid Roth
Magermilchpulver Hobbybackerversand,
Bellenberg

Methav } 09819 % Roth
Mowiol 40-88 Sigma-Aldrich
E SE]Jpu 2698 H Roth
E SEJpu } Co*p0oPIS5 %" "eU H Roth
Natriumhydrogencarbonat Roth
E SEJpuzC BYW%E] H Roth
Opti-MEM | Reduced Serum medium, GlutaMAX supplen Gibco
Polyvinylalkohol-Eindeckmedium mit DABCO® Sigma-Aldrich
2-W@E}% v}ol/e}%aB}%. vio H Roth
Roti®-Load 1 Roth
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1) (Acrylamid-Lésung 30 %) Roth

~=eN Z (E}e HOOUM 9 Roth
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Roth
dE&] Zo}Eu SZ vl POME}(}E&uUu H 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 (#D;), 35%ig Roth
Wolframatophosphorsaure Sigma-Aldrich
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3.1.17 Verbrauchsmaterial

Tabelle26: Verwendete Verbrauchmaterialien

40

Bezeichnung

Hersteller

3130 and 3100 Avant capillary Array 36 cm

Applied Biosystems

Butangaskartusche

IMEX

Deckglaschen rund, 12 mm @

Hartenstein

Desinfektionsmittel
Mikrozid®-AF wipes
Mikrozid® liquid
SOFTA MAN® acute Losung
Desmanol ® industrial pure
Héandedesinfektion
Gigasept FF neu
Perform® classic concentrate OXY

Schilke & Mayr
Schilke & Mayr
Braun

Schilke & Mayr
Schiilke & Mayr
Schilke & May
Schilke & Mayr

Dialyseschlauch SnakeSkin, 7000 MWCO

Thermo Scientific

Einmalspritze Omnifix®-F, 1 ml

Braun

Filter System, 0,22 um, Polystyren

Nitrilhandschuhe, SHIELDsSKImrange
NITRL™, puderfrei
Purple Nitrilhandschuhe

250 ml, 150 ml Corning
Handschuhe
Nitrilhandschuhe, ecoSHIEMIEco Nitril Biozym

Shield Scientific
Kimberly-Clark

Injektions-Einmalkaniilen G 24 (0.55 x 25 mm) lila

Henry Schein

Kimtech Science Labortuch (20,5 x 20 cm)

Kimberly-Clark

Kryoréhrchen, Au3engewinde, 2 ml

Greiner Bio One

Mikroplatte, weil3 96-well

Berthold

Millipak Express 40 Filtereinheit, 0,22 um, unsteril

Millipore

Mullkompressen, 12-fach (10 x 10 cm), unsterile

Weisweiler GmbH

Nickelgitter Athene # 400 Mesh, hexagonal

Plano

Nitrozellulosemembran 0,2 um
Protran 0.2 NC 200 mmx4 m
Protran BA 83, 0.2 um

Amersham
GE Healthcare

NucleoSEQ® Saule

Macherey-Nagel

Objekttrager, geschnitten, Mattrand, halbweif3,

26 x 76 cm, ca. 1 mm VWR
Parafilm M® sheet Bemis
Petrischale @92 cm x 16 mm, mit Nocken Sarstedt
Pipettenspitzen
Filterspitzen 1250 pl, steril, SafeSeal Biozym
Filterspitzen 100 pl, steril, SafeSeal Biozym
Filterspitzen 0,1t 10 pl, steril, SafeSeal Biozym
epT.I.P.S, 20 -300 pl Eppendorf
Filter-Tips, steril, 0-200 pl Nerbe plus
Filter-Tips, steril, @ 20 pl Nerbe plus
Filter-Tips, steril, 0,3 10 pl lang Nerbe plus
Kapillarspitzen, 200 pl Biozym
Ponal Express Holzleim Henkel
Polypropylenrohrchen, 5 mi Sarstedt
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Tabelle26: Verwendete Verbrauchmaterialien - fortgesetzt -

Bezeichnung Hersteller
Reaktionsgefalie
0,5ml; 1,5ml, 2,0 ml, 5,0 ml Eppendorf
0,2 ml Roth
Safe-Lock 1,5 ml Eppendorf
Serologische Einmalpipetten
wattiert, 10 ml Sarstedt
Costar® Stripette Corning
Skalpellklingen Braun

SPF-Huhnereier, embryoniert (White Leghorn)

Lohmann, Cuxhaven

BlottingPapier Hartenstein
Zellkulturflaschen, phenolic style cap

T162cm Corning

T75cm, T25cm (canted neck) Corning
Zellkulturplatten/ -schalen

Costar® 6-well, 12-well, 24-well, 96-well Corning

Cellstar® 96-well U-Boden Greiner Bio One

Easy-GripTM Falcon
Zentrifugenréhrchen

15 ml, 50 ml Sarstedt, Falcon, Corning

1,5 ml fUr Ulrazentrifugation
Pollyallomer Ultrazentrifugenréhrchen, 38,5 n
25 x 89 mm

Ultra-Clear Rohrchen, 13,2 ml, 14 x 89 mm

Beckmant Coulter

Beckman-Coulter
Beckman-Coulter

Zellschaber, 25 cm, steril Sarstedt
3.1.18 Gerate und Laborhilfsmittel
Tabelle27: Verwendete Gerate und Laborhilfsmittel
Bezeichnung Hersteller
Autoklavierbare Abfallbeutel
Spezial-Vernichtungsbeutel Nerbe plus
Brutschranke
CQ Inkubator (fur Zellkultur) Sanyo

Brutgerét BSS 160 mit Motorwende,
Befeuchtungsautomatik und Auskuhltimer
Brutschrank mit Thermostat

Grumbach Brutgerate
Bachofer Laboratoriumsgeréte,

Reutlingen
Bunsenbrenner Phoenix |l Schuett
ChemiDo&" XRS+ Bio-Rad
C-SHG HG Lampenhaus/HG Starter Nikon
DNA-/RNAJV-Reinigungsbox Kisker
Electric digital monochrome printer Model P93DW | Mitsubishi

Gel-Dokumentationssystem mit SPACECOM TV Zq
Lens H6X8, 8 -48 mm, 1:10, ¥~

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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Tabelle27: Verwendete Geréte und Laborhilfsmittel - fortgesetzt -

Bezeichnung

Hersteller

Glaswaren (Kolben, Becherglas, Messzylinder,
Reagenzglaser, 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

Kanulensammler Multi-Safe twin 0,7 Liter Sarstedt

konfokales Mikroskop
TCS SP5 Scan Unit
TCS SP5 Microscope
TCS SP5 supply unit

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

EL 6000 Leica Microsystems CMS GmbH
Magnetrihrwerke

EM2 IDL GmbH, Nidderau

Standard magnetic stirrer VWR
Mehrkanalpipetten

Research pro 8-Kanal 20-300ul Eppendorf

Research pro 12-Kanal 20-300ul Eppendorf
Mikroskope

TS100 Nikon

Eclipse TS100 Nikon

Eclipse Ti-S 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) Hirschmann Laborgerate

Pipetman Classic Model (P1000, P100, P20, | Gilson

Pipetman Classic Model P2 Gilson

Reference (1 ml, 100 pl, 10 pl, 2,5 pl) Eppendorf

Research (5 ml, 1 ml, 200 pl, 100 pl, 20 pl, 10 Eppendorf

Research 2,5 pl Eppendorf

Research plus (5 ml, 1 ml, 200 pl, 10 pl) Eppendorf

Pipettierhilfen
Pipetus®-akku

Hirschmann Laborgerate

Powerpette Plus JenCons
Accu-jet® pro Brand
Prazisionswaage PLJ 728- Kern

Rotoren fur Ultrazentrifugen
SW32Ti
SW 40 Ti
TLA100.3

Beckman-Coulter
Beckman-Coulter
Beckman-Coulter
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Tabelle27: Verwendete Geréte und Laborhilfsmittel - fortgesetzt -

Bezeichnung Hersteller
Reinstwasseranlage
Milli-Q Advantage A10 Millipore
BioPak Polischer (Endfilter) Millipore
Unabhéngige Q-POD® Reinstwasser-
Entnahmeeinheit Millipore
Schierlampe
Nr. 570, 230 V/ 15 W (flr Virusreinigung) Bruja
Tempo Nr. 119, 50-60Hz, 230 V, max. 40 W | Orban

Sicherheitswerkbank Hera Safe

Thermo Scientific

Spannungsversorger

Power Pac Basic Bio-Rad

Power Pac HC Bio-Rad
Speed Vac® SC 110 Savant
Thermocycler

Mastercycler epgradient S Eppendorf

Advanced Primus 96 PegLab
Thermomixer comfort Eppendorf
Thermostatic water bath, WBS-7 NeolLab

Thoma-Zahlkammer

Feinoptik, Bad Blankenburg

Trans-Blot SD - Semiy Transfer Cell

Bio-Rad

Transmissionselektronenmikroskop Tecnai-Spirit

FEI

Trista? Multimode Reader LB942

Berthold Technologies

Ultrazentrifugen
Optima LE-80 K
Optima MaxTL

Beckman Coulter
Beckman Coulter

UV Steriziling PCR Workstation Peg Lab
U\:Tisch FLX-20M Serva
Vakuumpumpe

LVS300 Saskia

BvVC21 Vacuubrand
Vortexer

Vortex Genie 2 Scientific

Vibrofix VF1 Vortexer IKA
Wippschuttler

Duomax 1030 Heidolph

Mini-Rocker-Shaker MR1 Hartenstein
Zentrifugen

Centrifuge 5415R Eppendorf

Multispin MSC-3000 Biosan

CombiSREN FVL2400 Peq lab

Rotina 420R Hettich

Centrifuge 5415D Eppendorf
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3.1.19 Software

Tabelle28: 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
ImageLaB" 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
3.2.1 Zell- und Bakterienkultur

3.2.1.1 Kultivierung und Passage adharenter, permanenter Zelllinien

Die jeweiligen Zelllinien (s. a. 3.1.1) wurden bei 37 °C (QM9, BSR-T7 de8H &C (DF-1) mit
entsprechendem Medium (s. a. 3.1.4) bei 3 %i€@uchter Atmosphare inkubiert. Alle 3 d

wurden die Zellen passagiert, sodass diese nach weiterehBwieder rund 95 % Konfluenz
aufwiesen. Daflr wurde das enthaltene Medium verworfen und die adharenten Zellen zweimal
mit Alseves-Trypsin-Versen-Losung (ATV) gewaschen. Nach Entfernung von utberschissigem
ATV wurden die Zellen bei Raumtemperatur (RT) oder 37 °C (LMH) bis zu ihrer Alddsung v
Zellkulturflaschenboden inkubiert, in frischem Medium aufgenommen und entsprechend der

gewdlnschten Zellzahl in neue ZellkulturgefaRe ausgesat.

3.2.1.2 Praparation und Kultivierung priméarer Hihnerembryofibroblaste

Fur die Praparation primarer Zellkulturen wurden 10-d alte, bebritete SPF-HuUhnereier
(Lohmann, Cuxhaven) verwendet. Die oberflachlich desinfizierten Eier wurden mit einer Schere
am stumpfen Ende, wo sich die Luftblase befindet, gedffnet und die Eihaut entfenndjieu
Embryonen enthnehmen zu kénnen. Diese wurden in einer Petrischale gesammelt, dekapitiert,
die Augen entfernt und verworfen. In einem Erlenmeyerkolben wurden die Embryeremal

mit 50 ml/Embryo Medium ZB9d gewaschen, anschlieRend mit einer Schere zerkleinert und die
Gewebestiicke erneut mit ZB9d gewaschen (3 x). Um Einzelzellen aus dem Gewebe zu l6sen,
wurde dieses fiir 20 min bei RT unter Rihren mit ATV (10 ml pro Embkyb)eart. Die Zellen
wurden Uber ein mit Gaze ausgelegtes Sieb in ein Becherglas Uberfihrt und mit ZB5 Medium
verdiinnt (rund 25 ml pro Embryo). Ubrige Gewebestiicke wurden erneut, wie beschrieben, mit
ATV inkubiert und die vereinzelten Zellen in das Becherglas Uberfiihrt.

Die Zellzahl der erhaltenen Suspension wurde mit Hilfe einer Thoma-Zahlkarestenrit

(s. a. 3.2.1.3) und auf 11¥° Zellen pro ml mit ZB5 eingestellt. Pro 100 ml der entsprechend
verdinnten CEF-Suspension wurde 1 ml einer Penicillin-Streptomycin-Ldsungehiglzen

(Tabelle 8).

3.2.1.3 Zellzahlbestimmung

Fur Arbeiten mit einer definierten Zellzahl ist es erforderlich, diese mit Hilfe eindcandimer

zu bestimmen. Die entsprechende Zellsuspension wurde dazu 1:1 mit TrypanblmgLo
versetzt, um lebende Zellen von abgestorbenen und perforierten Zellen unterscheiden zu

kdnnen, da erstere den Farbstoff nicht aufnehmen.
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Die Zahl vitaler Zellen wurde in den 4 x 4 Quadraten in Doppelbestimmungettnder
Mittelwert gebildet und mit zwei multipliziert, um die Verdinnungtmirypanblau-L6sung
herauszurechnen. Der errechnete Wert gibt die Zellzahl pro 0,2 wieder und wurde mit

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

3.2.1.4 Kultivierung von Bakterien

Die Escherichia col{E. coli Stamme DH10B und XL10-Gold wurden tber Nacht (UN) auf
Selektionsagarplatten, als Mini- (2,5 ml) oder Maxikulturen (100 ml) $si§&m Luria-Bertani
(LB-Medium mit Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin kultiviert. Die Kultivierunglgd generell

bei 37 °C in einem Brutschrank oder Schittelinkubator mit 2 500 Umdrehungemip
(revolutions per min rpm) far 16 h. FiOr Maxikulturen, die der Aufreinigung von
Volllangenplasmiden dienten, wurde zuerst eine 2,5 ml Vorkultur fir 8 h I5& &tkubiert, um

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

3.2.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.2.1 Transiente Transfektion eukaryotischer Zellen

Die transiente Transfektion beschreibt das Einbringen von freier Fremd-DNA in ctigciry
Zellen, um z. B. die voriibergehende Expression von Fremdproteinen zu erreidchdar H
wurden die Reagenzien der kommerziell erwerblichen Kits Lipofectamine 2000 (LF2000),
Lipofectamine 3000 (LF3000) (Roche) oder TransIT-LT1 (Mirus) nach Hergieran
verwendet.

Fir Transfektionen mit LF2000 wurde das Aussaatmedium zuvor von den Zellen entfernt und
durch Opti-MEM ersetzt. Es wigd DNA:Lipofectamine-Verhaltsisvon 1ug:1,5 ul (LF3000)

bzw. 1pg:2,0 pul (LF2000) verwendet. Fur die Transfektion mit dem TransIT-LT1 Kit wurde pro
1 pg DNA 3 pl TransIT-LT1 Reagenz verwendet und das Gemisch nach 1®mindtig

Inkubationszeit auf die Zellen getropft.

3.2.2.2 Transformation

Der Prozess der Transformation beschreibt die nicht-virale Ubertragung freier DNA in
kompetente, prokaryotische Zellen. Kompetenz ist die Fahigkeit von Zellen, frai@\dem
umgebenden Medium aufzunehmen und kann, sofern nicht nattrlich vorhanden, chemisch oder
physikalisch erzeugt werden.

KompetenteE. coliDH10B (50 ul) wurden auf Eis aufgetaut und mit 5 pl eines Ligationsansatzes

(s. a. 3.2.2.7) oder 200 ng500 ng einer Mini- oder Maxi-Praparation (Mini-, Maxi-Prap)
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(s. a. 3.2.2.9) fur 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 2-minutiger Hitzeschd&k’@=und ein
weiterer Inkubationsschritt auf Eis fir 2 min vor der Zugabe von 200 pl Bl€idm, um eine
maximale Transfektionseffizienz zu erreichen. Danach wurde die Bakteriensuspension fur
45 min bei 37 °C und 300 rpm inkubiert, der Transformationsansatz auf Sessgar
ausgestrichen und wie unter 3.2.1.4 beschrieben, kultiviélt10 Gold-Zellen wurden fiir die
Transformation von QuikChange Mutagenese-PCR-Anséatzen (s. a. 3.8d&th2Hersteller-
angaben verwendet, in 5 ml Polypropylenréhrchen inkubiert und ebenfalls agift®alsagar
ausplattiert. Einzelne Kolonien wurden am Folgetag mit einem sterilen Zahnstochdml LB-

Medium mit 100 pg/ml Ampicillin Gberimpft 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 || Hedean zum
Einsatz, welche palindrome DNA-Sequenzen von meist vier, sechs oder acht Basenpaaren (bp)
erkennen und die DNA innerhalb oder in unmittelbarer Nahe dieser Erkennungssequenz
schneiden. Sie benétigen hierflr kein ATP und besitzen keine Methyltransferase-Aktivitat. Je
nach Enzym entstehen glatte Endéatugt end$ oder Enden mit Uberhangticky end¥ wobei

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

Es kamen praparative Spaltungen fir eine nachfolgende Klonierung und Kpattoligen neu
isolierter Plasmide zur Anwendung. Fur praparative Spaltungen wurden generell ISAughD
einem 50 pl-Ansatz verdaut, wobei fir Kontrollspaltungen 1 pl Mini-Bd#&p 0,5 pl einer Maxi-

Prap fur einen 20 pl Ansatz verwendet wurden. Die Spaltung erfolgte mit 1U)ingym pro

Mg DNA fir 1 h bei der fur das Enzym spezifischen Temperatur in demHeosteller
mitgelieferten Puffer und wurde danach durch Hitzeinaktivierung fur 15 min gpst&@ofern
Puffersysteme und spezifische Spalttemperaturen kombinierbar waren, konnte die DNA auch
mit zwei Enzymen gleichzeitig verdaut werden. War dies nicht mdglich, wurde zueeshemt
Enzym verdaut, hitzeinaktiviert und der Reaktionsansatz durch ReinigungmitQdAquick®
Nucleotide Removal Kit nach Herstellerangaben fir den Verdau mit dem zwErzym
vorbereitet. Die Kontrolle des Verdaus erfolgte durch Agarosegelelektrophorese (8.285)3.
Hierftir wurden 8 pl des Kontrollverdaus oder 2 ul der praparativen Spaltungnoiienpuffer
versetzt und elektrophoretisch aufgetrennt. Bei korrekter Spaltung wurde der préparative
Ansatz nachfolgend komplett aufgetragen und fur 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 Restriktionsspaltuadningdern,
wurden die Phosphatgruppen am 5°-Ende durch die Antarktische Phosphatase abgespalten.
Dazu wurde der Reaktionsansatz mit dem zugehorigen Antarktische Phosphatase-Puffer
(Endkonzentration 1x) und 1 pl Enzym versetzt und fir 15 min bei 3ikeBiert. Nach
anschliel3ender Hitzeinaktivierung fir 5 min bei 65 °C und elektrophoretischer Auftrennung des

Reaktionsproduktes erfolgte die Elution des Vektors aus dem Agarosegel.

3.2.2.5 Agarosegelelektrophorese von Nukleinsauren

Zur Analyse von DNA-Fragmenten wurden diese anhand der Agarosegelelektrophorese ihrer
GroRRe nach durch ein elektrisches Feld separiert. Dabei wird die negative Gesamtthtun
DNA genutzt, welche sie bei angelegter Spannung durch die Poren des Gels vonatdz Kiarth
Anode wandern lasst (Helling et al., 1974; Thorne, 1966). Die Geschwindigkeit istlolzdeiig

von der Porengrdf3e (bestimmt durch die Konzentration der Agarose), dem&pg und der
Fragmentgréi3e.

In dieser Arbeit wurden 1%ige Agrosegele verwendet. Die Agarose wurde durch kurzes
Aufkochen in 1x TAE-Puffer gelost, mit Ethidiumbromid versetzt (Endkonzentra
0,125 pg/ml) und in einen Geltrager gegossen. Ein Probenkamm wurde eingesetzasiiaet
erstarren lassen. Aufzutrennende Proben wurden mit Probenpuffer (Endkonzentration 1x, s. a.
Tabelle 9) versetzt und in die Geltaschen pipettiert. Die Auftrennung erfolgtdei BOO V fiir

rund 30 min in 1x TRIS-Acetat-EDTA-Puffer (TAE)-Puffer. Als Standard wurde ein DNA-
GroRenmarker (Tabell&0) mitgefthrt. Die Dokumentation des Gels erfolgte unter UV-Licht,
wobei das Ethidiumbromid, das zwischen die Basen der Nukleinsaure 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 fur
eine nachfolgende Aufreinigung unter UV-Licht mit einem Skalpell ausgesohriie die
Elution von Fragmenten mit einer GréRRe von 70t kb wurde das QlAquick Gel Extraction

Kit laut Herstellerangaben verwendet. Fragmente mit einer Lange von mehr als 10 kb wurden
mit dem QIAEX Il Gel Extraction Kit nach Vorschrift des Herstellers eluiert, da fllieses
Fragmente bis zu 50 kb geeignet ist. Die DNA wurde jeweils in 30 pl - B@lghsdestillierten
Wasser Aqua destillataA. dest.) eluiert.
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3.2.2.7 Ligation von DNA-Fragmenten

Unter dem Begriff Ligation versteht man die enzymkatalysierte Verknipfung zweier Desexyri

Nt an ihren 3’-terminalen Hydroxygruppen und 5’ -terminalen Phosphatredtech eine
Phosphodiesterbindung. Hierfir wurde die T4-DNA Ligase des Enterobakteriophagen T4
genutzt. In einem Ligationsansatz von insgesamt 10 pl wurden 25 ng odgrds3 ivektors mit

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

einzusetzenden Vektor- und Insertmenge erfolgte mit nachfolgender Formel:

JC8AGPKNUG>4JOA%
u

P
G>8AGPKN UC+JOANP

Der Ligationsansatz wurde mit einem 2x oder 10x konzentrierten, vom Hersteller mitgehefe
Ligationspuffer versehen (Endkonzentration 1x), sowie 1 pl der Ligase undhfiirirh bei RT
(2x Puffer) oder UN bei 4 °C (10x Puffer) inkubiert. Darauf folgte die Tmaasion von 5 pl des
Ansatzes ire. coliDH10B wie in Abschnitt 3.2.2.2 beschrieben.

3.2.2.8 DNA-Konzentrationsbestimmung

Die Bestimmung der Konzentration einer DNA-LOsung nach Isolierung aus aereefygl oder

aus einer Bakterienkultur (s. a. 3.2.1) erfolgte durch photometrische Messung am NanBBrop.
wurde die Extinktion bei 260 nm und 280 nm von je 1 pl deb®gegen A. dest. als Leerwert
gemessen. Bei Bedarf wurde die Probe zuvor in A. dest. verdiinnt. Das Absorptiomsmaxi
von DNA und RNA liegt aufgrund der aromatischen Ringe in den PuriRytinddinbasen bei

260 nm, wohingegen aromatisce&sReste in Proteinen ein Absorptionsmaximum von 280 nm
besitzen. Das Verhdltnis dieser beiden Extinktionswerte wurde genutzt, um die Reinheit der
DNA-Préparation zu beurteilen. Lag der ermittelte Quotient beit2®, waren Verunreinigung

mit Proteinresten auszuschlielRen.

3.2.2.9 Plasmidisolierung durch alkalische Lyse

Zuvor transformierte Plasmide wurden aus Mini- oder Maxikulturen (s. a..®)2durch
alkalische Lyse (Birnboim & Doly, 1979) isoliert.

Bei Mini-Praps wurden 1,5 ml der UN-Kultur fur 1 min bei 13 000 rpm sedimeutidrtaut
Herstellerangaben mit dem Puffern 13 versetzt, um die Bakterien zu lysieren, Proteine und
chromosomale DNA zu denaturieren, sowie RNA-Kontaminationen zu verhinderbei
wurden jedoch jeweils nur 20l verwendet. Zusammen mit Zelltrdimmern wurden Proteine

und chromosomale DNA anschlieBend durch Zentrifugation fir 5 min bei Q3r@
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sedimentiert und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal tberfuhrt. Das zu isolierende
Plasmid wurde nicht laut Herstellerangaben (iber eine Saule eluiert, sondedbdestand zum
Entsalzen und Ausféllen der DNA sofort mit 420 pl Isopropanol versetzt. Nachxaroofes
Ansatzes, 8-minutiger Inkubation auf Hisd Zentrifugation(13 000 rpm, 8 min) wurde der
Uberstand entfernt und das DNA-Pellet ohne weiteren Ethanol-Waschschritt in ded-$fac
getrocknet und in 50 ul A. dest. aufgenommen. Maxi-Praps von Expressionsplasnfiidigien

v Z VP v ¢ E+3 00 E- u]d u Y/ (Jos§ Ei Wuasehschrit E] <]3U A}
70 % Ethanol weggelassen wurde. Maxi-Praps von Volllangenplasmiden erfolgten nach Anzucht
der Kulturen bei 30 °C UN (s. a. 3.2.1.4) mit dem Endofree® Plasmid Maxi Kitrsabhifvdes
Herstellers. Isolierte Plasmide wurden je in 100 pl A. dest. aufgenommen.

Um die Isolation des korrekten Plasmides zu bestatigen, wurde dieses mit Rmssrikti
endonukleasen gespalten (Kontrollspaltung, s. a. 3.2.2:13d das Spaltbild nach Gel-
elektrophorese Uberprift. Fiel die Kontrollspaltung positiv aus, schloss isic®eduenzierung

(s. a. 3.2.2.10) des Plasmides an.

3.2.2.10 Sequenzierung

Zur Bestimmung der Basenabfolge eines DNA-Molekiils kam die Sanger Methode (Sanger et al.,
1977) und das BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit zur Anwemkdungi
Amplifikation wurden 1 pl eines spezifischen Primers (5 pmol/pl), 2 pl des hei®agrungs-
puffers, 1 ul des BigDye-Reaktionsmixes und die zu sequenzierende DNe&minl@ipl-Ansatz

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

Basenpaare (TabelR9).

Tabelle 29: Einzusetzende BA-Menge fir die Sequenzierung in Abhangigkeit von der

Basenpaaranzahl
DNA-Template Anzahl Basenpaare Menge in ng
100t 200 1t 3
200t 500 3t 10
PCR-Produkt 500 t 1 000 5t 20
1 000t 2 000 10t 40
> 2 000 20t 50
dsDNA (Plasmid) - 150 t 300

Die Amplifikation erfolgte in einem Thermocycler mit dem in Tab8eangegebenen
Temperaturprofil. Wahrend der Amplifikation kam es durch die Inkorporation von
Didesoxyribonukleosid-Triphosphaten (ddNTPS), dene] -Hydroxylgruppe fehlt und die
neben den normalen Desoxyribonukleosid-Triphospaten (dNPTs) im BigDyesRsakti
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enthalten waren, zu Kettenabbriichen. Somit wurden Fragmente mit unterschiedlichen Langen

amplifiziert.

Tabelle30: Temperaturprofil der Sequenzierreaktion

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen
Denaturierung 96 1 min -
Denaturierung 96 10s

Annealing 50 5s } 25
Elongation 60 4 min

Endtemperatur 12 L -

Die nach Amplifikation erhaltenen Produkte wurden nach Herstellerangaben Uber das
NucleoSeg® Kit aufgereinigt, um Uberschissige Terminator-ddNTPS zu entfefeen. D
Sequenzierreaktion wurde vor Beladung der Saule mit 10 yl A. dest. versefAl. lledes
Durchflusses wurden nach Zugabe von 10 pl Formamid mit Hilfe ein@sGdrigetic Analyzer

nach dem Prinzip der Kapillar-Elektrophorese nach Fragmentlange aufgetrennt, \weoaeidie
ddNTPs gekoppelten Fluorochrome zur Fluoreszenz angeregt wurden. Die ddNTRsniiiy Ad
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 Ergelarigeeveiligen

Sequenzierung wurden mit Hilfe der Geneious Software Version 10.2.3 ausgewert

3.2.2.11 Polymerase-Kettenreaktion

Mittels Polymerase-Kettenreaktiop@lymerase chain reactioi?CR) (Saiki et al., 1988) kénnen
DNA-Fragmente fir Klonierungszwecke unter Verwendung spezifischer Piimegitro
amplifiziert werden. Als Template wurden verschiedene Plasmide verwendet. Die PCR-
Reaktionen wurden, wie in TabeBd angegeben, unter Nutzung des Expand High Fidelity PCR
Systems pipettiert.

Tabelle31; Standard-PCR-Ansatz

Komponente Volumen in pl
Reaktionspuffer mit Mge(10x) 5,0
Plasmid-DNA (~ 50 ng) 1,0
Vorwartsprimer (10 pmol) 1,0
Ruckwartsprimer (10 pmol) 1,0
dNTP-Mix (je 10 mM) 1,0
A. dest. 40,5
High fidelity Taq-Polymerase 0,5

T id
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Das Temperaturprofil wurde wie folgt gewahlt (Tab8®und die Annealing-Temperatur sowie
die Elongationszeit in Abhangigkeit vom Primer-Paar und der Lange desptiizierenden

Fragmentes variiert.

Tabelle32: Temperaturprofil der Standard-PCR

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen
Denaturierung 95 1t2min -
Denaturierung 95 30s

Annealing 55 t68 30t50s } 35
Elongation 72 1 min pro kb

Elongation 72 5 min -
Endtemperatur 4 L -

3.2.2.12 QuikChange Mutagenese-PCR

Fur die gezielte Mutagenese kamen die QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis oder
QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kits zum Einsatz. Zuvor wurden
Mutagenese-Primer nach Herstellerangeben abgeleitet.

Die PCR-Ansatze wurden nach Herstellervorschrift pipettiert, wobei fur die 1l XLir&itedD
Mutagenesis eine Templatemenge von 50 ng verwendet und die Anzahl den Zykldie
Mutagenese mit dem Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit auf 20 erhdht wurde. Nach
Amplifikation wurden irE. coli synthetisierte Ausgangsplasmide, die im Gegensatinzvitro
synthetisierten Plasmid-DNA durch Methylierungen gekennzeichnet sind, laut Herstel

angaben miDpn verdautund 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 Niateung

von sogenannten Megaprimern. Diese ermdglichen die Verédnderung eines grofReren
Sequenzbereiches, wie zum Beispiel eines kompletten Gens und verlauft tber zwei PCR-
Reaktionen mit Hilfe der Phusion-DNA-Polymerase. Hierflr wurde zuerst das gewi@sahte

bzw. der gewinschte Sequenzbereich mit Primern amplifiziert. Die Primer waren dabei so
aufgebaut, dass je 2511 v upeP Z v -Bride kb@plementdr zur Ursprungssequenz vor
dem auszutauschenden Bereich waren. Die nachfolgenden 25 - 30 Nt waren komplementéar zur
neu einzufigenden bzw. zu substituierenden Sequenz. Die erste Amplifikation erfolgtermit

High fidelity Tag-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 MeEtdTeasy

ligiert (s. a. 3.2.2.7). Das so erhaltene Unterplasmid diente nachfolgend fidmapéfikation

eines Megaprimers mit Hilfe des Phusion HighFidelity PCR Master Mideurimkreits zuvor
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genutzten Primer. Der PCR-Ansatz wurde, wie in Taki@agegeben, pipettiert und unter dem

aufgelisteten Temperaturprofil (TabelB) inkubiert.

Tabelle33: PCR-Ansatz der Phusion-PCR
Komponente Volumen in pl
2x Phusion Master Mix (2x Phusion HF-Puffer mit pAg@04| 12,5

U/ul Phusion-DNA-Polymerase + je 400 uM dNTPS)

Plasmid-DNA (~ 10 ng) 1,0
Vorwartsprimer (10 pM) 1,0
Ruckwartsprimer (10 uM) 1,0
A. dest 9,5

T 7,6

Tabelle34: Temperaturprofil der Phusion-PCR

Schritt Temperatur in °C Dauer Zyklen
Denaturierung 98 30s -
Denaturierung 98 10s
Annealing 56 10s } 35
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¢inef s
GroRe tberprift und bei Ubereinstimmung in 20 pl A. dest. eluiert. Nach Bestigoes DNA-
Gehaltes (s. a. 3.2.2.8) erfolgte die zweite Phusion-PCR zur Mutagenese des Plasmiees, bei d
der gewahlte Sequenzbereich ausgetauscht werden sollte. Die Reaktion wurde entsprechend
Tabelle35 pipettiert und unter Verwendung des in TabeBd angegebenen Programms im

Zykler durchgefiihrt.

Tabelle35: PCR-Ansatz einer Megaprimer-Phusion-PCR
Komponente Volumen in pl
2x Reaktionspuffer mit 0,04 U/ul Phusion-Polymer 25,0

und dNTP-Mix (je 400 pM)

Megaprimer 200 ng

Templateplasmid-DNA 400 ng

A. dest. ad 5Q0
T 50,0

Es folgte, wie bei der QuikChange Mutagenese, nach Verdau des parentalen Ausgangsplasmide
mit 1 plDpn fur 1 h bei 37 °C, die Transformation von 10 pl des Reaktionsansatzesali

DH10B (s. a. 3.2.3.@nd die Durchfiihrung von Mini-Praps (s. a. 3.2.2.9
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3.2.2.14 RNA-Praparation

Virale RNA wurde fir cDNA-Synthese, Amplifikation (s. a. 3.2.2.15) und Seguenzi

(s. a. 3.2.2.10) aus infizierter Allantoisflissigkeit prapariert. Die Allantoisflissigkeit mitrde

,Jo( e Y/ u% A]J]E o ZE D]v] <]8* v Z , E+3 00]E&EAIP..ov Xu(RPSXE 5

eluiert.

Alternativ erfolgte die Aufarbeitung mittels TRIzol Reagent. Hierfur wurdeh 1..0 A]JEu«Z o03]P
](o°se]PIl 18 u]l8 iAl ..o X &X pv 6ii ..o @adadiAmpipgitEred u ZEuU o]P

vermischt und der Ansatz fur 5 min bei RT inkubiert. NeglP A}v 781 ...0 ZolyE}%Z}Eu

15 s kraftiges Schitteln des geschlossenen ReaktionsgefalRes. Durch 15 min Inkéid&dn

und Zentrifugation fiir 15 min bei 12 000 g (4 °C) trennten sich zvasigAhDie obere, wassrige

Phase wurde in ein neues Reaktionsgefal? Gberflhrt und mit 600 ul Isopromamasght. Nach

10 min Inkubation bei RT und Zentrifugation bei 12 000 g fur 1@4fi@) wurde der Uberstand

vollstandig entfernt. Das RNA-Pellet wurde mit 1,2 ml 75 - 100%igem Etthaioh Vortexen

und 5 min Zentrifugation bei 7 500 g (4 °C) gewaschen. Nach Abnahme desihttessvurde

die RNA fir 5 - 10 min bei RT getrocknet, in 20 yl RNase-freiem A.alést.und fir 10 min

bei 55 °C inkubiert.

Erhaltene RNA-L8sungen wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C aufbewatier und

RNA-Gehalt mit Hilfe des NanoDrop bestimmt. Als Negativkontrolle und RINA-

Verschleppungen odetKontaminationen bei aufbereiteten Proben ausschlieen zu kénnen,

wurde parallel ein Ansatz unter Zugabe von A. dest. statt Allantoisfliissigkeit aufgearbeitet.

3.2.2.15 OneStepRTPCR

Das Umschreiben von RNA in cDNA und die Amplifikation dieser erfoldt@fimides ONEstep-
RTFPCR Kits nach Herstellerangaben. Der im Reaktionsansatz enthaltene RNase-Inhibitor diente
dem Schutz der RNA vor Degradation. Die im Enzym-Mix legrtlea reversen Transkriptasen
Omniscript und Sensiscript sind fur die Transkription von RNA Mengen > 50 nig¢@pt)rbzw.

<50 ng (Sensiscript) optimiert und werden dudib Inkubation bei 95 °C inaktiviert, wéhrend

die HotStarTag DNA-Polymerase dadurch aktiviert wird. Sie erméglichte die Reaipiifi
ausgewahlter cDNA-Abschnitte mit Hilfe der zugesetzten Primer bei angegebenem

Temperaturprofil (Tabell87).



Material und Methoden 55

Tabelle36: Ansatz einer ORTFPCR

Reagenz Volumen in pl
Reinstwasser 13,8

5x RT-Puffer 5,0

dNTP 10 mM 1,0
Enzym-Mix 1,0
RNasin (40 U/ul) 0,2
Vorwartsprimer (20 pmol/pl) 0,75
Ruckwartsprimer (20 pmol/pl) 0,75
RNA 2,5

T 10

Tabelle37: Temperaturprofil einer ORTPCR

Schritt Temperatur in °C | Dauer Zyklen
Reverse Transkription | 45 30 min -
PCR-Aktivierungsschrit| 95 15 min -
Denaturierung 94 10s

Annealing 55 30s } 35
Elongatbn 68 1min10stlmin40s

Finale Elongation 68 10 min -
Endtemperatur 12 L -

Die erhaltenen Fragmente wurden elektrophoretisch aufgetrennt (s. a. 3.2.2.5), aus elem G
isoliert (s. a. 3.2.2.6) und mit dem fir die PCR eingesetzten Primer sequésnz&r8.2.2.10).

Die ORTFPCR fand Anwendung, um Sequenzbereiche (neu) generierter rekombinanter Viren
zu amplifizieren und spezifische Mutationen oder genetische Charakteristikazwie die

Sequenz kodierend flr eine polybasische AS-Sequenz in der F-Protein Spaltdieitigen.

3.2.3 Virologische Methoden
3.2.3.1 Virusanzucht und Ernte

Um NDV zu vermehren, wurden virushaltige Zellkulturiiberstande (ZKU) bzw. Allantois-
flissigkeiten in 10-d alte, embryonierte SPF-Huhnereier inokuliert. Dafir wurddEidas

Bereich der Luftkammer mit Jodlésung desinfiziert und mit einem abgeflamBiggstecher ein

Loch fur die Injektion gestochen. Die Injektion einer vorverdiniieasiésung (100 - 200 pl)

oder eines Transfektionstberstagsl(rund 400 pl) (s. a. 3.2.3.6) in die Allantoishthle des Eies
erfolgte mit Hilfe einer 25 mm langen Kanile und Einmalspritze. Vorverdiinnungeemyiind
Abhangigkeit vom HA-Titer der Virusldsung, mit 0,85 % NaCl-Losung hergestellt. Der Verschluss
der Injektionsstelle erfolgte mit Holzleim und die Eier wurden bei 37 °Goifél Luftfeuchtigkeit

in einem Brutschrank mit Rollautomatik inkubiert. Das Uberpriifen der Vitalitat der Bsbry

erfolgte taglich zweimal mit einer Schierlampe. Nach Absterben des Embryos, spatesgens ab
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100 h nach der Infektiorhfurs post infectionhpi) wurden die Eier bei 4 °C fir mind. 24 h
gelagert, bevor die Allantoisfliissigkeit entnommen wurde.

Die Ernte der virushaltigen Allantoisflissigkeit erfolgte nach Offnen der EieimaitSchere an

der Injektionsseite. Dafir wurde die Eihaut entfernt und der Embryo mit einer Penfieigrt,
sodass die Allantoisflissigkeit mit einer serologischen Einmalpipette zafga werden
konnte, ohne das Eidotter zu verletzen. Je 1 ml der Flissigkeit wurda iKryorohrchen
aliquotiert, welches als Rickhalteprobe diente. Das restliche Probenvolumen wur&enih 1
Zentrifugenréhrchen tberfuhrt und bei 4 °C fur nachfolgende Untersuchungen gelagert. Der
Virusnachweis erfolgte mittels Immunofluoreszenz-) {(lfd Hamagglutinations-TesH@-Test)

(s. a. 3.2.3.2). Fur ddR-Test wurden QM9-Zellen in 96-well-Platten ausgesat, sodass sie am
Folgetag konfluent waren und mit 20 pl der zu testenden Allantoisflissigkeitem Nach

18 t 20-stindiger Inkubation bei 37 °C, wurden die Zellen fixiert und wie unter 3.2.4.1
beschrieben mit HIS-NDV und einem Alexa488®-gekoppelten SekuA#&@rmmunmarkiert
Wurde infektiéses Virus nachgewiesen, erfolgte die Bestimmung des Virustiters (s. &) 3.2.3
und die langfristige -80 °C-Lagerung nach kurzer niedertouriger Zentrifugation (1C 00

rpm).

Sowohl nach Inokulation der Eier als auch nach Entnahme der Allantoisflissigkeit wrden di
verwendeten Kanllen oder Pipetten auf einer Blutagarplatte ausgestrichen und die Platte bei
37 °C fur mind. 48 h inkubiert. Dies diente der vorlaufigen Beurteiluigjiomer bakterieller

Kontaminationen.

3.2.3.2 Hamagglutinations-Test

Beim HA-Test wird die Fahigkeit der NDV HN-Proteine, an Sialinséeirardsinden, genutzt.

Die auf der Zelloberflache Sialinsaurereste tragenden Erythrozyten werden dadurch gebunden
und vernetzt. Diese Eigenschaft wird sowohl qualitativ als auch quantitativ fir den
Virusnachweis genutzt.

In 96-well U-Bodenplatten wurden hierfir Zweifachverdiinnungsreihen infizierter giant
flissigkeitenin 1x phosphatgepufferter Salzlosurgh¢sphate buffered salin®BS) angelegt
anschlielend in jede Kavitat 1%ige Huhner-Erythrozytenlésung hinzugegebendiend
Mikrotiterplatte fir 30 min bei RT inkubiert. Die Auswertung erfolgte nach Anschrégen der
Platte. Das Verklumpen (Agglutinieren) der roten Blutkérperchen zeichnete sich duech ein
diffuse R6tung am Boden der Kavitat aus und zeigte das Vorliegen von Viruztan Sieh die
Erythrozyten jedoch am Boden der Kavitat ab (Knopfbildung) und verliefen tropfieigfdeim

Aufstellen der Platte war kein Virus in der untersuchten Allantoisfliissigkeit enthalten. Die
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héchste Verdiunnungsstufe, welche noch als positiv zu werten war, wurde als HA-Titer

angegeben.

2 3 4 5 6 7 8 HA-Titer

Draufsicht | A @’..’..‘
JO00.000 0O
cQO000000 =25
QOO0 =

Seitenansicht u }ﬂ

Abbildung 7: Schematische Darstellung eines HA-Tests
Nach halbstiindiger Inkubation von Huhnererythrozyten in einer 2eack’erdiinnungsreihe
(Verdiinnungsstufen angegeben in Reihe A) einer zu testeh@sung, wird der HA-Titer durch
Bestimmung der gréf3ten, noch als postiv zu wertenden Verdiinnugggaien. Bei Proben ohne
héamagglutinierende Eigenschaften setzten sich die ErythrozytenBaden der Kavitdt ab
(Knopfbildung, Reihe B). Das Vernetzen der roten Blutkdrpercherviheshaltigen Losungen
zeichnete sich durch eine diffuse R6tung in der Kavitat aus (AggtatiniReihe C).

3.2.3.3 Virustiterbestimmung

Der Virustiter wurde als Kégml (Kultur infizierende Dosis) bestimmt. Dafiir wurden am Vortag

in 96-well Mikrotiterplatten ausgesate, konfluente QM9-Zellen in 4-fach Bestimynmit den
entsprechenden Virusverdiinnungen infiziert. Die Herstellung der Virusverdiinnungen erfolgte
in einer weiteren 96-well Platten in 10-er Stufen. Daflr wurden 150 pl der uiiwetdn
Viruslésung in die jeweils erste Kavitat gegeben. Die folgenden Kavitaten waitdgn180 pl

ZB5b geflllt. Aus der jeweils vorhergehenden Kavitdt wurden dann je 20 pl in die nachste
Uberfuihrt und durch funfmaliges Auf- und Abpipettiern durchmischt. Je 1@@pangelegten
Verdinnungen wurden, nach Entfernen des Aussaatmediums, auf die QM9-Zellen gegeben und
diese bei 37 °C fur 18 - 20 h inkubiert. Fir eine anschlieende |IF-Fadmaniachweis
infizierter Zellen wurden die Zellen wie unter 3.2.4.1 beschrieben fixiert und mir-NI3V
immunmarkiert. Die Auswertung erfolgte durch Bestimmung der Verdinnung, daéh n
immunmarkierte, infizierte Zellen aufwies. Die il wurde mit der angegebenen Formel von

Spearman-Karber (Hamilton et al., 1977) berechnet:
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@ N,
KGy-+8 IH L TFE @ 05A

% = dekadischer Logarithmus des reziproken Wertes der niedrigsten
Verdunnungsstufe, in der alle Vertiefungen eine positive IF zeigen

d = dekadischer Logarithmus des Verdinnungsfaktors (bei Zehnerverdinnung = 1)

r = Anzahl positiver Proben pro Verdinnung (beginnendgnit x

n = Anzahl eingesetzter Proben pro Verdinnung (nach Abzug nicht ablesbarer Proben)

3.2.3.4 Replikationskinetik

Um das Replikationsverhalten eines neu generierten, rekombinanten Virus zu ernvitiedien

7,5 x 10CEF-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten ausgesat und am Folgetag mitMirgplizitat

der Infektion (nultiplicity of infectionMOI) von 0,01 infiziert. Nach 40-minitiger Adsorption bei
37 °C wurden die Zellen nach zweimaligem Waschen mit je 500 pl frischem Mediwmiteren
Inkubation tberschichtet. Je 0 hpi, 16 hpi, 24 hpi, 48 hpi und T2vhpden die Zellkultur-
uberstande abgenommen und bis zur Titration bei -20 °C gelagert.

Um das Replikationsverhalten nach IFN-Stimulation oder nach Expression von VeRratein
bestimmen, wurden DF1-Zellen in 24-well Mikrotiterplatten ausgesat. Am Folgetag wasde d
Aussaatmedium entfernt und durch 500 pl Medium ersetzt, welches mit O u/mlusBDoder

1 000 u/ml HihnetFNr A E+ 818 A E } & ] e+ o0 Vv pvd E s EA v pvP
(s. a. 3.2.21und 1 pg der Expressionsvektoren pPCAGGSCM0, pCAGGS,MWR75 oder
PCAGGS MiHerts transfiziert. Nach 24-stiindiger Inkubationszeit wurde das Medium
verworfen, durch frisches ersetzt, die Zellzahl bestimmt und die Zellen wie beschinélkamt.

ZKU wurden 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi geerntet. Der Nachweis infizetien nach der Titration
erfolgte mit HIS+-NDVund einem Alexa488®-gekoppelter Sekundar-AK, der gegen Kaninchen-
ImmunglobulinG (IgG) gerichtet ist.

3.2.3.5 Reinigung von Viruspartikeln

Fur die Reinigung von Viruspartikeln wurden die gewlnschten Viren zundchst in
Allantoisflissigkeit, wie unter 3.2.3.1 beschrieben, oder in Zellkultur vermeiertflHwurden
CEF-Zellen in T75émwder T162crhKulturflaschen ausgeséat und am Folgetag mit einer MOI von

5 (fur lentogene Viren) oder 0,1 (fir mesogene oder velogene Viren) infiziert. Das Infektions-
medium wurde nach 40 min Adsorption entfernt, die Zellen mit Medium gewaschemmuit
frischem Medium bedeckt. Nach 48 h Inkubation der Zellen bei 37 °C und 3 %u@® der

ZKU geerntet. Dieser wurde in 50 ml-Zentrifugenréhrchen gegeben, fiir 10 min beirBro00
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und 4 °C vorgeklart, um Zellbestandteile zu entfernen, und bis zur weitéemendung (s. a.
5.2.3.5) bei 4 °C gelagert.

Fur den ersten Schritt der Reinigung wurde die geklarte Virussuspension vorsichtig auf ein
Zuckerpolster (4 ml 65%ige Saccharose-Losung in 1x TEN-Puffer) in einem 38y&thoinfRat-
Ultrazentrifugenréhrchen, bis etwa 0,5 cm unter den Rand des Roéhrchens geschichtet. Die
anschlieende Zentrifugation erfolgte im Rotor SW32Ti bei 25 000 rpm, 4 °Chfiir @er
Ultrazentrifuge Optima LE-80 K von Beckman Coulter. Oberhalb des Zuckerpolsters wurde die
weildliche, mit Virus angereicherte Bande abgezogen und mit 1x TEN-Puffer verdinnt.
AnschlieRend wurde die Virussuspension auf einen Dichtegradienten aus Casndn&@d€l)-
Ldsungen (je Schicht 1,5 ml, steril filtriert, 20 %, 25 %, 30 %, 35%o.usd 45 % in 1x TEN-
Puffer) oder aus Saccharose-Lésungen (je 1,7 ml, steril filtriert, 20 %, 30 %, 40 AH,0580%06

in 1x TEN Puffer) in einem 13,2 ml Ultrazentrifugenrohrchen geschichtet.eBigfubation
erfolgte im Rotor SW40Ti-Rotor in der Ultrazentrifuge Optima LE-80K fur 22iF B&0 rpm bei

4 °C. Die virushaltige Bande wurde darauffolgend abgezogen und in einen Diadyseschit

einem Ausschlussmolekulargewicht von 7,0 kDa tberfiihrt. Der Dialyseschlauehfiirurdnd.

9 h in 500 ml 1x TEN-Puffer auf einem Ruhrwerk bei RT inkubiert und lalléeB Puffer
gewechselt, um die enthaltenen Saccharose- und CsCl-Reste zu eliminieren. Naidiyder D
wurde die Viruslésung entnommen, aliquotiert und bei 4 °C oderth2® °C gelagert. Vor,
wahrend und nach der Reinigung wurden die HA-Titer der erhaltenen Viruslésungen bestimmt,
um den Erfolg der Konzentrierung beurteilen zu kénnen. Der Gesamtproteinanteil warde

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. Daflir wurderm BB&len,
welche stabil die T7-RNA-Polymerase des Phagen T7 exprimieren, in 6-lkeltuzglatten
ausgesat. Am Folgetag, bei etwa 80 % Konfluenz wurden die Zellen mit Hilfsplasieideteid
der Kontrolle des T7-Promotors die Virusproteine NP (NPpCite), P (Ppfuitd) (LpCite)
kodieren und dem jeweiligen Volllangen-Genom transfiziert. Das Volllangeng&imnigrt in

v s IS}E (Sehndll et al.,, 1994), kodiert dabei die gesamte Erbinformation des zu
generierenden Virus, ebenfalls unter Kontrolle des T7-Promotors. Nach Transkrg@ion
viralen, antigenomischen RNA durch die T7-RNA-Polymerase und die Expression der
Virusproteine NP, P und L erfolgt die Bildung viraler RNPs. Dieskritogeren anschliel3end die
genomische virale RNA, was die Bildung von Viruspartikeln ermdglicht. Die Transfekiigie
mit Hilfe des LF3000 Kits und 10 pg Gesamt-DNA (5,0 ug Volllangedplagimiig NPpCite,
1,5 ug PpCite, 0,5 pg LpCite). 24 Stunden nach der Transfetktiors (post transfectiorhpt)
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wurde das Transfektionsmedium entfernt, die Zellen mit ATV gewaschen und 1:2 gesplittet. Die
Zellen wurden in einer neuen Kavitat auf der 6-well-Platte und in einer einzelnen Schale mit 3,5
cm @ ausgesat und fir weitere 48 h bei 37 °C inkubiert. Sowohl der ZKU uselePlatte als

auch aus der Schale wurden ke20 °C bis zur weiteren Vermehrung (s. a. 3.2.3.1) gelagert. Die
Zellen in der 6-well-Platte wurden fixiert und der Virusnachweis mitteldirekter
Immunfluoreszenz (IF) unter Verwendung des miak~-HN10 (Werner et al., 1999) und einem
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-gekoppelten Sekundar-AK, der spezifisch an MairsdigfGs b
gefihrt (s. a. 3.2.4.1).

3.2.4 Immunfluoreszenz und Mikroskopie

3.2.4.1 Standard-Immunfluoreszenztest

Der klassisché~Test, der auf einer spezifischen AntigeidReaktion beruht, wurde genutzt,

um die Entstehung rekombinanter Viren nach der Transfektion (s. a. 3.2.3.6) und die
Vermehrung von Viren in geernteter Allantoisflissigkeit (s. a. 3.2.3.1) zu Uberprifan
Virustiter (s. a. 3.2.3.3) zu bestimmen. Auch die Expression ausgewahlter Proteindaldaimin

oder Transfektion einer Zellkultur wurde auf diese Weise nachgewiesen.

Der Uberstand infizierter Zellen wurde fur den IF-Test abgenommen, die Zellen m#&Slx P
gewaschen und fur 15 min mit einem Aceton-Methanol-Gemisch (1:1) bekRGidrt. Diese
Fixierlosung wurde anschlieRend verworfen und die Platte an der Luft getrocknet. Nach
potenzieller Zwischenlagerung bei 4 °C erfolgte ein weiterer Waschschritt mit 1x BRigun
anschliel3ende Inkubation mit dem Prim@ik fir 1 h bei RT. Nach drei je 5-minitigen
Waschschritten mit 1x PBS folgte die Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstofipsden
Sekundr-AK, der spezifisch an das IgG der Tier-Spezies bindet, aus welcher der Primér-AK
stammt. Zur Verdinnung des Sekundar-AK wurde 0,1 % Evans Blue (1:100), ein Affofdebst

die permeabilisierten Zellmembranen durchdringt und das Zytoplasma und dékerrdel
einfarbt, hinzugegeben. Nach weiteren zwei Waschschritten mit 1x PBS und 1 xdagtA.
wurden die Zellen zur Fluoreszenzerhaltung mijg-Riazabicyclo[2.2.2]octan (DABQGO)

haltigem Eindeckmedium tberschichtet. Alle AK wurden in 1x PBS verdinnt.

3.2.4.2 Konfokale Mikroskopie

Um Praparate fur die konfokale Mikroskopie herzustellen, wurden QM9-Zellen einen Tag vo
Infektion bzw. Transfektion mit einer definierten Zellzahl in 12- (80 @liery oder 24-well-
Kulturplatten (120 000 Zellen) ausges#tobei sich in jeder Kavitat ein steriles, rundes

Deckglaschen befand
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Die Infektion erfolgte mit einer MOI von 5,0, die Transfektion mit 1,0 pgesei
ExpressionsplasmidesZwell-Platte) unter Nutzung des LF2000 Kits (s. a. 3.2.a8M&dium

wurde vor Fixierung der Zellen entfernt und diese fiir 10 min mit 3,7 % Formaldelix PBS

bei RT fixiert. Im Anschluss erfolgte die Permeabilisierung der Zellen mitTjiofoX-100 in

1x PBS fir 5 min bei RT und eine Inkubation der Zellen in 5 % Albumin Fraktiwim¥ $erum
albumin BSA), gelost in 1x PBS, fir mind. 45 min, um unspezifische @iatkilen zu
blockieren. Danach wurden die Deckglaser mit dem Primar-AK fur 1h bei Ré&rifeeichten
Kammer, bestehend aus einer Petrischale ausgelegt mit feuchtem Zellstoff und Parafilm,
inkubiert. Nach dreimaligem Waschen der Deckglaser in 5 % BSA schloss sich dits-mind.
mindtige Inkubation mit einem Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundar-AK i@n. D
Deckglaser wurden erneut mit 5 % BSA (zweimal) und A. dest. (einmal) gewascham
Uberschussiger Feuchtigkeit befreit. Abschliel3end wurden 5 pl Mowiol (zuvor auf 50 °@ erhitz
auf einen Objekttrager pipettiert, das Deckglas mit der Zellseite nach unten auf dieset geleg
und mit Nagellack fixiert. Alle AK wurden in 5 % BSA verdinnt eingesetzt.

Fur die Aufnahme konfokaler Bilder wurde das Deckglas mit Immersionsol beinetig
vorgesehene Vorrichtung am konfokalen Laser-Scanning Mikroskop TCS SP5 (Leica) Bingespan
und ein 63x Immersionsobjektiv mit einer numerischen Apertur von 1,4 genDis.
Fluorophore, die an die Sekundar-AK gekoppelt sind, wurden bei einerettefimiVellenlange
durch den Laser angeregt und die entstehenden Fluoreszenzsignale Uber einen bestimmen
Wellenlangenbereich detektiert (Tabeld8). Die verwendete Laserleistung variierte zwischen
unterschiedlichen Experimenten in Abhangigkeit von der Probe und dem Erfoladaing.
Bilder wurden in den Formaten 1 024 x 1 024 oder 2 048 x 2 048 mit einer Geschkeitndig

400 Hz und einem "Line average” von 4 aufgenommen. In Z-Richtung wurdisri&3ilder mit

einer “z-step size” von 0,29 um festgehalten.

Tabelle38: Anregungs- und Emissionswellenlangen einzelner Fluoredaengtoffe

Fluorophore-Bezeichnung | Anregungswellenlange in nm Emissionswellenlange 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
Fur die weitere Analyse der aufgenommenen konfokalen Bilder wurden diese mit Idilfe d
ImageJ Software bearbeitet. Die einzelnen Aufnahmen der z-Ebene wurden durch Maximum-

Projektion vereint und die einzelnen Farbkanéle separiert. Kontrast und Helligkeihdemnsin
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Farbkanéale wurden zwischen den verschiedenen Aufnahmen eines Experimentes in gleicher
Weise variiert. Zwei oder mehrere Farbkanéle wurden tbereinander gelagert.

Zur Erstellung von Fluoreszenz-Plot Profilen wurde eine Aufnahme mittig desieten Z-
Stapels ausgewabhlt, in der die Zelle in maximaler Ausdehnung erkennbar war. Entlaetyener

70 microns (entspricht 70 um) langen Linie wurden die Signalstarken pro Pk und in

Excel importiert. Jeder 6. von rund 1 200 Werten wurde und zur Erstallesgndgultigen

Fluoreszenz-Plot Profiles genutzt.

3.2.4.4 Elektronenmikroskopie

Gereinigte Viruspartikel wurden mit Hilfe der Elektronenmikroskopie analysiert. Hierfuewurd
20 pl der Viruslosung, und aller folgenden Losungen, auf einen Parafilmstreifepfgand ein
Formvar-beschichtetes Nickelgitter mit der Beschichtung nach unten darauf platdich
10-mindtiger Adsorption wurde das Nickelgitter mit den gebundenen Viruspartikelr PBS
(zweimal)und A. dest. (einmal) gesplilt. AnschlieBend wurde das Gitter in eine 2,5%ige Glutar-
aldehydl6ésung Uberfuhrt und bis zur weiteren Verwendung bei 4 °C gelagert.

Fur die Immunmarkierung gereinigter Virionen erfolgte nach Adsorption dieseBpiitling in

1x PBS eine Inkubation fur viermal 3 min in 1 % BSA, gel6sPiBI.xAnschlieBend folgte die
Markierung mit dem Primar-AK fiir 45 min bei RT und 5 Waschschritte fir je Bitnlx PBS
und zweifaches, kurzes Spiilen in 1x PBS. Eine ebenfalls 45-miniitige InkubaRdnmiit dem
Gold (10 nm)-konjugierten Sekundar-AK schloss sich an, gefolgt von je dieiitRyem
Waschschritten mit 1x BSA und 1x PBS, sowie kurzem Spulen mit A. dest. Daraufhidasurde
Gitter in die 2,5%ige Glutaraldehydl6sung Uberfuhrt. Eine Doppelmarkierung wachagnn

die Zielproteine durch Primar-AK aus unterschiedlichen Spezies erkannt wurden. In Besem
wurden Sekundar-AK mit unterschiedlich groen (5 nm, 10 nm) konjugiertempabiitein
genutzt. Alle AK wurden in 1x BSA verdunnt und, wie alle verwendeten Pufferldsuirg&n, d
vor der Nutzung fur 10 min bei 13 800 rpm zentrifugiert.

Im Labor Dr. Franzke, FLI, Insel Riems, wurden die Nickelgitter fir eine Nededsti@nung

mit 1%iger Wolframatophosphorséure (pH 6.0) inkubiert, getrocknet und méneifecnai-

Spirit Transmissionselektronenmikroskop bei einer Kathodenspannung von 80 kV analysiert.

3.2.5 Proteinbiochemische Methoden
3.2.5.1 Herstellung von Lysaten fir eine SDS-PAGE

Infizierte, transfizierte oder unbehandelte Zellen (Negativkontrolle) wurden nach einer

definierten Zeit vom Boden des ZellkulturgefaRes mittels Zellschaber abgelt$k BBS
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aufgenommen und in ein geeignetes Reaktionsgefal? tberfuhrt. Nach Pelletier@eltisr bei

13 000 rpm fur 5 min wurden diese erneut mit 1x PBS gewaschen, zentrifugeein einer
geeigneten Menge 1x RotiLoad-Ladepuffer aufgenommen (TaB8)le Nach 5-minutiger
Inkubation der Proben bei 95 °C und Zentrifugation fir 5 min bei 13 000 rpm wurden die Lysate
in der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-RAGEB.2.5 Pelektro-
phoretisch aufgetrennt oder bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C gelagertaidonische
Detergenz Natriumdodecylsufasddium dodecyl sulfateSDS) das im Ladepuffer enthalten ist,
maskiert hierbei die Eigenladung der Proteine, wobei es zu einer Mideligikommt und ein
konstantes Verhaltnis von negativer Ladung und Masseeinheit erreicht wirdudaglich im

Ladepuffer enthaltene [3-Mercaptoethanol reduziert die Disulfidbriicken.

Tabelle39: Verwendete RotiLoad-Ladepuffer-Volumina in Abh&ngigkeit von der A&llz

Zellkulturmaf3stab | Angenommene Volumen Ladepuffe| Resultierende Zellzal
Zellzahl in pro 10 ul

T25cn? 0,7* 10 100 0,28 * 10

6-well 0,3*1C 50 0,24 * 10

24-well 0,5*10 20 0,10 * 10

3.2.5.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Die SDS-PAGE dient der eindimensionalen Auftrennung von Proteinen imiseleda Feld
ausgehend von ihrem molekularen Gewicht. Die Auftrennung erfolgt in Abhangigkeder
angelegten Spannung, dem Molekulargewicht und der Acrylamidkonzentration imgeleDer
Anteil Acrylamid bestimmt die Porengrol3e, die die Proteine passieren missen. Es wurlen Gel
mit einem niedrigeren Prozentsatz Acrylamid im Sammelgel (4,5 %) und eineear- hth
prozentigen Trenngel (8 % oder 10,4 %) hergestellt (Tad@lle

Die exakte Zusammensetzung der jeweiligen Gele ist in Talilagegeben. Von den zuvor
hergestellten Lysaten (s. a. 3.2.5.1) wurden 10 pl in die Geltaschen pipettiert @iitaben

unter Verwendung von 1x SDS-Laufpuffer fir 40 min bei 200 V aufgetAdai@rof3enstandard
wurde der Prestained Pageruler mitgefuhrt. Dieser ist vorgefarbt und nach dem Blotten auf der
Nitrozellulosemembran sichtbar. Nach erfolgter Auftrennung wurde das SDS-Gel fur eine

Coomassie-Farbung oder eine Western Blot (WB)-Analyse verwendet.
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Tabelle40: Zusammensetzung der SDS-Trenn- und Sammelgele

Komponente Trenngel 8%ig | Trenngel 10,4%i¢ Sammelgel
4,5%ig
Sammel-/Trenngelpuffer 2,50ml 2,50ml 1,0ml
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 pl 10,00pl 5,0ul
APS (10%ig) 50,00 ul 50,00l 25,0l
Volumen pro Gel ~4,5ml ~45ml ~1,3ml

3.2.5.3 Western Blot und immunologische Detektion

Die Ubertragung der durch SDS-PAGE aufgetrennten Proteine aus dem Gel auf eine
Nitrozellulosemembran erfolgte mit Hilfe des Semidry-Blot-Geratesi Dagen Filterpapier,

eine Nitrozellulosemembran, das SDS-Gel und weitere drei Lagen Filteripapiaregebene
Reihenfolge wurden dazu in 1x Transferpuffer aquilibriert, blasenfrei auf die Kathode
geschichtet und die Anode obenauf platziert. Die fir 1 h angelegte SpannuriZbvériihrte

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 Verwendeng °C in

1x Tris-gepufferte Kochsalzlésugig-buffered salin€TBS)-Tween gelagert.

Der immunologische Nachweis ausgewahlter Proteine auf der Nitrozelluesabnan erfolgte

nach Blockierung freier Bindungsstellen mit 5 % Magermilch in 1x TBS-Tween flurRThalosi
einem Wippschuttler. Der Primar-AK, der sich gegen das Zielprotein richtet, wurd® @ 0
Magermilch in 1x TBS-Tween verdinnt und die Membran darin fir eine w&terele bei RT
inkubiert. Es folgte dreimaliges Waschen mit 1x TBS-Tween fir je 5 minnendirstindige
Inkubation mit dem entsprechenden Meerrettich-Peroxidase (P@Bkoppelten Sekundar-AK

in 1x TBS-Tween fiir ca. 1 h. Nach drei weiteren Waschschritten erfolgte die Inkudbation
Membran mit einem Luminol-basierten Chemilumineszenzsubstrat zur AktivierurRQdefur

1 min. Die POD katalysiert dabei die Oxidation von Lumiol zu 3-Aphitnalat, welches Licht
durch Chemilumineszenz ausstrahlt. Zugesetzte verstarkende Substanzen fuhren zu einer
erhohten Signalausbeute. In einer Klarsichtfolie verpackt, konnte die Chemiluminest elex

Membran an einem ChemiDoc XRS detektiert werden.

3.2.5.4 Mehrfachbeprobung einer Nitrocellulose

Fur den Nachweis eines weiteren Proteins mit einem anderen Primé&r-Antikorpegléicter
Spezies wurde eine bereits zuvor beprobte Membran zweimal fur 15 minmernebtripppuffer
(Tabelle 9 auf einem Wippschiittler inkubiert. Durch den sauren pH von 2,0 kommt es zur

Losung der spezifischen Bindung von Primér- und Sekundar-AK von demamgetinundenen
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Zielprotein. Dabei ist mit Verlusten von gebundenen Proteinen zu rechnen. AnschlieGetel

die Membran 10 min mit 1x TBS-Tween aquilibriert.

Eine Alternative dazu bot die irreversible Inaktivierung der an den Sekundéekéidpglten

POD durch Zugabe eines Ubersclss®n Wasserstoffperoxid ¢8,) (Sennepin et al., 2009)
Hierbei erfolgte keine ungewlnschte Ablésung membrangebundener Protelae AK Die
Membran wurde dazu fur 15 min bei 37 °C mit einer 30%ig&h-Hisung inkubiert und fur
weitere 10 min mit 1x TBS-Tween gewaschen, um fiir das erneute Detektionsverfahren
eingesetzt werden zu kénnen. Wurden bei der ndchsten Detektion Sekundar-AK einer anderen
Zielspezies als zuvor verwendet, wuidkr Blot mit diesen zunachst fir 30 min inkubiert und

die HO,-Behandlung wiederholt, um unspezifische Bindungen zu minimieren.

3.2.5.5 CoomassieBrillant-Blau-Farbung

Im Anschluss an eine SDS-PAGE (s. a. 3.2.5.2) ermdglicht eine Farbungnasts@eBrillant-

Blau, einem Triphenylmethanfarbstoff, alle aufgetrennten Proteine sichtbar achem. Das
SDS-Gel wurde daflir etwa 2 h in der Farbeldsung unter Schwenken bei RT inkubiert, wobei sich
der Farbstoff an die basischen Seitenketten der AS anlagerte. Nach Waschen des @els mit
dest. wurde dieses bei RT in Entfarberlésung inkubiert, welche mehrmals gewechselt wurde, bis
der Hintergrund vollsténdig entfarbt war. Das Polyacrylamidgel wurde in eine Klarkichtfo

verpackt, auf einen Leuchttisch gelegt und mit Hilfe einer Digitalkamera dokumentiert.

3.2.5.6 Proteinkonzentrationsbestimmung
Der Proteingehalt von Losungen gereinigter Vironen in 1x TEN wurdétilfaites NanoDrop
bei einer Wellenlange von 280 nm bestimmt und gegen den LeerwertlxomEN-Puffer

gemessen.

3.2.6 Immunologische Methoden

3.2.6.1 IFN signaling Assay

In 12-well Zellkulturplatten wurden Zellen so ausgesat, dass sie am Folgetd) z60 %
konfluent waren. Die Transfektion der Zellen erfolgte in Duplikaten mit deamsIT-LT Kit
(HEK293T, A549) oder LF3000 Kit (CEF, LMH, DF-1). Jedem Transfektionsansatz wurde eine
definierte Menge des Reporterplasmides pISRE-FF und des Plasmides phrlLgegeinen,

welches der Kontrolle der Transfektionseffizienz diente (Tab&élle Als Negativkontrolle

wurden 1 000 ng des Leervektors pCAGGS genutzt. Die Zugabe von 100 ng pCAGGS-VP2

fungierte als Positivkontrolle. Ausgewahlte Expressionsplasmide wurden in unterschiedlichen
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Konzentrationen zu den Transfektionsansatzen gegeben, um den Einfluss der darauf kodierten
Proteine in dem Assay zu testen. Gesamtmengen der zu transfizierdd&nwvurden mit

entsprechenden Mengen des pCAGGS-Leervektors ausgeglichen.

Tabelled41: Transfektionsschema fir den IFN signaling Assay

Zelllinie Negativkontrolle Positivkontrolle Test-Protein
HEK293T, | pISRE-FF (250 ng) | pISRE-FF (250 ng) pPISRE-FF (250 ng)
A549 phrLuc (50 ng) phrLuc (50 ng) phrLuc (50 ng)
pPCAGGS-VP24 (100 nd pCAGGS-X (X ng)
pPpCAGGS (1 000 ng] pCAGGS (900 ng) pPpCAGGS (ad 1 300 ng DN
CEF, LMH, | pISRE-FF (2 000 ng pISRE-F(2 000ng) pISRE-FF (2 000 ng)
DF1 phrLuc (50 ng) phrLuc (50 ng) phrLuc (50 ng)
pCAGGS-VP24 (100 ng pCAGGS-X (X ng)
pCAGGS (1 000 ng] pCAGGS (900 ng) pCAGGS (ad 2 050 ng DN

Nach Transfektion der Zellen und Inkubation dieser fiir 24 h bei 37 °C oder 39T &(dkje

die Stimulation eineHdfte des Probensatzes mit humanem IEN--G00 u/ml) oder Hihner-
IFN r ~@00 u/ml). Daftr wurde das Transfektionsmedium vollstdndig abgenommen undlje 1
der entsprechenden IFN-Verdinnung pro Kavitat pipettiert. Die nicht-stimulierteitezwe
Probenhélfte wurde mit frischem Medium ohne IFN-Zusatz versehen. Nach 8-stindiger
Stimulation der Zellen bei 37 °C oder 39 °C (DF-1) wurde erneut das Mediemmteri50 pl

1 % Triton X-100 auf den Zellrasen pipettiert und die Zellkulturschale 10anRiTbinkubiert.
Die Zellen wurden durch Pipettieren resuspendiantein Reaktionsgefal? tGberfuhrt und far
3min bei 10 000 rpm pelletiert. Je 140 pl des Uberstandes wurden bis zwgraeiVerwendung
bei - 20 °C in eam frischen Reaktionsgefall gelagert.

Die Lumineszenzmessung erfolgte in weiRen Mikrotiterplatten. Je 40 ul eiolee Frurde mit

40 ul Renilla Glo Juice versetzt, um die Aktivitdt der exprimierten Renitiéerase zu messen.
Weitere 40 pl derselben Probe wurden mit 40 pl Beetle Juice vermischt, um digt&tldier
exprimierten Firefly-wziferase zu bestimmen. Die Messung der Lumineszenzintensitaten
erfolgte an einem Tecan Reader (HEK293T, A549) oder einem?Tvistimode 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-
Stamme CI30 und Hertbwurden mit Hilfe der Geneious Software und auf Basis der Algorithmen
von Kolaskar and Tongaonkar (1990) antigene Regionen im C-terminalg@ezifisshen Teil

der Proteine vorhergesagt. Fur die Voraussage der antigenen Tendenz einer AS werden dabei

die Parameter Hydrophobizitat, Flexibilitdt und Zuganglichkeit herangezogembedkits von
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Parker et al. fur die 20 proteinogenen AS bestimmt wurden (Parker et al.),1086 die
potenzielle Oberflachenlokalisation einer AS im Protein zu ermitteln. Ziebawlirden dabei
empirisch ermittelte Daten zur Auftrittshaufigkeit eines AS-Types in antigenen Region z
potenzieller Oberflachenlokalisation ins Verhaltnis gesetzt (Kolaskar and Tongaonkar, 1990).
Pro Stamm wurden zwei Peptide bestimmt, die je zwei vorhergesagte antigene &egion
einschlossen. Diese Peptide wurden durch EMC microcollections (Tubinggvetisiert und
waren Uber die Sulfhydrylgruppe eines Cysteins an ein Maleimido-Gruppen-esiesd
Hamocyanin der Schlitzschnecke gekoppelt. Die lyophilisierten Peptide wurdenliA.2dest.
durch 10 s Ultraschallbehandlung gelost. Je 200 ul der Peptidlésung wardeng Reaktions-
gefalRe pipettiert, sodass pro Reaktionsgefa® 1 mg Peptid enthalten waren. Zu den Aliquots
wurden je 50 pl A. dest., sowie 250 pl 1x PBS (pH 7,4) hinzugegebeass ssidh ein
Gesamtvolumen von 500 ul pro Reaktionsgefald ergab. Die Peptidlésungen wusdeur bi
weiteren Verwendung bei -20 °C gelagert.

Fur die Immunisierung von Kaninchen (durchgefuhrt von der ATB, FLI) vieusteni500 pl der
jeweiligen Peptidldsung mit 500 pl komplettem Freundschen Adjuvant verskz600 pl
(entspricht 0,5 mg Peptid) wurden subkutan und intramuskulér injiziert. Nach je vier Wochen
erfolgte eine Booster-Impfung mit 0,5 mg Peptid in inkomplettem Freundschen Adjuvan

Vor jeder Impfung bzw. vier Wochen nach der zweiten Booster-Impfung wurden @ietpr
entnommen. Nach Ausbildung eines Blutkuchens und 10-mindtiger ZentrifugatioRrdieen

bei 3 000 rpm wurde das Serum abgenommen und in ein neues Reaktionsgefaf tbedghrt. D
Serum wurde bei 56 °C fiir 30 min hitzeinaktiviert, aliquotiert undti2 °C gelagert.

Die Reaktivitat der erzeugten Seren und das Auftreten unspezifischer Kreuzreaktivitaten wurd
mittels IRTEST und WB nach Transfektion von QM9-Zellen mit Expressionsplasmiden

untersucht.

3.2.7 Klonierungen

3.2.7.1 Expressionsplasmide

Expressionsplasmide kodierend fir die V-Proteine der NDV Stamme CI30, RHertsd

wurden durch Mutagenese der Unterplasmide pCAGGSVPCI30, pCAGGSVPR75 bzw.
pCAGGSVPHerts (Tabel® mit Hilfe der Primer MPVCI30F und MPVCI30R (QuikChange
Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit), MPVR75F/R (QuikChange® |IDiteSid
Mutagenesis Kit) bzw. MPVHIF/R (QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit) hergestellt.
Die  erhaltenen BExressionsplasmide pCAGG&.¥I30, pCAGGSMR75 und
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PCAGGS nMHerts wurden zur Uberpriifung mit den Primern PCI30P270F und PCI30ORBMGR (
CI30), PR75_2119F (NDV R75/98) bzw. PHerIP380F und PHerlP663R (ND¥ddernziert.

Die Unterplasmide pCAGGSVnMZI30 und pCAGGSVnWHerts wurden durch Mutagenese

der Plasmide pCAGGSwWCI30 (QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit) und
PCAGGS MiHerts (QuikChange Lightning Multi Site-Directed Mutagenesis Kit) mit den Primern
MPWF/R (NDV CI30) und MPWHIF/R (NDV Hemeneriert. Die erfolgreiche Mutagenese
wurden mit den Primern PCI30P270F (NDV CI30) oder PHerlP380F und PHerlP&63R (ND
Herts |) verifiziert.

Zur Generierung von Expressionsplasmiden fur die NDV CI30 bzw. Herts_| W-Protesdexurd
entsprechende ORF mit Hilfe der in Tabelkk angegebenen Primer und Templates unter
Nutzung des Expand High Fidelity PCR Systems (s. a. 3.2.2.11) amplifizieein nvektor
pGEM-Teasy ligiert und die Ligation nach Transformation und MinirRitegds Sequenzierung
(M13F, M13R) Uberprift. Danach folgte ein Verdau der pGEM-Teasy-Konstnitkigen
Restriktionsendonukleasdacdrl undNhd, die Elution der entsprechenden Fragmente und die
Ligation mit dem ebenso vorbehandelten pCAGGS-Vektor. Die resultierenden Exgression
plasmide pCAGGS MWCI30 bzw. pCAGGSnWHerts wurden zur Kontrolle mit den in
Tabelle42 gelisteten Primern sequenziert.

Die Herstellung von Expressionsplasmiden kodierend fiir die NDV CI30 PMNReiRe B30 1-133

sowie das NDV Herts_| und das NDV R75/98 P-Protein erfolgte nach demselben Schema.

Tabelle 42 Verwendete Primer und Templates zur Klonierung und Sequemzig von
pPpCAGGS-Expressionsplasmiden

Expressionsplasmi{ Amplifikationsprimer | Template Sequenzierprimer
pCAGGS_MWCI30 | PVCI30HIEcoRIF, pCAGGSV_MCI30 PPHosF, PPHosR
PWCI30NheR
pCAGGS_MiHerts | PVCI30HIEcoRIF, pCAGGSV_MWHerts | PHerlP380F,
PWHiNheR MPWHIR
pPCAGGS Bo1133 | PVCI30HIECORIF, pCiteP PCI30P270F,
P1-133NheR PPHosR
pCAGGS_PCI30 | PVCI30HIECcORF, pNDV P1B1F, MP2368F,
PP30NheR PR75P675R
pCAGGS_PR75 | PVR75EcoRIF, PPR7| prR75-Mlul PR75P395F,
PN2472R
pCAGGS_PHerts | PVCI30HIEcoRF, pGuPHerts P1B1F, PHerlP380
PPHerINheR PHerlP633R
pCAGGS_NPCI30 | PNPEcoRIPNPNhelR| pNDV PNP7FW, P736wR
pCAGGS_MCI30 | PMEcoRIF, PMNhelR| pNDV PMAT4fPU3823R
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3.2.7.2 Expressionsplasmide mit NLS-Mutation und/ oder mCherry-Tag

Fur die Mutation der NSkodierenden Sequenz im W-ORF wurde die kodierende Sequenz fir
ein synthetisches Peptid generiert (s. a. 11.7) und in BedRINhd-gespaltenen pCAGGS-
Leervektor ligiert. Die Insertion und NLS-Mutation im Héetenden Plasmid pCAGGS_W-NLS
wurde durch Sequenzierung mit dem Primer PCI30P270F bestatigt.

W-Protein Expressionsplasmide mit mCherry-Tag wurden nach Restriktionsendonukleaseverdau
der Plasmide pCAGGSWMZI30 bzw. pCAGGS_W-pk8nd pGemCherry-WMlu miflsd und

Pagd durch Elution der entsprechenden Fragmente und Ligation dieser generiert. Died@asmi
PCAGGS-mCherryW-NLSbzw. pCAGGS_mCherryMCI30 wurden mit Hilfe der Primer
Pche294F, Pche387R und PCI30P270F (WrNb3w. Pche294F, Pche387R und P_P2032F
(WmutCI30) sequenziert.

3.2.7.3 Volllangenplasmide

3.2.7.3.1 pNDVW-NLSmut

Zur Generierung des Volllangenplasmides pNDVWNLdas eine NLS-Mutation im W-ORF
kodiert, wurde dieApd-Notl-Genregion (als PedF bezeichnet) aus dem Volllangenplasmid pNDV
herausgespalten, eluiert und in den ebenso vorbehandelten Vektor puc20@rt.lipas
resultierende Plasmid pucPedF wurde durch Sequenzierung (P_P2689R undPR) Bhif die
korrekte Insertion Uberprift. Zudem wurde das Expressitasspid pCAGGS_W-NLSnit den
ErzymenApd und Ale gespalten, das Fragment mit der mutierten NLS-kodierenden Region
eluiert und nach entsprechendem Verdau des Plasmides pucPedF in dieses ligier.alase
Plasmid pucPed-W-NkLgswurde sequenzié(P_P2689R) Uberpriift undpd-Notl-verdaut. Die
Genregion PedW-Nkswurde nach Elution in das zuvor dephosphorylierte, eluierte Plasmid
pNDV ligiert Das resultierende Volllangenplasmid pNDVWriNL\Burde mit dem Primer
PCI30P270F und P1433F uberpriift.

3.2.7.3.2 pNDVPdedVded und pNDVWstop

Nach Mutagenese des Plasmides Guvk3 mit dem Primer MPded2PF (QuikChangg INghtni
Site-Directed Mutagenesis Kit), zur Einfihrung eine 6 Nt-umfassenden Detetten P-Gen-
Editierungsstellensequenz und Kontrolle des resultiden Plasmides durch Sequenziag
(PCI30P270F und PN2472R) wurde dieses mit den Restriktionsenzypaerund Aatll
gespalten. Das P-Gen-Fragment mit deletierter Editierungsstelle wurde in den Vektor dedGu5

Uberfuhrt, nachdem dieser entsprechend verdaut, dephosphoryliert und eluierdeviEine
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Sequenzierung (PN56F und PN2472R) bestétigte die korrekte Insertitas resultierende
Volllangengenom pNDVPded.

Das Plasmid pGemVMIu wurde unter Verwendung des Primers MPdedVF (QuikCiating®gL i

Multi Site-Directed Mutagenesis Kit) mutiert, um eine 6 Nt-umfassenden Delietider V-Gen-
Editierungsstellensequenz zu erzielen. Der Erfolg der Mutation wurde durch Sequenzierung
(PCI30P270F und PN2K bestitigt. Es folgte die Spaltung der Plasmide pGemVdedMIu und
pNDVPded mit dem Restriktionsenziiul, die Dephosphorylierung des Volllangenplasmides
und die Elution des Inserts VdedMIlu, welches im Folgenden mit dem Volllangeitplagent
wurde. Die korrekte Insertion in das Plasmid pNDVPdedVded wurde mittels Sequegzieru
(PCI30P270F, P1B5F, P3430R bzw. P3430R) tberprift.

Das Volllangenplasmid pNDVWstop wurde durch Mutagenese (QuikChange Lighthir&ijt&4u
Directed Mutagenesis Kit) des Plasmides Guvk3 mit dem Primer MP_P_Wsedeilss
resultierende Plasmid Guvk3Wstop, welches ein Stoppkodon im W-ORF himtét-@en-
Editierungsstellensequenz tragt, wurde sequenziell (PCI30P270F bzw. PN2472R) ubespruft, d
korrekte Plasmid mit den Restriktionsendonukleagetll und Rskl gespalten und das Insert
Wstop eluiert. Parallel erfolgte die Spaltung des Volllangenplasmides pND\ensillden
Enzymen, anschlielBender Dephosphorylierung und Elution des Vektors. Das Insert Wstop wurde
mit dem Volllangenplasmid ligiert und das resultierende VolllangenplashidVpVstop durch

Sequenzierung (PN2472R, PN56F und P1B1F) auf die erwartete Nt-Sequenz Uberpriift.

3.2.7.3.3 pNDVF1PdedVded und pNDVF1Wstop

Fur die Klonierung der Volllangenplasmide pNDVF1PdedVded und pNDVF1Wthp, sieh
durch die Kodierung einer pb F-Spaltstelle auszeichnen, wurden die PlgsNiidé,dedVded

und pNDVWstop (s. a. 3.2.7.3.2) in je einem Spaltansatz mit den Restriktionskiedsen

Aatll und Pml verdaut. Die Fragmente Pdedvded bzw. Wstop wurden eluiert und nach
Dephosphorylierung und Elution in das gleichartig gespaltene VolllangenglpsiaVF1 ligiert.

Die korrekte Insertion der Fragmente wurde mit den Primern P1433F, PNPOfew8834R
(pPNDVF1PdedVded) bzw. P_P2032F und P1433F (pNDVF1Wstop) in einer Sequépnierreak

Uberpraft.

3.2.7.3.4 dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts

Durch die Amplifikation der DNA-Fragmentg,®R75 und WuHerts aus den Expressions-

plasmiden pCAGGSMR75 bzw. pCAGGS.Merts mit den Primern PPVR75F/R bzw.
PPVHerlF/R (Expand high fidelity PCR Syteme) wurden diesen 5" - und 3 -NCRgeamgBlean
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Fragmente wurden nach Elution jeweils in das Plasmid pGEM-Teasyiigielie resultierende
Plasmide pGEM _MiR75+NCR bzw. pGEMy¥erts+NCR durch Sequenzierung (M13F, M13R)
Uberprift. Es folgte die Herstellung von Megaprimern mittels Phusidd-R@©bei erneut die
Primer PPVR75F/R bzw. PPVHerlF/R und die neu generierten intermediaren Plaswdddeter
wurden. Die Megaprimer wurden eluiert und in einer weiteren Phusion-PCR mesamit dem
Vektor pGemVMIu verwendet. Nach Verdau der PCR-Ansatz®pmitund Transformation
dieser in E. coli DH10B wurden die resultierenden Plasmide pGenR75MIu bzw.
pGem\huHertsMlu erneut mittels Sequenzierung (M13F, M13R) auf Korrektheit Gberprift.
Nachfolgend wurde das Volllangenplasmid dedGu5, ebenso wie die Plasmide fp&fEMIu
bzw. pGemM.HertsMIu mit der Restriktionsendonukleab#ul gespalten, der Vektor dedGub
dephosphoryliert und der Vektor sowie die FragmenigR75MIu bzw. MiHertsMlu eluiert.
Nach Ligation des Volllangenplasmides mit je einem der Inserts wurd&foldéngenplasmide
dedGu5VmutR75 bzw. dedGu5VmutHerts mittels Sequenzierung mit den Primern, P1B5F
P3015F und P3430R auf korrekte Ligation tberpruft.
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4 EP V]es

4.1 W-Protein des NDV

4.1.1 Nachweis NDV W-Protein spezifischer Peptide

Die P-Gen-Editierung und daraus folgende Transkription einer mRNA dsir d
hypothetische W-Protein wurde bereits fur den lentogenen NR&mm Ulster
nachgewiesen (Steward et al., 1993). Ein Vergleich von 255 NDV P-Gen-Sequenzen
(s. a. 11.bweiterer NDV-Stamme aus der NCBI Datenbank, die fur ei88 Mt langen
P-Gen-ORF kodieren, zeigte, dass W-Proteine nach simuliertem Einschelorzebet
kodierter Guanin-Nt in die Sequenz der P-Gen-Editierungsstelhdngig von der
Virulenz des entsprechenden NDV-Stammes, voraussagbar waren (EBae$ewohl
weitere lentogene Stamme wie z. B. NDV CIBaiach mesogene Stamme wie z. B. NDV
Mukteswar und velogene Stamme wie u. a. NDV Herts_| kodieren fir ein hyisotiext
W-Protein. Die Langen der vorausgesagten W-Proteine variierten von 135 A8S.227
Ein 137 AS langes W-Protein wurde z. B. fir NDV R75/98 bestimmt, bleemehinter

der P-Gen-Editierungsstelle nur zwei W-Protein spezifische AS kodrelgny bevor ein
Stoppkodon folgt. W-Proteine konnten unabhangig vom Genotyp der Klasse Il NDV

vorausgesagt werden.
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Die Expression des bisher nur hypothetischen W-Proteins sollte im Raheser Arbeit
exemplarisch fur das lentogene NDV CI30 und das velogene NDV Herts 11(¢) a.
untersucht werden. Fiur diese NDV-Stdamme konnte jeweils ein V\&iRratit einer
Gesamtlange von 179 AS und einer W-spezifischen Sequed4 #x&@abgeleitet werden

(Tabelle43). Diese Lange sollte eine spezifische Detektion des C-Terminus ermdglich

Um erste Hinweise auf die Existenz des angenommenen W-Proteins zu envaltden
gereinigte Virionen der NDV-Stamme CI30 und Hértswassenspektrometrisch
untersucht. Dafir wurden die Virionen aus Allantoisflissigkeit Uben-QisGte-
gradientenzentrifugation gereinigt und 2,5 pg (NDV Hdjtbzw. 3,3 pg (NDV CI30)
Gesamtprotein mit Trypsin verdaut. Eine Analyse der erhaltenen Peptidelsnitt
nano-LC MALDI-TOF/TOF (Labor fur Biochemie und Proteomik des FLI) fuhrte zur
Identifizierung von Peptiden, die spezifisch fur den eindeuti@eterminalen Tell

(AS 135t 179) des W-Proteins des NDV Heltwaren (Abbildung 8). Peptide, die
spezifisch fur das NDV CI30 W-Protein sind, konnten in diestgneAnalyse nicht

nachgewiesen werden.

10 20 30 40 50 60
MATFTDAEID ELFETSGTVI DSIITAQGKP AETAGRSAIP QGKTKAPSAA REKHGSTQSP
70 80 90 100 110 120
ASQDTPDLQD RSDKQQSTTE QVIPHDSPSV TSTDQPSVQA TDETGDTQLK TGASNSLLSM
130 140 150 160 170 180
LDKL.SNKSSN AKKGAHGRAL KRGTNNVRRN SKGIYQAVET VKGDRRTRPR LPLETRAQA
T = ] | [ :  E—
=
Abbildung 8 ldentifikation spezifischer Peptide im C-terminalen BereichsdéDV Hertsl W-

Proteins

Schematische Darstellung der identifizierten Peptide nach masskinspeetrischer Analyse CsCl-
gereinigter Virionen des NDV Hertsnit Hilfe eines nano-LC MALDI-TOF/TOF. Die AS-Sequenz des
Herts | W-Proteins ist als Referenz angegeben. Graue und schwarkenBadprasentieren
identifizierte Peptide. Rote Markierungen entsprechen einzelndarch Fragmentierung der
Peptide nachgewiesenen AS. Gelb hinterlegte AS-Sequekeenzeichnen eine potenziell
Glykosylierungsstelle (NXS/NXT).
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4.1.2 Herstellung und Charakterisierung von Peptidseren, spezifisch fir

das NDV W-Protein

Nach dem ersten Hinweis auf die Existenz des W-Proteins bei NDV mittels
Massenspektrometrie sollten Peptidseren spezifisch fis NDV Hertsl und das NDV

CI30 W-Protein generiert werden, um eine weitergehende UntersucliendgProteine

durch vereinfachte Detektion zu ermdglichen.

Peptidseren und Peptid-AK werden auf Grundlage von synthetisch gepaeri
Peptiden, die an geeignete Tragermolekile gekoppelt sind, genddazu wurden mit

Hilfe der Geneious Software und auf Basis des Algouthwon 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 fir die Ableitung von Pepdidge,

zwei dieser antigenen Regionen beinhalteten, genutzt (Abbgdiin

Ci3o 131 - AKKGAHGRAPKRGITNVRLNSRGVNPVAETVRKDRRTKSRPPLETRAQT - 179
[ C—> [
I
Herts_| 131 - AKKGAHGRALKRGTNNVRRNSKGIYQAVETVKGDRRTRPRLPLETRAQA - 179
Lo > //—
.

Abbildung 9 Vorhersage antigener Regionen im spezifischen C-terteind eil der NDV CI30
und NDV Hertsl W-Proteine und Definition von je zwei Peptiden flur die

Herstellung spezifischer Seren

Schematische Darstellung vorhergesagter antigener Regionene(gtf@ile) im C-terminalen Teil
(AS135- 179) des NDV CI30 und NDV Hdri/-Proteins. Zwei Sequenzregionen, die je zwei
antigene Regionen beinhattn, wurden fir die Herstellung der jeweiligen synthetischentigepl
und 2 (1-schraffierte Pfeile, 2-schwarze Pfeile) definiert.

Die ausgewaéhlten Peptide wurden synthetisch hergestellta(s3.2.6.2), fur die
Immunisierung von Kaninchen eingesetzt (Abteilung fir experimentellealieny und
Biosicherheit des FLI) und die gewonnenen Serumproben auf ihre spezReaktivitat
Uberpraft.

Plasmide, die den W-ORF von NDV CI30 (pCAG#EI3W) bzw. NDV Herts
(PCAGGS_MitHerts) exprimieren, wurden hierfir durch QuikChange-Mutagenese
(s. a. 3.2.7.1) des P-ORF generiert. Hierbei wurden zwei zusatzliche Gatarimmdie

Editierungsstelle des P-Gens inseriert, wodurch sich der Leserahmen verschob



Ergebnisse 77

(Abbildung10A). Zuséatzlich wurde die Poly-A-Sequenz in der Editierungsdigité
Austausch eines Adenins durch ein Guanin mutieny, unter Beibehaltung der AS-
Sequenz einerco-transkriptionellen mRNA-Editierung vorzubeugen. Expressions-

plasmide, die eine entsprechend mutierte Editierungsstelle aufwiesamrden im

&YoP v v ]v]ZE & 1] ZvuvP u]d8 u spe- 3DicExypEssiBnl vvi ] :

der Proteine wurde nach Transfektion in QM9-Zellen und Gewinnung von Lyigaten
WB mit dem Hyperimmunserum HISNDV und einem Peroxidase-konjugierten
Sekundar-AK analysiert.

Die W-Proteine des NDV CI30 und NDV Hérdie rein rechnerisch ein Molekular-
gewicht von rund 20 kDa besitzen, wurden bei einer Gré3e von3Qrida (NDV CI30)
und rund 35 kDa (NDV Herts nachgewiesen (Abbilduri®B).

& &
& &
° éé* S 'z?:’\ &
R ) &
kDa SIS
A 170 —
130 —
100 —
P 394 - AAAAAGGG - - C- 402 70 —
W,_,CI30 394 -AAGAAGGGGGC- 404 o5
P o 394 - AAAAAAGG - - C- 402
W.__Herts 394 - AAGAAAGGGGC - 404 40 —
35 —
25 —
15—

Abbildung10: Nachweis der Expression des W-Proteins nach Transfektion der
Expressionskonstrukte pPCAGGSuMCI30 und pCAGGS \Herts
A) Schematische Darstellung der durch Mutagenese in die WEGRErungsstelle eingefiihrten Nt-
Mutationen (fett geschrieben) und -Insertionen (unterstrichém)Vergleich zu den NDV CI30 und
NDV Herts_| P-ORFs. Nt-Nummern beziehen sich auf den RHORE,sind in mRNA-Sequenz
dargestellt. B)WB-Analyse von QM9-Zelllysaten transfiziert mit pPCAGG3CGM0 (30 hpt) oder
pCAGGS_MWiHerts (38 hpt) mit HIS-NDV und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen IgG.
Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Das Mdé&Rewicht der Markerproteine
ist in kDa angegeben.

Nach erfolgreicher Bestatigung der Expression der W-Proteine wurden die vier
generierten W-spezifischen Seren anhand aquivalent transfizierter QNERAelder IF-
Farbung getestet. Nur mit jeweils dem Serum, das aus der Immunisierumgeptit 2

hervorgegangen ist (Abbildung 9A, schwarzer Pfeil), wurden spezifsghale erhalten
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(Abbildung11A, C). Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle undezeigt
keine unspezifische Reaktion der Seren. Eine Kreuzreaktivitdt ddivpgsiesteten
Seren mit dem W-Protein des jeweils anderen NDV-Stammes konntelmisatder IF
ausgeschlossen werden.

In einer nachfolgenden WB-Analyse wurden die reaktiven Peptidseren waiterhi
Uberpruft. Beide Seren detektierten eine Bande in Hohe von ca. 30tKBakDa, dig
wie nach Analyse mit HIENDV (Abbildund0B), den NDV CI30 (AbbildubhdB) bzw.
NDV Herts_| (Abbildun$lD) W-Proteinen zugeordnet werden konntgdhrend bei

nicht transfizierten Zellen keine Bande nachweisbar war.
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Peptidserum 1 Peptidserum 2

kDa

170
130 —

100 —

Nicht
transfiziert

55 —
40 —

35 —

W,,,C130

25 —

15 —

W, Herts

Peptidserum1 Peptidserum 2

kDa

170
130

100
70

55 —
40 —

Nicht
transfiziert

W, ..Herts

35 —

25 —

15 —

W,,,.C130

-

Abbildungl1l: Testung der W-spezifischen Peptidseren auf ihre Reaktiwitittels IF-Test
und WB-Analyse
QM9-Zellen, transfiziert mit pPCAGGS,MEZI30 bzw. pCAGGS\MHerts, wurden 30 hpt fixiert (A,
C) bzw. lysiert (B, D). Die Detektion der W-Proteine durch IF{Pes®) erfolgte nach Inkubation
mit den NDV CI30 (A) bzw. NDV Hert¢C) W-spezifischen Peptidseren 1 und 2, sowie
AlexaFlouM488 Ziege anti-Kaninchen IgG. BiB-Analyse (B, D) erfolgte nach Inkubation mit dem
NDV CI30B) oder NDV Hertd (D) W-spezifischen Peptidserum 2 und Peroxidase-gekoppeltem
Ziege-anti-Kaninchen IgGNicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Das
Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.

Mit Hilfe des bereits etablierten reversen genetischen Systems fur NDWQI&n
nachfolgend funktionelle Studien zum NDV CI30 W-Protein defiéhrt, sodass sich die
weitere Charakterisierung zur Reaktivitat und Spezifizitat auf das30/s@izifische

W %3] » Epu TU « Ju &}oP v v o- rikoizentriefezv § A]E
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Kreuzreaktivitaten mit anderen NDV CI30 spezifischen Proteirelohe/im Kontext der
Infektion exprimiert werden, wurden zuvor ausgeschlosdexpressionsplasmide, die
die ORFs der NDV CI30 Proteine NP (pCAGG&),NP (pCAGGS %) und V
(pPCAGGS MCI30), sowie die N-terminalen 12&des P-Proteins (0CAGG&Szi133)
kodieren (s. a. 3.2.7.1), wurden hierfur kloniert und in QM9-Zellen tizaesg. Sowohl
im IFTest, als auch inWB ApE v Z 18]}v sSerdmg i mit den
exprimierten Proteinen untersucht (AbbildudgA, B). Wahrend der Nachweis des W-
Proteins wie zuvor positiv war, konnten die anderen Proteine (P, 1¥33 PNP)
erwartungsgeman weder nach IF-Farbung nocMiBiu]3 rt oii 3 18] ES A E
Die erfolgreiche Transfektion der Plasmide und Expression der Proteine wurbidfmit
des HISk-NDV bestétigt.

A
HIS-o-NDV
B g
W,,..CI30 SIS
mut ,:éb (}o, Q’Q N,.gy .
& & 8.8 &8
kDa S T A QY Y S
170 —
130 —
V,,.CI30 100 —
o 70 —
55 —

40 —

cI30 pr—
25 — "
15 — aWCI30

s Peizo

1123 55 — e

40 —
i) pr——

35—

NPeiso 25 — HIS-a-NDV -

Abbildungl12: Spezifitatstest des Peptid Epue rt oii-Test u8d WB-Analyse
A) QM9-Zellen, transfiziert mit pCAGGSWI30, pCAGGS,MCI30, pCAGGSR
PCAGGS Jo1-133 oder pCAGGS_WNR wurden fur eine IF-Farbung mitrt oii pv
AlexaFlouM488 Ziege anti-Kaninchen 1gG 24 hpt fixiert. B) Lysate von, wie unbeséhrieben,
transfizierten QM9-Zellen wurden mitteld/B-Analyseu]$ u N Epu rt oii pv W E}A]
gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG analysiert. Das Molekulargelgicharkerproteine ist in
kDa angegeben.
Nicht transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. Dier&sgion der NDV-Proteine wurde
durch Inkubation der fixierten Zellen (IF) und der Nitrozellulose (WBM)I8ir-NDV kontrolliert

v X
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4.1.3 Nachweis des NDV CI30 W-Proteins in infizierten Zellen und

gereinigten Virionen
E Z E(JoOPE ]Z E s E]J(]I] EpvP E "% 1](]8T1B Ap@® v E]
die Expression des W-Proteins nach Infektion von QM9-Zellen mit NDWn@#88ucht
Sowohl iml~Test (Abbildund 3A), also auch VB (Abbildungl3B) konnte 48 hpi und

zu darauf folgenden Zeitpunkten die Expression des W-Proteins bestétiden.

aWCI30 ' 6‘”
kDa ST AT R AV P

CI30

Nicht
infiziert

. - -.——‘

Abbildung13: Detektion des NDV CI30 W-Proteins in infizierten QM9-Zellen
A) IF-Analyse 48 hpi fixierter, NDV CI30-infizierter QM9-Zellen nach IrkubatiHIS+-NDV bzw.
rt oii pv o A™gS} fidge anti-Kaninchen 1gG.\BB mit Lysaten NDV CI30-infizierter
QM9-Zellen (MOI 1,0), gewonnen zu angegeben Zeitpunkten. Didtideteerfolgt u]S rt ofi
und Peroxidase-gekoppeltem Ziege-anti-Kaninchen 1gG. Das Molekuldrgeeridarkerproteine
ist in kDa angegeben.
Nicht infizierte Zellen dienten als Negativkontrolle.

Fur den Nachweis der Inkorporation des W-Proteins in das NDV-Partikdemur
Virionen des NDV-Stammes CI30 aus infizierter Allantoisflissigkeit smi@tsCl-
Dichtegradientenzentrifugation gereinigt (s. a. 3.2.3.5). Fur &Wi@Untersuchung

pHvd E s EA v pvP -Serumsowurde eine Aliquot der konzentrierten
Viruslésung mit 10 pg Gesamtproteingehalt in einem 10,4%igen SDS-Polyacrylamidgel
aufgetrennt. Die W-spezifische 30 kDa-Bande konnte in gereinlgt@men deutlich
nachgewiesen werden (AbbildudgA). Eine vom Labor fir Elektronenmikroskopie des
FLI durchgefuhrte elektronenmikroskopische Untersuchung bestatigte dibéteder
Viruspartikelpraparationund die Abwesenheit vesikularer, nicht viraler Strukturen
(Abbildungl4B).
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Eine massenspektrometrische Untersuchung der detektierten 30 kDa Psstdite die
Identitat zusatzlich bestatigen. Im Labor fir Biochemie und Proteomik Wkicdle
hierfir eine Probe der gereinigten Virionen mit einem Gesamtproteiatjelon 25 pg

Uber ein 15%iges SDS-Polyacrylamidgel aufgetrennt, ein Gelstick in ét68@ kiDa
Bande herausgeschnitten und mit Trypsin verdaut. Die erhaltenen Peptiddewu
massenspektrometrisch (nano-LC MALDI-TOF/TOF) analysiert und die generierten
Daten mit der Datenbank der annotierten Proteine vom HaushuBallgs gallus
domesticus Taxonomie ID: 9031), sowie des NDV-Stammes CI30 verglichen. Zwe
Peptide spezifisch fur den C-terminalen Teil des NDV CI30 W-Rr¢fsh35 t 179)
konnten identifiziert werden (Abbildunt4C).

kDa CI30

A B
170 —
130 —
100 —
70 —
55— -
40 —
35 —
E 3
25 —
100nm
15— —
C
10 20 30 40 50 60
MATFTDAEID ELFETSGTVI GNIITAQGKP AETVGRSAIP QGKTKVLSAA WEKHGSIQPP
70 80 90 100 110 120
ASQDNPDRQOD RSDKQPSTPE QTTPHDSPPA TSADQPPTQA TDEAVDTQLR TGASNSLLLM
130 140 150 160 170 180

LDKLSNKSSN AKKGAHGRAP KRGITNVRLN SRGVNPVAET VRKDRRTKSR PPLETRAQT

e B BT

Abbildung14: Nachweis des W-Proteins in gereinigten NDV CI30 Viruspartikel
CsCbichtegradient-gereinigte NDV CI30 Virionen wurden miti&B (A), Elektronenmikroskopie
(B) und Massenspektrometrie analysiert (C). A) Nach elektropkoheti Auftrennung von 10 pg
Gesamtprotein wurde das NDV CI30 W-Protein (U]S u N~ Eunu rt oiioxidase-W E
gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen IgG detektiert. Das Molekulargedéchtlarkerproteine ist in
kDa angegeben. B) Eine elektronenmikroskopische Analyse erfolgte ngatividentrastierung im
angegebenen Maf3stab. C) Massenspektrometrische Analyse der 30 kDantinotiei nach
Auftrennung gereinigter Virionen von NDV CI30 im SDS-PolyacrylamidgaS{Siequenz des NDV
CI30 W-Proteins ist als Referenz angegeben. Graue und schwaizen Babrasentieren
identifizierte Peptide. Rote Markierungen entsprechen einzelndarch Fragmentierung der

Peptide nachgewiesenen, AS. Gelb hinterlegte AS-Sequekeemzeichnen eine potenziell
Glykosylierungsstelle (NXS/NXT).
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Sowohl bei gereinigten Virionen (AbbildudglA), als auch bei infizierten Zellen
(Abbildung13B) wurde inWB-Analysen mit dem Serumnt oii ]v i fA-Bande
detektiert. Eine unspezifische Bindung des W-spezifischen Serumgtamélifiroteine

konnte durch nicht infizierte Kontrollen ausgeschlossen werden. Abech a
Kreuzreaktioen mit den Proteinen NP und P, die in diesem Molekulargewichtsbereich

zu erwarten waren, konnten zuvor durch die Expression dieser Proteimésiprechend
transfizierten Zellen widerlegt werden (Abbilduf8A, B). Fir eine genauere Analyse
wurden Lysate NDV CI30-infizierter Zellen mittels 8%iger SDS-R#geEennt, auf

eine Nitrozellulosemembran transferiert und nachfoly *}A}Zo ul]$ rt oii o-
Referenz, bzw. mit monospezifischen AK gegen NP (mak-NDV-NP) und P (nmi@k-NDV-
einzeln oder in Kombination inkubiert (Abbildubg). Im Ergebnis dieser Untersuchung
wurde deutlich, dass de rt o¥F$serum, ebenso wie der Alak-NDV-NP, ein ca.

55 kDa-Protein detektierte, wahrend der monoklonale P-AK Proteinbanden ober-
unterhalb nachwies (Abbildurip).

Eine massenspektrometrische A0 C e e I}JEE «%}v] Ev vU A}v
detektierten, Molekulargewichtsbereiches nach zweidimensionaler Auftrennumey ei
Losung gereinigter Virionen von NDV CI30 bestatigte das Vorkommen grol3geiMen
vonNP.
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Abbildung15: Identifikation des 55 kDa Proteins nach Auftrennung von NDV CI30-infizierten
Zelllysaten
WB-Analyse von Lysaten NDV CI30-infizierter CEF-Zellen (MOI 1,0) 24 hpAufeennung durch
eine 8%ige SDS-PAGE und Inkubation mit dem WCBO0I] (] Z u A EJAD) umd
monoklonalen AK gegen die Proteine P (mak-NDV-P) und NP (makfD&inzeln oder in
Kombination, sowie Peroxidase-gekoppelten Sekurdér- Das Molekulargewicht der
Markerproteine ist in kDa angegeben.
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Um Protein-Prota-Interaktionen zwischenweiteren Virusproteinen und dem
W-Protein im Bereich 55 kDa ausschlieBen oder bestatigen zu kénnedemwur
Expressionsplasmide kodierend fiur die Proteine NDV CI30 NP, P un@M8iZellen
co-transfiziert. Nach Auftrennung der entsprechenden Lysate mittels FTEE und
einer WB-Analyse mit dem W-spezifischen Serum konnte keine entsprezia®nkDa

Proteinbande detektiert werden (ohne Abbildung).

4.1.4 Lokalisation des NDV W-Proteins in infizierten Zellen
Nach bestatigter Expression des W-Proteins durch NDV CI30 sollte diisaiain des

Proteins in infizierten Zellen mit Hilfe der konfokalen Laser-ScaiMikigpskopie
bestimmt werden. Zunachst wurden QM9-Zellen mit den fur die Proteiaer,P
VmutCI30- und WuCI30-kodierenden Expressionsplasmiden transfiziert, 24 hpt fixiert
und mit den Seren inkubiert, die sich gegen das jeweilige ProteiretashtWahrend

die Proteine P und V vorrangig (V) oder ausschlief3lich (P) im Zytoplasma nachzuweisen
waren, konnte fur das VWotein eine starke Zellkernakkumulation festgestellt werden
(Abbildungl16A). Dieses Ergebnis konnte im Kontext der Infektion sowohl fuk\dRs
NDV CI30 als auch fiur das rekombinante NDV CI30-Virus, rNDVGiigbestrden.
Sobald das W-Proteidetektierbar war (H8 hpi), lokalisierte es im Kern der infizierten
Zelle (Abbildungl6B). Vergleichbare Ergebnisse konnten nach Transfektion bzw.
Infektion von QM9-Zellen mit dem Expressionsplasmid pCAGkaS1&kts bzw. dem
WT-Virus Hertsl erhalten werden (s. a. 11).8
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A pCAGGS_Pgsy  PCAGGS_V,,,Cl30  pCAGGS_W,,,Cl30

mak-NDV-P alS-Vuni aWCI30

B

CI30

rNDVGu

Opm 0pm

Abbildung16: Lokalisation des W-Proteins in transfizierten und infizierten QM9-Zellen
A) Konfokale Aufnahmen fixierter QM9-Zellen 24 h nach TransfektibExpressionsplasmiden
kodierend fur die NDV CI30 Proteine P, V und W. Die IF-Farburgterfol mak-NDV-P bzw. Seren
spezifisch fir das V-~r>vuni) oder WW E}S Jv ~rt oiis «}A]™488gekoppeltpiE
SekundarAK B) IF-Farbung NDV CI30- bzw. rNDVGu-infizierter QM9-Zellen. IBrevdgiden zu
angegebenen Zeitpunkten pi fixier pv.- u]s$ rt oii pv 0488 Zegé @E-Kaninchen IgG
immunmarkiert.

Mit einem kalkulierten Molekulargewicht von rud® kDa ist das NDV W-Protein in der
Lage, passiv durch die Kernporen in den Zellkern zu diffundieren.starke
Akkumulation kénnte jedoch auch auf einen gerichteten Transportehiteh. Um eine
mogliche NLS zu bestimmen, wurde Ai8Sequenz des NDV CI30 W-Proteins mit Hilfe
des Online-Tools cNLSMapper (Kosugi et al., 2009) untersucht. Dieses saghimport
abhéngige Sequenzen vorairs spezifischen C-terminalen Bereich konnte hierbei eine

zweiteilige NLS mit zwei basischen AS-Clustern identifiziert weéAtzbildungl?).

Cl30 135 - AHGRAPKRGITNVRLNSRGVNPVAETVRKDRRTKSRPPLETRAQT - 179

Abbildung17: Zweiteilige Kernlokalisationssequenz des NDV CI30 W-Pretein
Schematische Darstellung der durch das Online-Tool cNLSMappergesagten zweiteiligen NLS
(unterstrichen) mit zwei basischen AS-Clustern (grofRe Budhstdm spezifischen C-terminalen
Teil (A235- 179) des NDV CI30 W-Proteins.
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Bei einer vergleichenden Vorhersage von C-terminal kodierten NL8rbbedeits zuvor
analysierten 225 annotierten NDV-Stammen (s. a.)1fieb auf, dass entsprechende
Sequenzen erst ab einer Lange des W-Proteins von 177 AS bestimmbar wagedle (Tab

226 AS, X181 AS, 4203 AS, X196 AS oder 2221 AS)wiesen eine zweiteilige NLS
auf. FUr die anderen Grof3envarianten konnten NDV-Stdmme sowohl raitcisohne

44). Dabei spielte der Pathotyp des Virus keine Rolle.

NLS im W-Protein bestimmt werden.

Ergebnisse
Alle NDV W-Proteine mit einer Lange von 18126 AS (insgesamt 23 Proteine mi 2
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Um die Funktionalitat der NLS im NDV CI30 W-Protein zu Ulberprivurde ein
zusatzliches 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) mutieerw@araus folgend war

das Protein W-NLq3: durch dieASAustausche K141S, R162S und R166T gekennzeichnet
(Abbildung 18A). Nach Transfektion der Plasmide pCAGG®GMB0 und
PCAGGS_W-Nkoin QM9-Zellen wurde die Expression und Lokalisation der W-Proteine
mittels WB und IF-v 0Ces pv3 E s EA v uvP A}v rt oii A EPo0] Z \
Expression (Abbildund8B, C) des NLS-mutierten W-Proteins, als auch dessen
gleichmafige zellulare Verteilung in Zellkern und Zytoplasma konnten dolueme
werden, wahrend das W-Protein mit WT-NLS-Sequenz erneut ikeZedikkumulierte
(Abbildung18C). IMWB war eine reduzierte Bindungsstarke des WCI30-spezifischen
Serums an das NLS-mutierte W-Protein im Vergleich zum Protqiif©€W0 erkennbar,

obwohl die Expressionsrate nach Detektion mit HISDV starker awsfallen schien
(Abbildungl8B).

W,:Cl130 135 - AHGRAPKRGITNVRLNSRGVNPVAETVRKDRRTKSRPPLETRAQT - 179

A
W-NLS,,c  135- AHGRAPSRGITNVRLNSRGVNPVAETVSKDRTTKSRPPLETRAQT - 179
& &
B &
> & Q > N Q
SIS
a N QT QT @ C
170—
130—
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25— .-

HIS-a-NDV aWCI30

Abbildung18: Zellulare Lokalisation des NDV CI30 W-Proteins nach Mutation der NLS
A) Schematische Darstellung der NLS-Sequenz (unterstyichespezifischen C-terminalen Bereich
(AS135- 179) des W.CI30-Proteins im Vergleich zum Protein W-hNL®it mutierten basischen
Clustern (K141S, R162S und R166T). B, C) QM9-Zellen, transfizi@AGES_WiCI30 bzw. W-
NLSw wurden 20 hpt fixiert (C) bzw. 24 hpt lysiert (B). Nicht transfizi€#19-Zellen dienten als
Negativkontrolle.B) Die WB-Analyse erfolgte nach Inkubation mit HISE s } @& rt oii pv
Peroxidase-gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen 19gG. Das Molekulargderdharkerproteine ist in
kDa angegeben. C) Konfokale Aufnahmen wurden nack&beng mit rwCI30 und
AlexaFlouM488 Ziege anti-Kaninchen IgG erstellt.
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Um unspezifische Effekte aufgrund der verminderten Reaktivitat des Serumsigpegen
der mutierten NLS ausschlieRen zu kénnen, wurden Expressionsplasmide deberier
denen sowohl das NDV CI30 W-Protein mit der WT-NLS-Sequenz, aldagubih.S-
mutierte W-Protein N-terminal an einen mCherry-Tag (rund 26 kDa) gekoppeadhwar
(PCAGGS_mCherryWiCI30, pCAGGS_mCherryW-NbS 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 kalkuliedkekwar-
gewicht von rund 45 kDa besitzen, wurde nach Transfektion der euispnden
Expressionsplasmide in QM9-Zellen und Analyse der Lysate (24 hpt) riitiels
Uberpruft. Sowohl nach Detektion der Proteine mit einem mCherry-spezifissKeals
auch mit dem W-CI30-spezifischen Serum, wurden vorrangig Proteinbantiemem
Molekulargewicht vonC50 kDa undC58 kDa detektiert (Abbildun@9A, B). Dise
verlangsamte Migration im Vergleich zum kalkulierten Molekulargewicht evard/or
bereits fir das NDV CI30 W-Protein gezeigt (vergleiche (vgl.) AbbildBnd\bbildung
13B). Lysate von QM9-Zellen, die mit pCAGGS:MB0 und pCAGGSW-MNLS

transfiziert waren, wurden zur Kontrolle mitgefuihrt. Die entsprecherprimierten W-

PE}S Jv I}vvd v VUE v Z /vip 3]}v uld u TEEAUEt o 3 13]

Nach Transfektion der mCherry-W-Expressionsplasmide und Fixierung der Zellen
5 hpt - 20 hpt fir eine Analyse mittels konfokaler Mikroskopie konnte éieutliche
Alkkumulation des mCherry-W-Proteins mit WT-NLS im Zellkern bestaggiew
(Abbildung16C). Das NLS-mutierte mCherry-W-Fusionsprotein hingegen wies erneut
eine gleichméaRige Verteilung in der gesamten Zelle auf. Eine Analyse der
Signalintensitaten entlang der markierten Pfeilrichtengkonnte dieses Ergebnis

bestatigen (Abbildung9D).
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Abbildung 19: Analyse der Lokalisation des NDV CI30 W-Prateinit Hilfe von mCherry-

Fusionsproteinen

A-B WB-Analyse zur Untersuchung der Stabilitat der Fusionsproteine m@NgsCI30 bzw.
mCherryW-NL&: 24 h nach Transfektion der entsprechenden Expressionsplasmide in Qei®-Zel
Die Detektion erfolgte mit einem mCherry-spezifischen monokem@K ~ru Zz EECU -
rt oii ~ ¢ pv W dgék@ppellen SekunddkK Nicht transfizierte Zellen dienten als
Negativkontrolle. QM9-Zellen transfiziert mit pPCAGGSuBI30 bzw. pCAGGSW-NL 8ienten als
Positivkontrolle. Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa agtgmy Sternchen (*)
markieren spezifische Proteinbander). Ahalyse der zellularen Lokalisation der Fusionsproteine
mCherryW,,CI130 und mCherryW-Nk$5 hpt, 14 hpt und 24 hpt in QM9-Zellen mittels konfokaler
Mikroskopie. ) Die aufgenommenen Signalintensitaten entlang der in C) darifestePfeile
wurden in Fluoreszenzhistogrammen dargestellt.
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4.1.5 Untersuchungen zur Funktion des NDV W-Proteins
4.1.5.1 Eigenschaften rekombinanter NDV mit veranderter Lokalisation des W-
Proteins in infizierten Zellen
Der Einfluss der nuklearen Lokalisation des NDV CI30 W-Proteins solltelaihas
rekombinanten Virus néher untersucht werden. Auf der Basis des GIB#Genoms
wurde ein Volllangengenom enthaltendes Plasmid (rNDVGu) (Ramp e0BR) sd
modifiziert, dass der W-ORF die zuvor beschriebenen Nt-Austauschel/A&G2QAC,
G485C und G496C (Nt-Nummern beziehen sich auf den WADRiung18A: W-
NLSwt) in der NLS-kodierenden Sequenz trug. Das entstandene Plasmie alsrd
PNDVW-NL&t bezeichnet. Auf diese Weise sollte in Zellen, die mit dem daraus
generierten rekombinanten Virus rNDVW-NLS infiziert waren, nach co-
transkriptioneller mMRNA-Editierung ein W-Protein mit mutierter NLS exgrimvierden

(Abbildung20).

i

P-Gen
CI30 417- CCAAGAGG - 424 CI30 482- AGGAAAGACCGCAGAA - 497

PNDVW-NLS_ 417- CCAGCAGG - 424 PNDVW-NLS,_ 482- AGCAAAGACCGCACAA - 497

Protein
P Ql41F E162Q Q165H V R141A G162A E166Q

W K141S R162S R1e66T

Abbildung20: Schematische Darstellung des Volllangenplasmides pNDVWrNLS
Das Volllangenplasmid pNDVW-Ni$t gekennzeichnet durch die Nt-Austausche A420G, G421C,
G484C und G495C (unterstrichen) in der Sequenz des P-Gel®y.(Bfese Mutationen flhrten zur
Disruption der basischen Cluster der W-Protein NLS (K141S, RI&5T). In den entsprechend
kodierten P- und V-Proteinen ergaben sich die AS-Austau®dd1E, E162Q und Q165H (P) bzw.
R141A, G162A und E166Q (V). Angegebene Nt- und AS-SequeszeXDYW-NL:g: sind im
Vergleich zur Sequenz des WT-NDV CI30 angegeben. Die Nt-Nerangebezieht sich auf den P-
ORF.

Mit Hilfe des etablierten reversen genetischen Systems konnte nach Transfektion des
generierten Plasmides, das das Volllangengenom enthielt, das rekombinante Virus
rNDVW-NL&:: hergestellt werden. Die ldentitdt des Virus und das Vorliegen der

spezifischen Mutationen wurde nach Amplifikation des entsprechen@Gamom-
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abschnitts durch Sequenzierung bestétigt. Die Expression des mutierterotéfmBr
wurde durchWB-Analysen der Lysate infizierter QM9-Zellen verifiziert (Abbild1Ag.

Die Detektion der W-spezifischen Banden fiel hierbei schwach aas, auf die
reduzierte Reaktivitit des Serums gegenuber der veradnderten NLS des W-Proteins
zurtckzufuhren sein kann (vgl. Abbildut8A). Bei der Untersuchung der Lokalisation
des W-Proteins nach Infektion von QM9-Zellen mit INDVWniNt&&nderte sich die
Verteilung des Proteins im Vergleich zum WT-NDV CI30 deutlich. Nach d-&dun
(]1£] €3 v « oo Vv uld rt oil ~E}3. | |P3 eljlare Vereillrg ] Zu "]
(rNDVW-NLs%) im Gegensatz zur nukledren Akkumulation (NDV CI30) (Abbitdi)g

Die Detektion des P-Proteins durch Farbung mit mak-NDV-P (griin) demntBlachweis

der erfolgreichen Infektion der durch konfokale Mikroskopie aufgezeichnetbenZe

Diein vitro Replikation des rekombinanten Virus INDVWNL&urde auf CEF-Zellen

im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVGu Uberprift, wobei berd® Yu den

untersuchten Zeitpunktezu ahnlichen Titern replizierten (Abbildu2gC).
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Abbildung21: Charakterisierung des rekombinanten Virus INDVW-NLS
A) WB-Analyse der zu angegebenen Zeitpunkten gewonnenen LysateWWNING-infizierter
QM9-« 00 v ~DK/ iUi*sX ] S I1S]}v & (}oPS ulgekoppeitenuZieg®art=}/£E] -
Kaninchen 1gG. Sternchen (*) markieren spezifische Proteinbaridies.Molekulargewicht der
Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infizierte Zellemteén als Negativkontrolle. B) Die
zellulare Lokalisation der W-Proteine von NDV CI30 und rNDVWNB8de 24 hpi (MOI 5,0) in
QM9-« 00 v u]S u " @3pundtAlexaFlolf568 Ziege atirKaninchen IgG (rot) analysiert.
Die Detektion der P-Proteine (mak-NDV-P, AlexaPd88 Ziege anti-Maus IgG, griin) diente der
Infektionskontrolle. C) Replikationskinetiken der angegebenen \ivenden durch Infektion
(MOI 0,01) von CEF-Zellen bestimmt. ZKU wurden zu angegebenemkdgitpgewonnen. Die
Bestimmung der KHgml erfolgte nach Titration der ZKU auf QM9-Zellen und IF-Farbung mit
HIS+-NDV und AlexaFlol}488 Ziege anti-Kaninchen-IgG. Dargestellt sind die Mittelwerte agis zw
unabhangigen Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpusktefbalken représentieren
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 desidDV
essenziell fur die Replikation (s. a. 4.2.1). Um zu Uberprifen, ob diediaudas W-
Protein zutrifft, wurden zwei rekombinante Viren (rNDVPdedVd®&DVWstop) bei
denen die W-Proteinexpression durch entsprechende Genomveranderung untebun
werden sollte, auf Basis des rekombinanten NDV CI30-VolllangengendbisGu
generiert.

Hierzu wurde das Plasmid pNDVPdedVded (s. a. 3.2.7.3.2) generiert, sweldP&sen
eine 6-Nt umfassende Deletion (393 - TAAAAA - 398) in der Editieruteysstguenz
trug. Da diese Deletion nicht nur die Expression des W-Proteins, sondgirdesudes
V-Proteins unterbinden wirde, wurde zusétzlich ein NDV Cl3@rvzwischen die Gene
P und M inseriert. Auch das V-Gen trug eine entsprechende Dela@tioder
Editierungsstelle, um eine co-transkriptionelle Editierung ausgehenmd V-ORF zu
verhindern. Diese Mutationen fihrten im resultierenden rekombinan¥inus zur
Deletion zweier Lysine (AS 132 und 133) in den exprimierten P- undté/hen
(Abbildung22A). Ausgehend von diesem Volllangenplasmid gelang es das rekombinante
Virus rINDVPdedVded zu generieren, das P und V aber nicht W exprimiert.

Diese Eigenschaft wies auch das neu generierte Virus rNDVWstop acihesvein
Anschluss an die Editierungsstelle die Mutationen C404T und T40&@rtcuaus dem
Plasmid pNDVWstop (Abbildur&?B) hervorging. Diese Nt-Austausche fuhrten zur
Kodierung eines Stoppkodons im W-ORF, welches zur Folge hateuteds Rrotein mit
spezifischen C-Terminus entstehen kann. Daraus ergeben sicA2wastausche im P-

Protein (P136L, W137G) und éi®&Austausch im V-Protein (M136R).
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NP

:'}PiV[M[FiHN] L

P-Gen P-Protein

Ci30 391- GCTAAAAAGGGCCCATGG -408 Ci30 131- AKKGPW -136
pNDVPdedVded391- GC---- - - GGGCCCATGG -408 pNDVPdedVded 131- A-- GPW -136

V-Gen V-Protein

Cl30 391- GCTAAAAAGGGGCCCATG -408 Cl30 131- AKKGPM -136
pNDVPdedVded391-GC------ GGGGCCCATG -408 pNDVPdedVded 131- A- - GPM -136

X86T
NP ‘ P M| F j[ HN || L
P-Gen Protein
CI30 400- GGCCCATGGTCG -411 P P135L W136G
PNDVWstop 400- GGCCTAGGGTCG -411 V.  M136R

W H136*

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Volllangenplasmide pNDVPdedV und

pNDVWstop

A) Plasmid pNDVPdedvVded mit 6 Nt-umfassender Deletion (untéestiicinnerhalb der
Editierungsstelle des P- und V-Gens (Dreieck). Das V-Géa mwischen die Gene P und M inseriert
undvon P-Gen-NCRs flankiert. Die Nt-Deletionen flhren zu einer Delatioje zwei Lysinen (K) in
der AS-Sequenz desud V-Proteins. B) Das Plasmid pNDVWstop ist gekennzeichnet durch die N
Austausche C404T und T406G (unterstrichen) in der Sequenz@ersPunmittelbar hinter der
Editierungsstelle (Kreuz). Diese Mutationen fiihrten zur Kadigeines 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 VergleichSequenz des WT-Virus NDV CI30
angegeben. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf den P- bzw. V-ORF.

Die Unterbindung der Expression der W-Proteine wurde nach InfektorQM9-Zelle

mit den rekombinanten Viren rNDVPdedVded und rNDVWstop dé/BtAnalysen der
gewonnenen Lysate und konfokale Mikroskopie tberprift (Abbildi8#g B). Wahrend
imWBuU]S u ~ Epu rt oii-sperifisthe Bande fur INDVPdedVded-infizierte
Zellen 24 hpit 96 hpi detektiert werden konnte, wurde trotz Stoppmutation int mi
rNDVWstop-infizierten Zellen 48 hpi - 96 hpi ein Protein midr@0 kDa detektiert
(Abbildung23A). Nach IF-Farbung mit dem W-spezifischen Serum (rot) und Analyse
mittels konfokaler Mikroskopie konnte nach Infektion mit rINDVWstop keinegSsmn

von W-Protein in den Zellen nachgewiesen werden (Abbild8®). Die erfolgreiche
Infektion der Zellen wurde durch die Farbung mit einem P-spezifisotaroklonalen

AK (mak-NDV-P, grin) bestatigt. Auch in QM9-Zellen, infiziert mit PdBdVded,



Ergebnisse 95

konnte vorrangig kein W-Protein identifiziert werden. Nur innvger als rund 80 von

61 iii peP ¢« v e 00 Vv ~D iUi 9« ApE ] v-Setihwvedalid s u rt o
wobei das detektierte Protein ebenso wie W im Zellkern lokalisierte, dabei jedoch
hauptséachlich in Strukturen, die den Nukleoli &hneln (Abbild8R).

Zur Uberpriifung der Stabilitat der eingefiihrten Mutationen bei dekorabinanten

Viren wurden rNDVPdedVded und rNDVWstop 10 Mal in embryonierten SPF-
Huhnereiern passagiert. Nach der 5. und 10. Passage wurde RNA aus virushaltiger
Allantoisflussigkeit isoliert und nach cDNA-Synthese die relevantenntdischnitte
amplifiziert. Eine anschlielende Sequenzierung konnte die Stalitaveranderten
Sequenzabschnitte des Virusgenoms bestatigen (ohne Abbildung).

Die unterbundene Expression des W-Proteins wurde fur beide Viren eaéh Bassage

erneut durch IF-Farbung und WBt 0Ce+ v ul]S rt oii °© E%E°(SX pun Z
Passagierung des Virus konnte flr INDVPdedVded in Lysaten infizieleer k&sh W-

Protein detektiert werden. Ebenso war die Anzahl infizierter QM@®&Zglh denen nach

/vip S]}v u]s rt oii ]waskqriiertg¢oRrotein nach IF-Farbung nachgewiesen
werden konnte (< 0,%) stabil (ohne Abbildung). Die unterbundene Expression des W-
Proteins konnte fir rNDVWstop erneut mittels konfokaler Mikroskopie bestétigt
werden, wahrend im WB wieder ein rund 30 kDa grol3es Protein detektierbar wae (ohn
Abbildung). Die Identitat der im WB (rNDVWstop) und in der konfokisliroskopie

~EE sW s ¢ u]js u N GEpu rt ofliProt&nés kot wnicht

abschlie3end geklart werden.
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Abbildung23: Charakterisierung der rekombinanten Viren rNDVPdedVded, rNDVWstop
A)WB-Analyse von QM9-Zellen, infiziert mit INDVPdedVded bzw. INDVWg®p1(,0) nach Lyse
zW VP P v v ¢ ]8%puvIiS vX ] S 1S]}v & (}oPSE |up&kopgpatem pv W E
Ziege anti-Kaninchen IgG. Sternchen (*) markieren spezifische Praneien. Das Molekular-
gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infizi€}M9-Zellen (96 h) dienten als
Negativkontrolle.B) Zellulare Lokalisation der W-Proteine des rNDVPdedVded und rNDYWs
24 hpi (Moi 5,0) in @9-Zellen analysiert]S u » Euu rt oii pv "NG6EZi€ge JaniE
Kaninchen IgG (rot). Die Detektion der P-Proteine (mak-NDV-P, AleX¥#88 Ziege anti-Maus
IgG, griin) diente der Infektionskontrolle.
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Da bereits fur NDV CI30 die Inkorporation des W-Proteins in das viralkelPgereigt
werden konnte (Abbildungl4), wurden erneut gereinigten Virussuspensionen
(s. a. 3.2.3.pmit einem Gesamtproteingehalt von 10 pg Priateom WT-Virus NDV CI30
und den Virusrekombinanten rNDVPdedVded und rNDVWstoyyBranalysiert. Nach
Immunmarkierung mit dem W-CI30-spezifischen Serum konnte bei beiden
rekombinanten Viren im Vergleich zu gereinigten Virionen des NIBUY Kkeine
W-Protein-spezifische 30 kDa Bande nachgewiesen werden (Abbil2dngEine
gleichmalige Beladung der SDS-Page mit vergleichbaren Viruspartikelkotizeaira
konnte anhand gleichstarker NP- (55 kDa) und M-Protein-Banden (40 kDa) amgenom

werden.

15—«

Abbildung 24: Nachweis des W-Proteins in gereinigten Virionen vonDNAPdedVded und

rNDVWstop

WB-Analyse CsCl-gereinigter Virionen des NDV CI30, rNDVPdedVdediDivia/stop (10 pg
Gesamtprotein). Die Detektion des W-Proteine (* E(}oPS u]s u N EM U rt oiil pv
Peroxidase-gekoppeltem Ziege anti-Kaninchen 1gG. Das Molekuldngdetidarkerproteine ist

in kDa angegeben.

Zur genaueren Lokalisation des W-Proteins innerhalb des NDV CI30 Vikgdparti
wurden die gereiniggn Virionen von NDV CI30, rNDVPdedVded und rNDVWstop mit
Hilfe der Immun-Elektronenmikroskopie untersucht.

Hierfir wurden die Virioneru]S8 u ~ GEpu rt oii pv  ]v AKnkybiert,E
der mit einem Goldpartikel (5 nm) konjugiert war. Als Positivkontrolle wurden d
Viruspartikel zusatzlich mit einem monoklonalen NBRYAK und einem SekundakK

immunmarkiert, welcher mit Goldpartikeln von 10 nm Durchmesser konjugiert war. Im

Jv 1



Ergebnisse 98

Labor fur Elektronenmikroskopie (FLI) erfolgte nach der Negativkontrastierung die
Aufnahme von entsprechenden Bildern (Abbild@%y Fir die drei verschiedenen Viren
konnten erfolgreichNP-Proteine in RNP-Strukturen nachgewiesen werden (schwarzer
Pfeil). An dieselben Strukturen band auch des W-spezifische Serifan gereinigten
Viruspartikeln (roter Pfeil), was auf eine unspezifische Bindung desnSem das\P

hindeutet, wie zuvor in Lysaten infizierter Zall@&bbildungl3B, AbbildundlL5).

A

100nm 100nm e 1R 2
— Y W

[

100nm

Abbildung 25: Immunelektronenmikroskopischer Nachweis von NP und W dareinigten

Virionen

Mittels CsCl-Dichtegradientenzentrifugation gereinigte Virionades NDV CI30 (A),
rNDVPdedVded (B) bzw. rINDVWstop (C) wurden an Formvaritigstd Nickelgitter adsorbiert.

Die Immunmarkierung erfolgte mitWCI30 (rote Pfeile) und mak-NDV-NP (schwarze Pfeile),
sowie Goldpartikel-konjugierten Sekundéi(5 nm (W), 10 nm (NP)).
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Wie zuvor fir rNDVW-Nk& wurden die W-defizienten rekombinanten Viren
rNDVPdedVded und rNDVWstop im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVIGU
Replikationsverhaltern vitro in CEF-Zellen Gberprift. Beide Viren replizierten zu den

verschiedenen Zeitpunkteru ahnlichen Titern wie rNDVGu (Abbilduzt).

rNDVGu —s—rNDVPdedVded ——rNDVWstop
CEF

.24 48 72
Zeit piin [h]

Abbildung 26: In vitro Replikation der rekombinanten Viren rNDVGu, rNDVPdedVded und
rNDVWstop.

Die Replikationskinetiken wurden durch Infektion von CEF-Zellen migeigenen Viren und
einer MOl von 0,01 ermitté. ZKU wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen. Die
Bestimmung der KHgml erfolgte nach Titration der Uberstande auf QM9-Zellen und IF-Fdrbu
mit HIS+-NDV Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhéngigen Vemsnahit je zwei
Probennahmen pro ZeitpunkEehlerbalken représentieren Minima und Maxima.

Zur Untersuchung der Expression des NDV CI30 W-Proteins in einem Vianerhoh
Pathogenitat gekennzeichnet durch eine pb F-Spaltstelle sollten weitere
Virusrekombinanten hergestellt werden.

Zunachst wurde jedoch die Lokalisation des W-Proteins von rNDVGuUF1, welches eine
entsprechende pb F-Spaltstelle exprimiert, im Vergleich zu rNDVGu ilf@t dér
konfokalen Laser-Scanning-Mikroskopie analysiert. Es zeigte sich fur rND\&BuUF1 k
Unterschied in der Lokalisation des W-Proteins. Wie zuvor fir NDMIGIBINDVGu
beschrieben (Abbildun6B), akkumulierte das W-Protein, sobald es detektierbar w

~H 0, Bv&éern der infizierten Zelle (Abbildu2g).
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Abbildung27: Lokalisation des W-Proteins in rINDVGuUF1-infizierten QM9-Zellen
Konfokale Aufnahmen rNDVGu bzw. INDVGuF1-infizierter QM9-Zelle® (0J@Mie Zellen wurden
zu angegebenen Zeitpul § v %] (]A£] ES pv ulS rt dV488 Yiegeoard-Karorigh€R
1gG immunmarkiert.

Im Folgenden wurden die zuvor generierten Volllangenplasmide pNDVPdedVded
(Abbildung22A) und pNDVWstop (Abbildurz?B) durch die Nt-Austausche G334C,
GG343/344AA und C349T (Nt-Nummern beziehen sich auf den F-ORF)fsoartodi
dass anstatt der mb AS-Sequenz der F-Spaltdtélle Z Y ' Z ¥ eine pb F-
Spaltstelle? R R Q K Y&, die charakteristisch fir mesogene bzw. velogene NDV
ist, kodiert wude (Abbildung28A, B). Aus den entstandenen Volllangenplasmide
konnten die als rINDVF1PdedVded und rNDVF1Wstop bezeichnet relamtdnirViren

generiert und auf ihre spezifischen Mutationen Uberprift werden.
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A

Abbildung 28 Schematische Darstellung der Volllangenplasmide pNDVF1PdediMded

pPNDVF1Wstop

Resultierend aus den Nt-Austauschen G334C, GG343/344AA und C349T (cimersim FSen
kodieren die Plasmide pNDVF1PdedVded (A) und pNDVF1WstopgRpemSpaltstelleyk ).
Diese unterscheidet sich im Vergleich zur mb Sequenx/d#langenplasmide pNDVPdedVded
und pNDVWstop durch die AS-Austausche G112R, G115K und L117F. Derislumgnder Nt
bzw. ASbezieht sich auf den F-ORF bzw. da&/kE } § ] v X -unffadserale&letionen innerhalb
der Editierungsstelle des P- und V-Gens. (x): Stoppkodon&/-ORF des P-Gens unmittelbar
hinter der Editierungsstelle.

Die Unterbindung der Expression der W-Proteine wurde wie zuvor fur PNEXded

und rNDVWstop (Abbildur@g) mittelsWBmitdem” E pu rt analysiert. Auch flr
rNDVF1Pdedvded konnte kein W-Protein nachgewiesen werden (Abbik®dng

In IND\FIWstop-infizierten Zellen jedoch wurde erneut 72 hpi und 96 hpEdkipression

eines Proteins bestatigt, welches auf Hohe des zuvor nachgewiesenen NDV -CI30 W
Proteins lief. Fur eine detailliertere Analyse mit Hilfe der konfoka&kroskopie
wurden fixierte, infizierte QM9-Zellen (MOI 5,0) mitdem&8%o 1](]* Z v » Epu rt oii
(rot) immunmarkiert. Die erfolgreiche Infektion der Zellen wurde durehFdirbung mit
einem P-spezifischen monoklonalekk (mak-NDV-P, griin) bestatigt. In Uberein-
stimmung mit den Ergebnissen, die fur die rekombinanten Viren mit mb &e8zder
F-Protein-Spaltstelle erhalten wurden, konnte keine Expression von VéiPrnoach
Infektion mit rINDVF1Wstop nachgewiesen werden (AbbildR8g). Ebenso war fur
rNDVPF1dedVded zumeist kein W-Protein detektierbar (Abbild@By Nur in weniger

als 0,1 % wurde erneut]v ~]Pv o u]s u-Serturo iim Zellkern und den
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Nukleolistrukturen der infizierten Zellen erhalten (s. a. Abligld5, vgl. Abbildung
24B).

Abbildung29: Charakterisierung der rekombinanten Viren rNDVF1PdedVded, INDVF1Wstop
A)WB-Analyse von QM9-Zellen infiziert mit rINEX¥?dedVded bzw. rNDMWSstop (MOI 1,0) lysiert
zu VP P v v ¢ ]8%puvIis vX ] § 18]}v E(}oPS ] udgekdappeiterpyv W E} A
Ziege anti-Kaninchen 1gG. Sternchen (*) markieren spezifische Prareien. Das Molekular-
gewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben. Nicht infiziM9-Zellen (96 h) dienten als
Negativkontrolle. B) Die zellulare Lokalisation der W-Proteine dd3\¥HBPdedVded und
rNDVFIWstop wurde 24 hpi (@15,0) in QM9+ oo v u]$ rt oii pv o £ &o}uE&dDAODO «] P vS§]
Kaninchen IgG (rot) analysiert. Die Detektion der P-Proteine (mak-NBex@FlourTM488 Ziege
anti-Maus 1gG, griin) diente der Infektionskontrolle.
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Die rekombinanten Viren INDVF1PdedVded und rNDVF1Wstop edpliwin vitro auf

CEF-Zellen im Vergleich zu dem parentalen Virus rNDVGuUF1 zemdehiedenen
Zeitpunkten mit ahnlichen Titern und erreichten Endtiter voh0>’®> KIRdml,

1055 KIRBJ/mMI bzw. 16-2° KIB/ml (Abbildung30).

Abbildung30: In vitro Replikation der rekombinanten Viren rNDVGuF1, INDVF1PdedVded und

rNDVF1Wstop.

DieReplikationskinetiken wurden durch Infektion von CEF-Zellen mitgathgamen Viren und einer
MOI von 0,01 ermitteltZKU wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnen. Die Bestimmung der
KIQo/ml erfolgte nach Titration der Uberstande auf QM9-Zellen und IFtfédybmit HISF-NDV
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei (rNDVF1PdedVded, rii¥gtop) bzw. sechs (rNDVGuF1)
unabhéangigen Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpuehkteibalken représentieren
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 g@signalin
(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 fir NDV W-Proteine zu analysieren.

Hierflr wurde ein Asatz genutzt, welcher die Aktivierung der spaten Phase gpd-T

IFN Signalweges (s. a. 1)2ashand des kommerziell erwerblichen Reporterplasmides
pISRE-F, das eine Firefly-Luziferase unter Kontrolle einer ISRE kodiert, messen kann.
Gemessen wurden die relativen Lichteinheitegldtive light units RLU), die die Firefly-
Luziferase bei Inkubation mit dem entsprechenden Substrat emittierizie Werte
wurden basierend auf ihrem Verhaltnis zur Expression einer konstiexgprimierten

Renilla-Luziferase als Transfektionskontrolle normalisiert.
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Zu Beginn wurde der IFN signaling Assay (s. a. 3.2.6.1) unter Verwendung VBATHEK?2
Zellen und einer Aktivierung des Signalweges durch rekombinantes human®&s IFN-
durchgefuhrt, da er fur diese Zelllinie bereits etabliert war (Dunhanalet 2015)
Wahrend fur das Ebola Virus Protein VP24, welches als Positivkontrolle fungiegte, ei
robuste Inhibierung des IFN-Signalweges detektiert werden konnted(p001), hatte

das NDV CI30 W-Protein in keiner der getesteten Konzentrationen einelusginf

(Abbildung31).

Abbildung 31: Untersuchung der IFN-antagonistischen Funktion von ND30GV-Protein in

HEK293T-Zellen

HER93T-Zellen wurden mit einem IFN-induzierten Firelfyriferase-Reporterplasmid, einem
konstitutiv exprimierenden Renillatziferase-Plasmid und pCAGGS-Konstrukten kodierend fir das
Elola Virus Protein VP24 (100 ng) bzw. das NDV CI30 W-Protein (10 ng, @DO0@g, in
Klammern) transfiziert. 24 hpt erfolgte die Stimulation der Zellen mitanem IFNt (weil3e
Balken) fir 8 hDas Verhaltnis der emittierten RLU der Luziferasen Firefly undld&reueinander
wurde 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte und Standardeatmivungen von 3 (10 ng) bzw.

4 (100 ng, 1000 ng) Replikaten. Signifikanzen wurden mittels eimfakén Varianzanalyase
(ANOVA) ermittelt. Als Negativkontrolle dienten Zellen trarestizinit dem pCAGGS-Leervektor.
**xx hedeutet p < 0,0001.

Um wirtsspezifische Effekte des NDV W-Proteins auf den Typ-I-IFN-8mnalw
berlicksichtigen, sollte der IFN signaling Assay auch fur HUhneni&@elletabliert
werden. Zunachst wurde dafir die auf dem Reporterplasmid kodierte-Bdguenz mit

einer fur das Huhnergenom beschriebenen Sequenz und der humanen
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Konsensussequenz verglichen. Die gefundenen starken Sequenzhomologien deuteten
darauf hin, dass das zuvor verwendete Reporterplasmid in Hilhnerzellendiualksiein

kénnte (Abbildungg?).

Abbildung32: Vergleich unterschiedlicher ISRE-Sequenzen
Dargestellt sind die ISRE-Sequenzen des IFN-induzieftémefly-Luziferase-kodierenden

Reporterplasmides pISRE-im Vergleich zur ISRE-Sequenz des MxA-Genes des Huhmerun
Konsensussequenz fir humane ISRE-Elemente. Abkiirzung R N G,A;C, G, T; Y = CA;
(Pellegrini & Schindler, 1993)

Sowohl primare (CEF), als auch permanente (DF-1) Huhnerembryofibroblasien
Leberkarzinomzellen des Huhns (LMH) wurden fir die Austestung der zu
transfizierenden Menge Reporterplasmid und der zur Stimulation nétigerMigige
ausgewahlt. Je 250 ng, 1 000 ng bzw. 2 000 ng pISRE-FF wurden dransifizimit

200 u/ml, 1 000 u/ml bzw. 5 000 u/ml Hihner-IFNsSJupo] ESX

Fur LMH-Zellen konnte unabhangig von der Menge des transfizierten Repasteides

und der fur die Stimulation verwendete IFN-Dosis keine oder nurggnage Induktion

der ISRE-abhangigen Genexpression ermittelt werden (Abbil@8Bg p = 0,0369)
(Abbildung33D, B.

Bei CEF-Zellen hingegen kam es nach der Transfektion von 2 000 ng desrRepor
plasmides pISRE-FF und der Zugabe von 1 000 u/ml bzw. 5 000 u/rerfEia 1 p
einer stark erhéhten Aktivitat des ISRE-Promotors (Abbild3igp < 0,0001).

Eine geringe Induktion der ISRE-abh&ngigen Genexpression konnte eldénfalis1-
Zellen beobachtet werden. Wurde®50 ng oder 2 000 ng des Reporterplasmides
transfiziert und der Ansatz mit 1 000 u/ml (250 ng) bzw. 5 000 udithner-1FNF
stimuliert, erhdhte sich die Emissionsrate der relativen Lichteinheden Firefly-
Luziferase (Abbildung@B, p = 0,0112) (AbbildurggF, p = 0,0141)

Die Expression der konstitutiven Kontroll-Luziferase Renilla unterlagmmimale
Variationen, hervorgerufen durch die Transfektion unterschiedlicher Pigserigen
oder der Behandlung der Zellen mit verschiedenen IFN-}vi v3E 3ABhildung

33A, C, E). Dies deutete an, dass es sich hierbei um eine geeignete Koiitralie f
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Normalisierung der Werte der emitierten RLU in den nachfolgenden Experimente

handelte.

Abbildung33: Etablierung des IFN signaling Assays fur Hiihnerzelllinien
CEF-, DF-1- und LMH-Zellen wurden mit 250 ng (A, B), 1000Djgb&y. 2000 ng (E, F) des IFN-
induzierten Firefly-Luziferase-Reporterplasmides, sowie 50desy konstitutiv exprimierenden
Renilla-Luziferase-Plasmides und einem pCAGGS-Leervektor (1@@hsiigiert. 24 hpt erfolgte
die Stimulation der Zellen mit 20@ral, 1000 dml oder 5000 ¢ml Hiihner-IFNF fur 8 h. Emittierte
RLU der Luziferasen Renilla (A, C, E) und Firefly (B, D, Fh ®@rkpt bestimmt. Dargestellt sind
Mittelwerte und Standardabweichungen von 2 Replikaten. Sigmfien wurden mittels
einfaktorieller Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt. Als Negativkont@leten nicht-stimulierte
Zellen (Medium X ZW % G TUIAV ZZW % G 1UIiV ZZZW % G iUiiiV ZZZ7ZW % G iU
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Um zu priufen, ob das NDV W-Protein einen Einfluss auf den Typ-gifix@g in
Huhnerzellen hat, wurde der Assay fur CEF- DRd-Zellen im Folgenden mit einer
Konzentration von 2 000 ng Reporterplasmid und einer StimulationHitieé von
5000 u/ml Hihner-IFN- p& ZP (°ZESX

Diese Stimulation fuhrte in Zellen, die mit dem pCAGGS-Leervektoriziarisivaren,

wie zuvor, zu einer verstarkten Expression der Firefly-Luziferase. Wurdiestsdh ein
Expressionsplasmid, kodierend fir das Ebolavirus VP24 transfiziert, war idierakt

des IFN-Signalweges inhibiert (Abbildd4g,, B, CEF: p =0,0233; DF-1: p = 0,0138). Die
Expression von NDV CI30 und NDV Héks-Proteinen verminderte die Expression der
Reporter-Luziferase nicht. Bei Transfektion hoherer Expressionsplasmidmengen von
NDV CI30W zeigte sich vielmehr eine gesteigerte Anregung des IFN-Signalweges in
DF1-Zellen (Abbildung4B, p < 0,0001)
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Abbildung 34: Untersuchung der IFN-antagonistischen Funktion von NDV W-Proteiime

Huhnerzelllinien

CEF- (A) und DF-1-Zellen (B) transfiziert mit einem |FNMigmthn Firefly-Luziferase-
Reporterplasmid, einem Kkonstitutiv exprimierenden Renillaferase-Plasmid und pCAGGS-
Konstrukten, kodierend fur das Ebola Virus Protein VP24 (100 ngiliezW-Proteine von NDV CI30
oder Herts | (A: 1 000 ng, B: 100 ng, 500 ng oder 1 000 ng, in Klammern angegebept)e&dipte

die Stimulation der Zellen mit Hihner-IRNweil3e Balken) fiir 8 h. Das Verhdltnis der emittierten
RLU der Luziferasen Firefly und Renilla zueinander wurde 32 bpinb&. Dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardabweichungen von 3 (A) bzw. 2 (B)ilReph. Signifikanzen wurden
mittels einfaktorieller Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt. Als Negatikdtdienten Zellen
transfiziert mit dem pCAGGS-LeervektdW %56 ZUVW % G Ui
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4.2 V-Protein des NDV

Rekombinante NDV mit unterschiedlichen V-Proteinen

Umwie zuvor fur das W-Protein zu ermittet) die Expression des V-Proteins bei NDV
essentiell ist, wurde zuné&chst ein Virusgenom generiert, bei dem dbedétion von

6 Nt (393 - TAAAAA - 398, Nt-Nummern beziehen sich auf den P-O&Ralin der P-
Gen Editierungsstelle die co-transkriptionelle mRNA-Editierungrbnbhden ist.

Ein entsprechendes Volllangengenom wurde nach Deletion des in pNDWdrRated
(s. a. 3.2.7.3.2, Abbildur®) zusatzlich inserierten V-Gens erhalten (Abbild85g

Abbildung35: Schematische Darstellung des pNDVPded-Volllangengenoms
Das Volllangenplasmid pNDVPded ist gekennzeichnet durch eine @infdssende Deletion
(unterstrichen) in der Sequenz derGenEditierungsstelle B, die zu einer Deletion von zwe
Lysinen (K) in der AS-Sequenz des P-Proteins fiihrte. Aregegéli- und AS-Sequenzen des
rekombinanten Volllangengenoms pNDVPded sind im Verglei®eruenz des WT-Virus NDV CI30
angegeben. Die Nt-Nummerierung bezieht sich auf den P-ORF.

Das Volllangengenom enthaltende Plasmid pNDVPded wurde dreimal zugamiine
den fur das NP-, P- und L-Protein kodierenden Hilfsplasmiden in BSRell@n
transfiziert (s. a. 3.2.3.6). Nach immunologischer Farbung der transfiziéeian mit
dem monoklonalen AK mak-NDANLO konnte die Expression von HN-Proteinen
nachgewiesen werden (ohne Abbildung). Die Anzahl immunmarkiertenZetir dabei
vergleichbar mit anderen Transfektionensexperimenten zur Generierung re-
kombinanter NDV, sodass eine erfolgreiche Vermehrung des rekombinantenivir
folgenden Schritt erwartet wurde. Sowohl 10-, als auch 6-d alte embryen®RF-
Huhnereier wurden mit den entsprechenden Transfektionsuberstanden lreoku
replikationsfahiges Virus wurde jedoch in keinem Fall erhalten.

Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit drei vorangegangenen Versucheny die
Generierung des rekombinanten Virus dedGu5F1 (Labor fir Molekulaglaotbes
Newcastle Disease Virus, FLI) durchgefuhrt wurden.Modigingengenom dedGu5F1



Ergebnisse 110

wurde bereits zuvor im Labor Romer-Oberdorfer generiert und zeichnete sicliie¢isen
durch eine leicht veranderteg 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 inienshn
Zellen konnte nach Inokulation 10-d alter embryonierter SPF-HUhnekeigr V-

defizientes Virus vermehrt werden.

Da die Generierung eines rekombinanten NDV ohne V-Protein nicht erbblgneir,

sollte untersucht werden, ob es mdglich ist, die V-Gen-Sequenz digreings anderen

NDV zu ersetzen. Hierflr wurden auf Grundlage des rekombinanterOMD\rNDVGu)

zwei rekombinante NDV generiert, die entweder den V-ORF des mesogerién ND
R75/98 oder des velogenen NDV Hettkodierten (Abbildung6C, D). Um eine co-
transkriptionelle Editierung ausgehend vom NDV CI30 P-Gen zu umtenbiwurden
Volllangengenom enthaltende Plasmide kloniert, die erneut eine Gmjd Deletion

(391 - GCTAAA - 396) in der Editierungsstelle d@RP trugen (Abbildur@pA). Uber

eine artifizielleMIul-Schnittstelle in der NCR vor dem Genende des P (Nt 1434 - 1439)
wurde ein zuséatzliches Gen inseriert, das die NDV CI30 P-Gen NCRs, Gendtart- un
Genendequenzen enthielt und dessen ORF dem des NDV R75/98 bzweRDV W's
entsprach.

Der jeweilige V-ORF war dabei durch die Insertion eines Guaninrestediefur
notwendige Verschiebung des Leserasters, analog zu den beschriebenen V-Protein
Expressionsplasmath pPCAGGS nMiR75 und pCAGGSyWHerts (s. a. 3.2.7)1und eine
mutierte Poly-A-Sequenz in der Editierungsstelle gekennzeicl#iddillung36C D),

um einen moglichen Editierungsprozess zu unterbinden (Abbild@6Q). Ein
rekombinantes Virus mit auf gleiche Weise inseriertem NDV CI30 V-ORF
(dedGu5VmutCI30, AbbildurgB) wurde zuvor bereits im Labor Romer-Oberdorfer

generiert und zur Verfiigung gestellt.
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Abbildung 36: Schematische Darstellung der Genome der rekombinanten Viren

dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts

A) Die unter B-D) dargestellten rekombinanten Viren (RV) sindngeke&hnet durch eine 6 Nt
umfassende Deletion (unterstrichen) in der Sequenz deeR-Rilitierungsstellek ), die zu einer
Deletion von zwei AS in der Sequenz des P-Proteins fihregabgne Nt- und AS-Sequenzen sind
im Vergleich zur Sequenz des WT-Virus (WT) NDV CI30 aegegeb) Die mutierte Sequenz der
Editierungsstelle der zuséatzlich inserierten V-Gene von dBd@utCI30 (B), dedGus5VmutR75 (C)
und dedGu5VmutHerts (D) ist im Vergleich zum jeweiligen WT-Afigegeben. Nt-Austausche sind
durch fett gedruckte Buchstaben gekennzeichnet. Das fir die Leweralerschiebung not-
wendige, nicht-kodierte Guanin ist unterstrichen dargestélle Nt-Nummerierung bezieht sich auf
den P-(A) bzw. V-ORF (B-D).

Die Expression der V-Proteine sollte anhand eiiBrAnalyse bestatigt werden. Neben
bereits verfiigbaren Seren, die spezifisch fir ddd\E }$ Jv A}v E sVuaijundr>~
NDV Hertsl (#479/3) sind, wurde fur das NDV R75/98 V-Protein entsprechend unserer
Sequenzangaben ein spezifisches Serum hergestellt (Li International). Res Ser

richtete sich gegen ein Peptid (AS 134183, Abbildung37A) im spezifischen C-
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terminalen Teil des NDV R75/98 V-Proteins und wurde fur die Imrawnmg von
Kaninchen eingesetzt (Abteilung fir experimentelle Tierhaltung undcBex$ieit, FLI)

Das erhaltene® EuuU Ju &}oP v v o0s rsZoOi auf Jeidev Sperififip E
mittels WBs untersucht. Hierfir wurden zunéchst Expressionsplasmide, kodierend flr
die P- und V-Proteine der NDV-Stamme R75/98 und Hertach zuvor beschriebenen
Methoden generiert(s. a. 3.2.7.1). Diese, sowie die Expressionsplasmide, die fur die
Proteine Rizg VmutCI30, WhutCI30 und WuHerts kodieren, wurden in QM9-Zellen
transfiziert. Wahrend das nach Transfektion exprimierte, rund 38 kDa groR& K98
V-Protein spezifisch durch das entsprechende Serum erkannt wurdejekohkeine

<E pIE 18]}v v s rszoi lp v v E eyrimiederd Foteingnl S]}v
nachgewiesen werden (Abbildur@7B). In QM9-Zellen, infiziert mit den WT-NDV-
Stammen CI30, R75/98 und Hertswurde das R75 V-Protein erneut mit dem
entsprechenden Molekulargewicht nachgewiesen.

Die erfolgreiche Expression der verschiedenen Proteine nach Transfektion ektgbimf

der QM9-Zellen wurde mit Hilfe verschiedener Seren (HEB-sU rWuv]zZ6AaU rt oliU
rt, ESe+« I}vSE}oo] &SNPV R75L8-spERiiskhe Proteine waren hierbei nur

in geringem Malf3e (V) oder gar nicht (P) durch HNEBV detektierbar.
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Abbildung37: Spezifititstest des V-R75 Peptidserums im WB
A) Schematische Darstellung des fir die Serumherstellung verwendepéidd2e(schwarzer Pfeil),
spezifisch fur den C-terminalen Teil (A% - 190) des NDV R75/98 V-Proteins. B) QM9-Zellen,
transfiziert mit pPCAGGS-Expressionsplasmiden, kodierend fRrdieine Rizq Fr7s Pierts, VimutC130,
VinutR75, VuHerts, WauCI30 und WiwHerts oder C) infiziert mit NDV CI30, R75/98 und Hé4OlI
1,0) wurden flr einéeNVB-Analyse 24 hpt bzw. 24 hpi lysiert. Die Immunmarkierung erfolgte mit
N EMU rsZoéi pv  sgeppEllem Ziege-anti-Kaninchen IgG. Nicht transfizierterizelle
dienten als Negativkontrolle. Die Expression der Proteine nachsfBidion bzw. Infektion der
Zellen wurde mittels HI$-E sU rWpuv]Z6AU rt oii pv rt, ESe +5 S]PSX =« D}o Ip
der Markerproteine ist in kDa angegeben.

Nach erfolgreichers E](]l 8]}v & "% 1](]8 8 =+ ~ Epue rsZo6i AupcE
der verschiedenen V-Proteine durch die (neu) generierten rekombinanteen Vi
dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts nach Infektion von CEF-
Zellen imWBim Vergleich zu rNDVGu untersucht. Die Expression der verschiedenen V
Proteine, die leicht unterschiedliche Laufverhalten zeigten, konnte dsege Weise

bestétigt werden (Abbildung38). Mit Expressionsplasmiden, kodierend fir die
entsprechenden V-Proteine, transfizierte QM9-Zellen dienten als iAamitrolle.

Deutlich zu erkennen war eine starkere Expression des NDV CI30 \n®chissh das
rekombinante Virus dedGu5VmutCI30 im Vergleich zum parentaleV@uD Die

Auftragung vergleichbarer Volumina der Zelllysate wurde durch die Detekisn d
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zellularen Proteins R-Aktin kontrolliert. Die verstarkte Expressidie, auf die
konstitutive, nicht co-transkriptionell gesteuerte Expression der Veret bei den
rekombinanten Viren dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR75 und dedGuS5¥nsitH

zuriuckzufuhren ist, wae dabei deutlich sichtbar.

Abbildung 38: Expression der V-Proteine durch die rekombinanten Viren dedGuByCI30,

dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts

CEF-Zellen, infiziert mit INDVGu, dedGu5Vmut@B8aGu5VmutR75 oder dedGu5VmutHerts
(MOl 5,0), wurden 26 hpi fur einB-Analyse zur Detektion der V-Proteine lysiert und mit den
fur NDV CI301(>A/uni), R75/98 {VR75) und Hertd (#479/3) spezifischen Prim&kK gefolgt von
Peroxidase-gekoppelten Sekund&l inkubiert. QM9-Zellen transfiziert mit pPCAGGR:M3Q
pCAGGS ViR75 oder pCAGGSy\Herts (24 hpt) dienten als Positivkontrolle, nicht infizierte
CEF-Zellen als Negativkontrolle. Als Ladekontrolle wurde datimelProtein (3-Aktin detektiert.
Das Molekulargewicht der Markerproteine ist in kDa angegeben.

Das in vitro Replikationsverhalten der rekombinanten Viren dedGu5VmutCI30,
dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts in CEF-Zellen war vergleichbar zutalparen
rNDVGu (Abbildung39) und zeigte keinen Einfluss der direkten Expression des
homologen bzw. heterologen V-Proteins von dem zuséatzlich integri€ém Es konnte

kein verdndertes Replikationsverhalten festgestellt werden.
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Abbildung 39: In vitro Replikationsverhalten der rekombinanten Viren dedGu5VmutCI30,

dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts

Die Replikationskinetiken der angegebenen Viren wurden nafgktion von CEF-Zellen (MOI
0,01) bestimmt. ZKU wurden zu angegebenen Zeitpunkten gewonnerauhQM9-Zellen zur
Bestimmung der KHgml titriert. Infizierte Zellen wurden mit HISNDV und AlexaFloUf488
Ziege anti-Kaninchen 1gG immunmarkiert. Dargestellt sind die Mittedweers zwei unabhangigen
Versuchen mit je zwei Probennahmen pro Zeitpunkt. Die Fehlenbatiasentieren die Minima
und Maxima.

Untersuchung der immunregulatorischen Funktion der NDV V-

Proteine
IFN-antagonistische Funktionen sind fur V-Proteine verschiedener Paramwxovire
beschrieben worden. Inwiefern ein inhibierender Einfluss der NDV \éiReoauf den
Typ-I-IFN-Signalweg nachweisbar ist, sollte mit dem zuvor fur Hiheeregdblierten
IFN signaling #s& unter Verwendung von 2 000 ng des IFN-induzierbaren Firefly-
Luziferase-kodierenden Reporterplasmides und 5 000 u/ml Hiuhnen-l&hersucht
werden (s. a. 3.2.6)1
Getestet wurden hierbei die V-Proteine des lentogenen NDV CI30 esidrelogenen
NDV Herts_|. Es wurde davon ausgegangen, dass der inhibierende Effektemwisch
diesen V-Proteinen am deutlichsten variieren wirde, wenn eine IFN-antpoche
Eigenschaft festgestellt werden sollte und diese im Verhdltnis zuteWruwles NDV-
Stammes steht.
Wahrend das Ebolavirus VP24-Protein wieder deutlich die Expression derdsgz
inhibierte (CEF: p = 0,0001, DF-1: p = 0,0532), konnte in DFed-Keithe Inhibition
durch die NDV CI30 und NDV Heltg-Proteine festgestellt werden (Abbilduda@B). Im
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Gegensatz dazu wurde nach Transfektion von 1 000 ng des Vektors pCAGE&8sv
in CE-Zellen eine Inhibierung des Signalweges ermittelt (p = 0;@BB3dung40A).

Ein aktivierender oder unspezifischer Effekt der exprimierten Virusprotaufedie
Zellen konnte durch Mitfihrung transfizierter, nicht stimulieri&llen ausgeschlossen

werden (AbbildunglO, graue Balken

Abbildung 40: Untersuchungen zur IFN-antagonistischen Funktion von NDRrateinen in

CEFund DF1-Zellen

CEF- (A) und DF-1-Zellen (B) wurden mit einem IFN-indurieRieeflytwiferase-
Reporterplasmid, einem konstitutiv exprimierenden Rerillaferase-Plasmid und pCAGGS-
Konstrukten, kodierend fur das Ebola Virus Protein VP24 (100 ng)diW-Proteine von NDV
CI30 oder Hertsl (A: 1 000 ng, B: 100 ng, 500 ng oder 1 000 ng) transfiziert. Als\Negéatolle
dienten Zellen, transfiziert mit dem pCAGGS-Leervektor. 24 hfggerfdie Simulation der Zellen
mit Hihner-IFNf weil3e Balken) fur 8 Das Verhaltnis der emittierten RLU der Luziferasen Firefly
und Renilla zueinander wurde 32 hpt bestimmt. Dargestellt sind Mitge und Standard-
abweichungen von 3 (A) bzw. 2 (B) Replikaten. Signifikanzenewurtttels einfaktorieller
Varianzanalyase (ANOVA) ermittelt.
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Zur Untersuchung des Einflusses der NDV V-Proteine im Verlaufewteo Replikation
wurden orientierende Vorversuche mit CEF-Zellen durchgefuhrt.

Dabei sollte zum einen ein Einblick gewonnen werden, ob NDV in der lrafje si
effizienter zu replizieren, wenn das korrespondierende V-Proteworzin der Zielzelle
durch Transfektion tGberexprimiert wurde. CEF-Zellen wurden hierfir miug@,8er
Expressionsvektoren pCAGGR®I30, pCAGGSWWR75 bzw. pCAGGSwHerts
transfiziert und fiir 24 h inkubiert. Danach erfolgte ein Wechsel desitdudidiums und
die Infektion mit den korrespondierenden WT-NDV-Stammen CI30, R75/98 odsrIHer
mit einer MOI von 0,01. Die 0 hpi, 24 hpi und 48 hpi gewand&U wurden zur
Ermittlung der KIEBYml auf QM9-Zellen titriert.

Im Vergleich zu nicht vortransfizierten Zellen konnte eine vermindertdéikéipnsrate
des WT-NDV CI30 24 hpi und 48 hpi ermittelt werden (AbbildlilgNDV R75/98
replizierte zu beiden Zeitpunkten zu &hnlichen Titern auf natvehtransfizierten CEF-
Zellen. Fur NDV Hertskonnte 24 hpi ein geringerer Virustiter nach V-Transfektion
bestimmt werden, wobei dieser Titerunterschied 48 hpi geringer ausfiel. Ein
replikationsfordernder Effekt der Uberexpression von V-Proteinen vor der lofekti

konnte nicht nachgewiesen werden.

Abbildung41: Einfluss von V-Proteinen auf die vitro Replikation von NDV CI30, R75/98 und

Herts | nach Uberexpression in CEF-Zellen

Unbehandelte (weil3er Hintergrund) oder transfizierte (grauetéigrund CEF-Zellen (0,5 ug
PCAGGS WiCI30, pCAGGSn¥R75 oder pCAGGSperts) wurden 48 h nach Aussaat bzw.
24 hpt mit NDV CI30, R75/98 oder HeltéMOI 0,01) infiziert. ZKU wurden 0 hpd, hpi und 48 hpi
gewonnen. Die Bestimmung der KJinl erfolgte nach Titration der Uberstande auf QM9-Zellen
und IF-Farbung.



Ergebnisse 118

Darlber hinaus sollte analysiert werden, ob die Expression eines V#3roten
unterschiedlich virulenten NDV-Stammen einen Einfluss auf digk&egnin vitronach
Vorbehandlung der Zellen mit Hiihner-IRNZ §X &°@E ]+ hv3 Eep ZuvP AucE
zuvor generierten rekombinanten Viren mit Insertion unterschiedlicher VeGen
eingesetzt (Abbildung6). Nach Behandlung von CEF-Zellen mit 1 000 u IFN/ml oder
10 000 u IFN/ml und 24-stindiger Inkubation wurde das Kulturmedium gesgaimd

die Zellen mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die ZKU wurden 024phpi und 48 hpi
gewonnen und zur Ermittlung der Kbnl auf QM9-Zellen titriert.

Sowohl die Inkubation der CEF-Zellen mit 1 000 u/ml, als auch 1®@O0FN fihrte zu
keiner veranderten Replikationsrate der Viren dedGu5VmutC30, dedGu5Viutid7
dedGu5VmutHerts im Vergleich zu nicht vorstimulierten Zellen (édniogl 42). Far
rNDVGu deuteten sich nach Stimulation der Zellen mit untezsiibhen IFN-Mengen,
z.T. dosisabhéngig, hohere Titer als nach Replikation auf naiven Zell¥dahrend
dedGu5VmutCI30 24 hpi mit und ohne IFN-Stimulation leicht erhohteimt®iergleich

zu rNDVGu aufwies, konnte auch nach IFN-Behandlung kein -eirgteutig
Replikationsunterschied zwischen den rekombinanten Viren ermittekrden
(Abbildung42).

Abbildung 42: Replikationskinetik von dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR76nd

dedGu5VmutHerts unter Einfluss von IFN

CEF-Zellen wurden vor der Infektion mit rNDVGu, dedGu5VmutCI30,usad@tR75 baw.
dedGu5VmutHerts fur 24 h mit 0/mal (weie Balken), 1 000/ral (hellgraue Balken) oder
10 000 uml (dunkelgraue Balken) Hilhner-IAN-] v I i ] ZEW& Xurden O hpi, 24 hpi und 48 hpi
gewonnen. Die Bestimmung der KJinl erfolgte nach Titration der Uberstande auf QM9-Zellen
und IF-Farbung.

V
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In beiden orientierenden Vorversuchen war kein fordernder Effekdrdifberexpression
von V-Proteinen vor der Infektion bzw. keine verbesserte Replikations&ihigkes
rekombinanten Virus nach IFN-Behandlung durch Expression von V-Proteinen

unterschiedlich virulenter NDV-Stamme ermittelbar.
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S5 Jelpes]}v

Die co-transkriptionelle mRNA-Editierung des P-Gens ist eine charakteasEgyn-
schaft der Paramyxoviren, die zur Expression akzessorischer Proteine (V, @Y fah,
(Gotoh et al., 2002; Lamb & Parks, 2013). Bei diesem Prozess werden eiweaile
(selten auch mehr) nicht-kodierte Guaninreste in eine spezifisBeguenzregion
inseriert, wodurch es zur Transkription zusatzlicher mRNAs kommt, die ein
Verschiebung des offenen Leserahmens aufweisen. Die translatierten Pretethél-
terminal mit dem PPmotein identisch, haben aber jeweils einen spezifischen C-Terminus,
der in Lange und AS-Zusammensetzung variiert.

Fur das NDV konnte die Expression des V-Proteins bereits 1991 nachgemeeden
(Samson et al., 199, wohingegen die Expression eines W-Proteins trotz Nachweises
der W-spezifischen mRNA vor uber 25 Jahren (Steward et al., 1993) bishier nich

dokumentiert wurde.

5.1 Das NDV W-Protein

Mit Kenntnis Gber den Einschub von zwei nicht-kodierten Gubltimahrend der co-
transkriptionellen mRNA-Editierung wurden die resultierenden W-mRBifuenzen

von 225 annotierten NDV-Isolaten verglichéfsergaben sich Varianzen in der Lange
des hypothetischen W-Protein-spezifischen C-Terminusvo®2 AS und resultierende
Gesamtlangen der W-Proteine vo6Lt 227 AS (Tabellé3). Hypothetische NDV W-
Proteine mit 147t 227 AS(214 von 225 Isolate) stehen dabei im Einklang mit den von
Steward et al. vorhergesagten W-Proteinen bei den NDV-Stammen D26 (141 &8), Ulst
(181 AS), Beaudette C (221 AS) und AV (228 AS) (Steward et al., 1993). Beehl Isolat
ergab sich nur ein ein bis zwei AS langer C-Terminus des W-Proteirnish Abrge W-
Proteine, die damit hauptsachlich aus dem P-Protein N-Terminus bestehede
bereits fur weitere Paramyxoviren, wie z. B. Masern-Viren und SV5 beschrietien (Li

& Briedis, 1994; Paterson et al., 1995). Trotz der variablen Lange der hiypctiea \W-
Protein C-Termini wiesen diese Bereiche deutliche Homologien ued &imhen Anteil
basischer AS auf (s. a. Abbildyt8 Anhang), wie zuvor von Steward et al. beschrieben

(Steward et al., 1993).
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Mit Hilfe der vorliegenden Sequenzdaten konnten bei einer massenspeé&trischen
Untersuchung erstmals W-Protein-spezifische C-terminale Peptide fuvalagene

NDV Herts_| (Abbildung 8achgewiesen werden. Unter Anwendung des Logarithmus
von Kolaskar und Tongaonkar et al. gelang es im Rahmen dieser Arbeit fur
weiterfihrende Untersuchungen ein NDV CI30 bzw. NDV HertsspeWksches
Peptidserum auf Grundlage von vorhergesagten C-terminalen antigenen Regionen
(Abbildung 9) herzustellen. Einen Hinweis darauf, dass auch deoMisPN-Terminus
immunogen ist, gb das in Abbildundgl2B mit dem HIS-NDV Serum detektierte
Bandenmuster, da sowohl das P-Protein, welches in groBen Mengen waldend
Infektion in Zellen exprimiert wird, als auch die Proteine V\Whdowie der N-Terminus

des P-Proteins @2o 1233) 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.

Waéhrend jeweils das gegen Peptid 2 gerichtete Serum das korrespondierende W-
Protein sowohl im WB als auch in der IF nach Transfektion des entspokah
Expressionsplasmides detektierte, war das gegen das jeweilige Peptid 1 gerichtete
Serum in der IF nicht funktional (Abbildudd). Dies kdnnte aus einer W-Protein
Konformation resultieren, die das in Peptid 1 enthaltene Epitaugénglich macht. Die
erfolgreiche Detektion der NDV CI30 bzw. Herts_| W-Proteine durch Beptid 2
sowohl inl~ als auch inWB-Analysen wiesen darauf hin, dass es sich bei dem durch
Peptidserum 2 erkannten Epitop um ein sequenzielles han8eljuenzielle Epitope
werden auch nach Denaturierung des Proteins erkannt und sind dahdr voa der
raumlichen Struktur des Antigens abhangig (Najar et al., 2017). Das ist bei
konformationellen Epitopen nicht der Fall, da diese erst durch pziische Faltung

des Proteins aus nicht kontinuierlichen Abschnitten der AS-Segentstehen (Barlow

et al., 1986; Benjamin et al., 1984; Gershoni et al., 2007; Najar et al., 2017).

Eine sich im WB zeigende Kreuzreaktivitat des Serurso i1 (Abbildung 13B,
Abbildung 14A, Abbildung15) deutete aufgrund einer massenspektrometrischen
Analyseder detektierten 55 kDa-Bande auf eine Beteiligung des NP-Proteins hin. Es ist

anzunehmen, dass NP in infizierten Zellen unspezifisch durch ein odeena&K des
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% }o0Clo}v o wAmtiseiums gebunden wird. Dies ist moglich, da polyklonale Seren
eine Mischpopulation an A&nthalten, die von verschiedenen B-Zell-Klonen stammen
(Luttmann et al., 2009). Ein potenzielles, strukturell &hnliches EpitoNEagisste eine

zum Teil oder auch komplett andere A8tuenz besiten (Frank, 2002; Griffiths &
Lucocq, 2014), da keine Sequenzhomologie zwischen den antigenen Regolén
Protein C-Terminus und dem NP besteht. Da das NP, anders als nach Transfektion
Uberexpression vom korrespondierenden Expressionsplasmid, nur in der Infektion bzw.
in Assoziation mit weiteren NDV Virusproteinen\iruspartikel (Abbildund.4A) durch

rt oiiin WB-Analysen detektiert wurde, kdnnte die unspezifische Bigdi@s Serums

an das Epitop auch mit einer spezifischen Konformation einhergeheml@alksieren
NPin infizierten Zellen mit den Proteinen P und L (Kho et al4;208mb & Parks, 2013)

an unterschiedlichen Doméanen, wodurch Konformationsanderung hervorgerufen
werden konnten.

Ahnliche Konformationsanderungen durch Protein-Protein-Interaktionenden zum
Beispiel fur das Protein gN dépstein-Barr Virus beschrieben (Lake et al., 1998). Dieses
liegt nach Auftrennung in der SDS-PAGE als eine rund 8 kDa D opjeeltos, wahrend

es nach Co-Transfektion mivigglykolysiert wird und bei einem Molekulargewicht von
15 kDa detektierbar igLake et al., 1998).

Eine unspezifische Bindung arst2 Protein konnte bel~Farbungen nicht festgestellt
werden. Diese wiurde sich in der Markierung von sogenannten Einschlpestiden
(Inclusion bodigsim Zytoplasma widerspiegeln, die mind. aus den Proteinen P und NP
bestehen (Derdowski et al., 2008) und im Infektionsprozess generell aacRN-
abhangige RNA-Polymerase L und virale RNA (Zhang et al., 2013a) enthalten. Die
Entstehung dieser Einschlusskorperchen ist ein generelles Phanomidadadivstrang
RNA-Viren. Dort findet mutmalflich die virale RNA Replikation und Tratinskrsowie

die Akkumulation von Nukleokapsiden statt (Carlos et al., 2009; Garcia-Bateh.,
1996; Heinrich et al., 2010; Lahaye et al., 2009; Nakai & Imagawa, 1969)

Die Entstehung neuer Epitope durch Aldehyd-basierte ProteinfixiaundgVernetzung
(Griffiths & Lucocq, 2014) bzw. die Maskierung oder Veranderung eiveserkannten
Epitopes durch die Fixierung bei der Vorbereitung der Praparateli&ikonfokale
Mikroskopie ist im Rahmen dieser Arbeit nicht anzunehmen, konnte jedochtbdiir

den monoklonalen Antifimentin-AK beschrieben werden, der nachfolgend das Protein
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Amelogenin detektierte (Josephsen et al., 1999). Wahrscheinlicher ist aber die
Annahme, dass die Kreuzreaktivitat auf das denaturidiebeschrankt ist und das

korrekt gefalteteNRProteininder IFv] ZS pE& Z  «Setumidgrkannt wird.

Um unspezifischen Reaktionen des Serums zu begegnen, besteht die Moglienkeit
affinitaitschromatographischen Reinigung (Griffiths & Lucocq, 2014)Rmdadsorption
bzw. Absattigung mit der bekannten Kreuzreaktante (Burry, 2011; Poaljg, B988;
Swaab et al., 1977). Davon wurde aber u. a. aufgrund der Gefahr, dass dié de&f mi
hdchsten Affinitat nicht oder nicht ausreichend eluiert werden k&@m (Rhodes &
Trimmer, 2006), abgeseheDa fur das W-Protein von vornherein geringe Mengen nach

Infektion anzunehmen waren, erschien eine hohe Sensitivitéat des Serunmi@sgig.

Trotz des rein rechnerisch ermittelten Molekulargewichtes des W-Prot@ind 9,2 kDa
(NDV CI30) bzw. 19,1 kDa (NDV Hértsurden spezifische Banden in WB-Analysen mit
rund 30 kDa (NDV CI30) und 35 kDa (NDV Hgrtietektiert. Diese verlangsamte
Migration der Proteine im SDS-Gel ist ein Ph&nomen, das bereits beidhPnound
deren Editierungsprodukten verschiedener NegativstrangARiren beschrieben
wurde (Curran et al., 1991b; Emerson & Schubert, 1987; Gallione et al.,H9&4r, et

al., 1991; Pickar et al., 2014). N-terminale Bereiche reich an negativ gelad&nemd
Phosphorylierungen werden daftir als Ausléser angesehen.

Eingehend untersucht wurdeed Phanomen der verlangsamten SDS-Gel-Migration u. a.
fur das Protein DefJigestive organ expansion facjoiGuan et al. beschrieben, dass es

in Abhéngigkeit vom prozentualen Anteil an Glutamin- und AsparaginsaureS@)& %)

zu einer linearen Korrelation zwischen dem in der SDS-PAGE ermitteltexkWNaot
gewiches des N-Terminus und dem rechnerisch ermittelten Molekulargewichtes
kommt (Guan et al., 2015pa die NDV CI30 bzw. NDV Heltg/-Proteine nur einen
Anteil von 11,6 bzw. 12,2 % der AS Asparagin- und Glutaminsaure aufweisen, das
Molekulargewicht laut SDS-PAGE jedoch um bis zu 54 % (NDV lévieidht, scheint
nochein weiterer Einflussfaktor fur die verlangsamte Migration eine Rolle zuespiel

Die fur diverse Proteine beschriebene rekonstruktive Denaturierung untdugsnion

SDS (Jirgensons, 1976, 1978, 1980, 1981; Rath et al., 2009; Wu & Yang, 19&1) konnt

hier eine Erklarung bieterHierbei handelt es sich um eine Reorganisation der durch
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Denaturierung zerstorten Proteinsekundarstruktur, sodass in einem Folgeschritt de
Gehalt an Helices im Protein wieder ansteigt und dabei zum Teil den desmBtoteins

Ubersteigt(drgensons & Ross, 1982)

Neben dem erstmaligen Nachweis des NDV W-Proteins in transfizierteinfunierten
Zellen konnte seine Existenz in gereinigten Virionen fur NDV CI30 gezedgnwer
(Abbildung14). Die fehlende Inkorporation von W-Proteinen bei den rekombinanten
Viren rNDVPdedVded und rNDVWstop untermauerte diesen Befund dabgi4).
Durch eine Kreuzreaktivitdit des W-spezifischen Serums mit Néhbei immun-
elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnte jedoch keine dettellesr
Aussage auLokalisation des W-Proteins als Strukturprotein im Viruspartikel getroffen
werden (Abbildun@5).

Die Inkorporation von akzessorischen Proteinen weaendV-Protein wurde ebenfalls
bereits fur das NDV V-Protein gezeigt (Mebatsion et al., 2001) ehdist Einklang mit
Studien bei anderen Paramyxoviren. Sowohl bei Nipah-Viren (C, Vs\aichl bei SV5
(V), Mumps- (V) und Hendra-Viren (V) konnten akzessorische Proteine als sttekturel
Komponente des Virusartikels identifiziert werden (Lo et al., 2009; Patetsal., 1995;
Shiell et al., 2003; Takeuchi et al., 1990; Thomas et al., 1988), wahesigedMasern-
und Sendai-Viren nicht zuzutreffen scheint (Curran et al., 19B&baux & Cattaneo,
2004; Kato et al., 1997b)

Die Inkorporation des W-Proteins konnte auf den N-Terminus zurlickgedignden,
denn der N-Terminus des P-Proteins, der mit dem der V- und W-Reat&ntisch ist
interagiert, wie fur mehrere Paramyxoviren (z. B. SeV, SV5, MeV und hPIV-2)
nachgewiesen wurde, mit monomer vorliegend®® (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-termimaleng

von NDV P-Protein adPwird jedoch kontrovers diskutiert (Jahanshiri et al., 2005; Qiu
et al., 2016c)Ein weiterer Erklarungsansatz kénnte die N-terminale Bindung\d®g
W-Proteins an die Polymerase L darstellen. Diese Protein-Proteiraktbn wurde in
Studien zu Rinderpest-Virus V- und P-Proteinen beschrieben (Sweetrahn 2201)
Studien zur N-terminalen Bindung der Sendai-Virus P-, V- und #ffercan die

Polymerase L konnten diesen Inkorporationsmeachanismdecfe nicht eindeutig
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bestéatigen (Curran et al., 1991a; Portner et al., 1988; Smallwood et a#l). Fd$nso
konnte eine Bindung des NDV W-Proteins an virale RNA in Betracht gevexgiem, da
insbesondere die Yoteine des SV5, des Humanen Parainfluenzavirus Typ 2 und der
Masernviren dise Fahigkeit besitzen (Lin et al., 1997; Nishio et al., 2006; Parks et al.,
2006)

Mit dem kalkulierten Molekulargewicht von rurd® kDa ist das NDV CI30 W-Protein in
der Lage, die Kernporen passiv zu passieren, da ein aktiver Transport durch de
Kernporenkomplex erst ab einer Masse von 40 kDa notwendig ist (Bonner, 1978; Pai
et al., 1975). Die starke nukleare Akkumulation des NDV W-Proteinsdixixnl 6) und

die Vorhersage einer zweigliedrigen NLS (AbbildLif)diel3en jedoch vermuten, dass
das W-Protein einenaltiven Transport in den Zellkern unterliegt. Dies konnte durch
Mutation der NLS und dem darauffolgenden Nachweis des Proteins im|&stog
bestatigt werden (Abbildung8, Abbildungl9, Abbildung21).

N-terminal mCherry-getaggte = W-Proteine  akkumulierten  trotz  erhdhten
Molekulargewichts im Zellkern, was abermals den Befund des aktiven Traesgded
W-Proteins unterstitzte. Die erneute Lokalisation im Zytoplasma nadNiutation
bestatigte zudem die *%o 1](]3 $ e -3erwmd, welches, aufgrund der
Uberlappenden Sequenz des fir die Immunisierung verwendeten systhein Peptids
mit dem C-terminalen basischen Cluster der NLS, eine geringeredAfgegen die
mutierte NLS-Sequenz aufwies. Die Bestatigung der nukledren LakalisatZuge der
Infektion lie3 zudem ausschliel3en, dass die Akkumulation nach Transfektidrtefakt

der Uberexpression darstellte.

Die Ergebnisse fiir das NDV W-Protein zeigten groRe AhnlichkeitdemmiXlipah-Vins
W-Protein (Lo et al., 2009) und lassen eine &hnliche Funktion des Rretmimuten
(Shaw et al., 2005).

Klassische zweigliedrige NLS wurden in der Vergangenheit mit der Konsensngseque
KRX012KRRK beschrieben, wobei die Lange der Linkersequenz mit dem Abstand der
beiden Bindedomé&nen von Importin- © & ]veS(kontes et al.,, 2003). In den
letzten Jahren wurden jedoch zunehmend atypische zweigliedrige NLS besohdeb

eine Linkerregion von bis zu 29 AS aufweisen (Djabali & Christiano,K@b$; 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 zahlt auch die in dieser Arbeit iderdifie NLS mit einem

19 AS umfassenden Linker (Abbilduriy. Den Aufbau betreffend ahnelt die NLS des
NDV CI30 W-ProteindKRXRKXRR) sowohl der fUf. cerevisiadeschriebenen,
zweiteiligen NLS KRISKKAK des Proteins Iswthfomatin-remodeling complex
ATPasg (Vasicova et al.,, 2013), als auch der NLS des Nipah-Virus W-Proteins
RKXRRXKKXRRR(Shaw et al., 2005). Beide Proteine werden Importiabh&ngig in

den Zellkern transportiert, sodass dieser klassische Transportmechanismusiadah f

NDV CI30 W-Protein anzunehmen ist.

Durch Mutation der Armadillo Repeats 1 und 9 kann die StrudéuNLS-Bindungsstelle

des Importint ¢} A E v ES A E vU =« E daidig eBblcES v] Z§
jedoch signifikant reduziert ist (Conti & Kuriyan, 2000). Dies koalstezusatzlicher
Nachweis fir die Funktionalitat der NLS herangezogen werden und vzudem die
Hypothese des Importin-vermittelten Kerntransportes untersuchen. Mit Hilfe eines
geeigneten Serums wére auch die immunelektronenmikroskopische Analyse iefiziert

Zellen zur Lokalisation des W-Proteins denkbar.

Die nukleare Lokalisation des W-Proteins hatte auf de vitro Replikation der
Virusrekombinante rINDVW-Nhgkeinen Einfluss, da sie unveréndert im Vergleich zum
parentalen rNDVGu replizierte (Abbildug). Weder die unterbundene Akkumulation
des W-Proteins im Zellkern, noch die aus der NLS-Mutation des W-OREeresgien

Nt- und AS-Austausche in den P- und V-Genen bzw. -Proteindnld{fig 20)
beeintrachtigten die Virusreplikatioiine lokalisationsspezifische Funktion des NDV W-
Proteins auf die Replikation deutete sich daher naahtDie Vorhersage von zweiteiligen
NLS im C-Terminus der W-Proteine unterschiedlicher NDV-Stamme (Tabglle 44
unterstitzt diese Annahme, da unabhangig vom Pathotyp und der Lange des
vorausgesagten W-Proteins keine konservierte Kodierung einer C-terminalen
zweiteiligen NLS bestétigt werden konnte.

Im Gegensatz zum NDV W-Protein konnte fur das Nipah-Virus &fPeine eng mit

der nukledren Lokalisation assoziierte Funktion nachgewiesen werden (Shaw et al
2005; Shaw et al., 2004), da Nipah-Virus W-Proteine die Komplexierar&nar1- und
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STAT2-Proteinen im Zellkern beweink(Ciancanelli et al., 2009; Rodriguez et al., 2004;
Rodriguez & Horvath, 2004; Shaw et al., 2004)

Die Virusrekombinanten rNDVPdedVded, rNDVWstop bzw. rNDVPFldedVded,
rNDVF1Wstop mit unterbundener W-Protein Expression, die eine mb pka AS-
Sequenz im F-Protein kodierten, zeigten, dass NDV CI30 auch ohne-Rladeild zu

Titern replizieren kann, die dem Wentsprechen (Abbildung3, Abbildung29). Eine
esentielle Funktion des NDV W-Proteins bzw. seines spezifischen Qalisrfur die
Virusvermehrung ist daher auszuschliel3en.

Die vollstandige Blockierung der W-Protein Expression fur die zuvor gemannt
rekombinanten Viren konnte jedoch nicht eindeutig bestatigt desr (Abbildung23,
Abbildung 29). Fur rNDVWstop und rNDVF1Wstop ist es u. a. moglah,durch
Mutation eingefihrte Stoppkodon im W-OR& & E P Z Diéser Prozess wurde bei
verschiedenen zellularen und viralen Genen beschrieben (Beier & Grimm, 2001; Namy
& Rousset, 2010) und ist dadurch gekennzeichnet, dass die Translation inkis3 %
5,0 % der Falle erst am néachstfolgenden Stoppkodon terminiert wird (Bertraah, et
2001) <}v &Ee c PE Zo e+]PStoppskodon]UGA (McCaughan et al., 1995).
Alternativ ware die Einfihrung mehrerer, aufeinanderfolgender Stoppkodotsnn/-
kodierenden ORF méglich. Damit wirde jedoch auciA&8equenz der Proteine P und

V stark verandert werden, woraus eine veranderte Funktion resultieren kdnnte.

Fur rNDV(F1)PdedVded wurden bei weniger als 0,1 % der infiziertem idebesondere
nukleolare Strukturen nachgewiesen (AbbilduBg). Dies konnte auf die fehlende
Korrekturfunktion der RA-abhangigen RNA-Polymerase und das damit verbundene
Vorkommen von RNA-Viren als sogenannte Quasispezies zuriickzufihren sein.
Quasispezies beschreibt eine sich verandernde Population aus nahe verwandten, aber
mutierten Virus-Varianten (Domingo, 2002; Domingo et al., 1996; Domingjg €012)

die es dem Virus ermdglicht, sich an die Umwelt anzupassen und dasmit\wichtigen
Pathogenitatsfaktor bildet (Andino & Domingo, 2015; Barr & Fearns, 2010nDor&
Holland, 1997). Die Mutationsrate liegt hierbei bei rund®tds 16° Nukleotiden pro
Replikation (Barbezange & Jestin, 2005; Kalland et al., 1990; Sanjuan et al. h2d0; Z

et al., 2013Db).
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Eine entsprechende zuféllige Mutation konnte die Deletion der Edngsstelle im P-
oder V-Gen umgangen haben, wodurch die Expression eines W-Proteins ehinogli
wurde. Das exprimierte Protein konnte dabei eine Sequenzveranderung in Form eine
nukleol&en Lokalisationssequennycleolar localization signaNoLS) tragen, die die
Assoziation mit den Nukleoli bewirkt. Eine Konsensussequenz fir NoL$ kwuft
nicht beschrieben werden (Musinova et al., 2011; Song & Wu, 2005). Geredadiese
reich an basischen AS und positiv geladen, wodurch eine elektrostalrgenaktion mit
negativ geladenen Proteinen bzw. der Nukleinsaure als moglich eraginte(Musinova

et al., 2011)

Ein Selektionsvorteil konnte auch nach mehrmaliger Passagierung der Vatn n
ermittelt werden. Da eine Akkumulation des W-Proteins in Nukleolirzawdem nicht
beobachtet werden konnte (vgl. Abbildurip), sind damit assoziierte, essentielle

Funktionen auszuschlief3en.

Das Nipah-Virus W-Protein hat einen Einfluss auf die Immunantwaech NDV besitzt

ein zoonotisches Potential und Falle von Konjunktivitiden in Vedoigdnit typischen
grippeahnlichen Symptomen wie allgemeines Unwohlsein, Fieber und KopEssn
wurden schon mehrfach beschrieben (Hales & Ostler, 1973; Nelson et al., 195%&; Trott
Pilsworth, 1965).

Obwohl NDV in der Lage ist, in verschiedenen humanen (Tumor-)i&eldinreplizieren
(Elankumaran et al., 2010), konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass das
NDV W-Protein nicht in der Lage ist, den humanen IFN-Signalwe¢@03ellen zu
inhibieren (Abbildung31). Ein Ausbleiben der IFN-antagonistischen Funktion des NDV
W-Proteins aufgrund der Wirtsspezifitat wurde auf Grundlage einediesr Arbeit
etablierten IFN signaling Reporterassay unter Verwendung von Huhnaresllli
untersucht. Dies war moglich, da die ISRE-Konsensussequenz des Reporterplasmides
pISRE-Fder des MxA Genes des Huhns (Schumacher et al., 1994) (Abl8R@)ugigch.

Eine sequenzahnliche ISRE konnte ebenso fur das Gen chl&BrRk&n( ubiquitin-
specific protease )&eschrieben werden, dessen Expressionslevel experimentell durch
Stimulation von DF-1-Zellen mit Hiihner-IEN-TAX v Z /v ( 13]3v uAd UMK
Zellen mit rekombinanten Influenzaviren gesteigert werden konnte (Tanikaved. et
2017)
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Es wurde daher fir die Etablierges Assays auf drei verschiedene Huhnerzelllinien
(CEF, DF-1 und LMH) zurtckgegriffen. Im Gegensatz zu CEF- ukdridielfir LMH-
Zellen, die aufgrund ihrer hohen Verdopplungsrate (Kawaguchi et 87) I@ben der
Anzucht von NDV auch fur die Vermehrung einer Vielzahl anderen Viie z. B.
Huhneradenoviren, avidre Reoviren oder avidren Herpesviren eingesetzt werden (Fuchs
et al., 2007; Lu et al., 2015; Pan et al., 2017), keine oder nur eine gémnithgktion des
untersuchten Signalweges erreicht werden (Abbildus®). Dies konnte auf eine
genetische Veranderung hindeuten, die die zellulare Immunantbettifft und sich
ebenso wie die veranderte Morphologie durch die hohe Anzahl der Passaggernach
Dimethylnitrosamin-induzierter Entstehung eines hepatozellularen Karzinoms
(Kawaguchi et al., 1987) entwickelt haben kdnnte.sBiéellinie wurde bisher nicht
umfassend im Vergleich zu primaren Zellen oder spontan immortalisierten zedleer
charakterisiert, jedoch konnte beschrieben werden, dass das Aufnahmeverhalten bzw.
der Stoffwechsel von Chemikalien verandert zu sein scheint (Gabis et al., 1996). LMH
Zellen zeigen zudem einen gesteigerten mitochondrialen Sauerstoffventioram
Zusammenhang mit ATP-Synthese und dem Ruckfluss von Protonen in die Matrix der
Mitochondrien (Piekarski et al., 2014).

Auch unter Verwendung von DF-1- und CEF-Zellen konnte keinskidér NDV CI30
bzw. NDV Hertd W-Proteine auf den Typ-I-IFN Signalweg, unabhéngig von der
transfizierten Konzentration der entsprechenden Expressionsplasmide, naigsga
werden (Abbildung4).

Die Funktionalitat des Assays konnte jedoch nach Stimulienunigthner IFN# durch

die signifikant gesteigerte Expression der Firefly-Luziferase gési@egelt werden
(Abbildung33). Da die Expression der Mx-Gene (klassische IFN-stimulierte Gene) von
S4ugetieren Uberwiegend durch IFN-pv L& Bv pl] ES A]JE U AJE VP v}iuu v
dass dies auch fur die Mx-Gene bei Huhnerzellen zutrifft, auch visesher wenige
experimentelle Daten dazu vorliegen (Schwarz et al., 2@lé)Induktion desAN r/ t-
Rezeptor (IFNAR) Signalings im beschriebenen Assay wurde daher duetheaieléng

mit rekombinantem Huhner IFN- & E VYo#Z 8iXer Verwendung von Huhner-IEN-

zur Stimulierung des untersuchten Signalweges wurde abgesehen, daiirséaidie von
Schwarz et abereits nachgewiesen wurde, dass in NDV-infizierten Zellen im Gaigen

zu Huhnerzellen nach Influenzavirus A-Infektion nur tFNtv | Jv -t &BEZKU
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detektiert werden konnte (Schwarz et al.,, 2004). Dies steht im Gegermatz
Saugerzellen,wo IFN- o ] }u]v vArt be&dhrieben ist, die von viral infizierten

Zellen produziert wird (Schwarz et al., 2004). Zusatzlich konnte bestgyewiesen

werden, dass eine Vorbehandlung von CEF-Zellen mit Hilhner-IFN- Z %.0]1 §]}v A}v
NDV bei nachfolgender Infektion beeintrachtigt (Park et al., 2003b)

Ein Einfluss der Halbwertszeit von Huhner-IFN-u ( Vv ee Qedgels nicht
auszuschliel3en, da es mit rund 36 min eine leicht geringere mittlere Halkneédrals
humanes IFNt u]S$ i Z htbesitzt (Radwanski et al., 1987; Sirri et al., 2008). Eine
deutlichere Differenz ist zu humanem IFN- « ZE] vU e v , 0 A ESel |5 u]
6 h angegeben ist (Radwanski et al., 1987)

Der etablierte Assay bietet als Alternative zu klassischen Ansatzen im dkae
Inhibition der IFNt-Produktion gemessen wird, die Moglichkeit auch potenzielle IFN-
Antagonisten weiterer Gefligelpathogene zu identifizieren oder beraitabnte, wie

das Protein NS1 von Geflugelinfluenza (Hayman et al.,, 2007), weitergehend

untersuchen.

Im Gegensatz zum NDV W-Protein inhibierte die Expression des Kontrollphiids
des Ebola Virus den Signalweg in humanen und Hihnerzelllinighksign(Abbildung
31, Abbildung34). VP24 ist bekannt dafur, den humanen IFN-Signalweg in Zellen
effizient unterdriicken zu kénnen, da es mit phosphorylierten STAT&Kuleiln um die
Bindung an das spezifische Karyopherin der NPI-1 Subfamilie konkwrobei VP24
eine hohere Bindungsaffinitat aufweist (Xu et al., 2014). Dadurath ave Aktivierung
von IFN-stimulierten Antwort-Elementen und damit die Expression |FN-{stiten
Gene deutlich vermindert. Der regulére Transportprozess zwischen Zytoplasma
Zellkern ist jedoch unbeeintrachtigt, da sowohl phosphoryliertes $B#sTauch VP24
eine Bindestelle von NPI-1 besetzten, die sich nicht mit der klassi$¢hS-Bindestelle
Uberschneidet. Ein zeitgleicher Transport von STAT1-Proteinen hddem SV40 T-
Antigen, welches mit der klassischen NLS-Bindedoméne interagiert, kiumate einen
kompetitiven Assay bereits gezeigt werden (Sekimoto et al., 1997).

Eine IFN-antagonistische Funktion des Ebola-Virus Proteins VP24 hsinde noch
nicht in Huhnerzelllinien untersucht und konnte in diesebeMr erstmals gezeigt

werden. Dies kdnnte auf eine starke AS-Sequenzhomologie zwischen der huamahen
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der Huhner-NPI-1-Subfamilie hindeuten. Zudem demonstriert es, dass IFN-
inhibitorische Effekte in Abhangigkeit vom zugrundeliegenden Mechanismeamer
weiten Spanne von Spezies, auch in Nicht-Wirts-Spezies, Einfluss habemntaik a.
bereits nachgewiesen werden, dass VP@d dine Meerschweinchen- (Mateo et al.,
2011)und eine Mauszelllinie, nach vorheriger Adaptation asa@ieNirt (Ebihara et al.,
2006) als IFN signaling Inhibitor fungiert. Fir Fledermause als naturliches Reservoir
hingegen ist bisher unbekannt, ob VP24 mit STAT1 interagiert, webel AK/STAT-
Signalweg laut MRNA-Studien unbeeinflusst zu bleiben scheine(tdlal., 2016)

Die fehlende FN-antagonistische Funktion der NDV W-Proteine steht im Gegensatz zu
der fur das Nipah-Virus W-Protein ermittelten Komplexierung von STAOLSTAT2-
Proteinen im Zellkern bzw. der Inhibierung der Phosphorylierung (&haficet al.,
2009; Rodriguez et al., 2004; Rodriguez & Horvath, 2004; Shaw et al., EQ@=).
immunmodulatorische Funktion des NDV W-Proteins auf einen andgegeich der
angeborenen Immunantwort ist jedoch nicht auszuschlieBen und bedaiferer
Studien, denn auch das Nipah-VirusPfétein greift in die friihe Phase der zellularen
Immunantwort ein. So bewirkt es durch einen induzierten Dosis-abhamyigdust der
Phosphorylierung an Serin 396 im IFR3 C-Terminus, ein reduziertes Expressionslevel des
Proteins P56. Dieses inhibiert die Translation durch die Bindargngereinheiten des
eukaryotischen Translationsinitiationsfaktors elF3 (Hui et al., 2003). Insgesantisvird

Menge an IRF3 jedoch nicht ver&ndert (Shaw et al., 2005).

5.2 Das NDV V-Protein

Fehlende Kompetenz zur Replikation konnte im Rahmen dieser Arbeit fligé#igt
werden, die kein V-Protein exprimieren. Trotz wiederholter Versuche g&samnmgcht,
das rekombinante Virus rNDVPded, bei dem die Editierungsstelle Ges$vollstandig
deletiert war, zu generieren (Abbildung5). Ahnliche Ergebnis wurden fiir ein
rekombinantes NDV CI30 erhalten, welches eine ahnliche 6 Nt umfasssidéon
innerhalb der P-Gen-Editierungsstelle aufwie894 - AAAAAG - 399 statt
393- TAAAAA - 398, Nt-Nummern beziehen sich auf den P(a8thatsion et al., 2001)
Erst durch eine pb F-Spaltstelle war es moglich, das Virus in 6-d jelfech nicht in

10-d alten embryonierten Hilhnereiern zu vermehren, wobei die Titer im Vergteich
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WT-NDV etwa 20@00-fach reduziert waren. Obwohl ein altersabhangig ausgepréagtes
Immunsystem bei Hihnerembryonen vermutet wird (Huang et al., 2003), gelang es in
dieser Arbeit allerdings auch unter Verwendung von 6- statt 1Q@esh @mbryonierten
Huhnereiern nicht, das rekombinante Virus rNDVPded zu vermeBnenEinflihrung
einer Sequenz kodierend fir eine pb F-Spaltstelle in das Volllaragempl pNDVPded
kdnnte dies, wie bei Mebatsion et al. beschrieben, vielleicht &ndern. Safitesolche
Rekombinante jedoch ebenfalls nicht zu vermehren sein, kénnte dies miveldi auf

eine vollstandige Unterbindung der co-transkrpitionellen Editigrsein.

Vorangegangene Studien mit rekombinanten velogenen (Beaudette C) (Huaad.,
2003) bzw. lentogenen (Hitchner B1) (Park et al., 2003a) NDV bei denen demnAd
Stretch der P-Gen-Editierungsstellensequenz durch eine AdexBuanin-Substitution
mutiert wurde, zeigten, dass diese annahernd vergleichbar mit dem Widial&n
embryonierten Hihnereiern replizierten, jedoch ngiinem 10*-10°-fachen Defizit in
10-d bzw. 14-d alten Eiern. Ein auf dem NDV CI30 basierendes relones Virus
dieser Art, welches nach mehreren Passagen in 10-d alten Eiern vermehrt werden
konnte, bestétigte hierbei, dass die Editierungsrate hin zur V-mRNAm@twa 20 %

im Vergleich zum WT reduziert war und eine korrespondierende Mamg¥-Protein
exprimiert wude (Mebatsion et al., 2001)

Rekombinante lentogene NDV mit Spidon im V-ORF nach der Editierungsstelle
zeigten sowohl in 10-, als auch 6-d alten Embryonen einen deetliReplikationsdefek
(Mebatsion et al., 2001; Park et al., 2003a). Entsprechende Replikationsdiefeiti®

und/ oder in vivowurden auch fur weitere Paramyxoviren, wie u. a. SV5 und Sendai-
Viren beschrieben (Delenda et al., 1998; Kato et al., 1997a; Lin & Lamb, 2000).

Da NDV mit unterdrickter V-Proteinexpression einen deutlich gemeamgReplikations-
defekt in IFN-defizienten Ziellinien, wie z. B. Vero-Zellemtezei wurde ein IFN-
antagonistischer Effekt des V-Proteins vermutet (Huang et al., 2003; Mebatsain et
2001; Park et al., 2003a)

Im Gegensatz zu rNDVPded war es moglich, die rekombinanten Viren%a@GtCI30,
dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts, die zur Unterdrickung der co-
transkriptionellen mRNA-Editierung ebenfalls eine Deletion der Ediitgsstelle des P-

Gens aufwiesen, denen jedoch ein zusatzliches homo- oder heterologes WsGeeri
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wurde (Abbildung36), in 10-d alten embryonierten Hihnereiern zu vermehren. Durch
die Expression des homo- bzw. heterologen NDV V-Proteins konnte dahenvias z
vorhandene Replikationsdefizit aufgehoben werden.

Die Expression der entsprechenden V-Proteine konnte nach Generierung eine
Peptidserums gegen den C-terminalen Teil des V-Proteins von NDV R75/@&terif
werden (Abbildung38), wobei die Spezifitat des Serums durch Ausschluss von
Kreuzreaktivitat bestatigt wurde (Abbildun@®7). Das leicht unterschiedliche
Laufverhalten der NDV V-Proteine kann u. a. auf AS-Sequenzunteesahieden
Proteinen zuriickzufuhren sein, sowie auf posttranslationale Niatibnen oder die
bereits beschriebene rekonstruktive Denaturierung unter Einfluss von 3g&hdins,
1976, 1978, 1980, 1981; Rath et al., 2009; Wu & Yang, 1981). Mit einem rechnerisch
kalkulierten Molekulargewicht von 25,4 kDa (NDV CI30, NDV Hertavl)25,0 kDa
(NDV R75/98) und ProteingréRen von rund 38 kDa in der SDS-PAGE wardasheut
Phanomen der retardierten Migration im SDS-Gel zu beobachten (Curran¥lh;
Emerson & Schubert, 1987; Gallione et al., 1981; Huber et al., 1991; Pickar et al., 2014).
Die verstarkte Detektionsrate der V-Proteine der rekombinanten Viren
dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR75 und dedGu5VmutHerts im Vergleich zum
parentalen rNDVGu resultiert z.T. aus den verwendeten Serumverdinnuodgnm
unterschiedlichen Bindungsaffinigi der einzelnen Seren. Zudem ist die Expression der
V-Proteine in den rekombinanten Viren gesteigert, da der Ediigsprozess umgangen
wird und das V-Gen eigenstandig und in Abhangigkeit vom Transksgtiadienten
abgelesen wird (Collins & Bratt, 1973; Curran & Kolakofsky, 1999)

Bei der Untersuchung den vitro Replikationsfahigkeit der rekombinanten NDV mit
lentogenem Genomhintergrund und Expression unterschiedlicher V-Prokeinete

keine Veranderung im Vergleich zum parentalen rNDVGu bestatigt wéAdenldung

39). Eine Analyse der Virulenz in aquivalenten rekombinanten Viren nkitppaltstelle
konnten in einein vivoStudien diese Hypothese deutlicher bestatigen oder widerlegen
Eine potenzielle IFN-antagonistische Aktivitat der V-Proteine des lentodsta@mmes

NDV CI30 bzw. des velogenen NDV Herts | im IFNAR Signalweg der angeborenen
Immunantwort wurde unter Anwendung des neu etablierten IFN signling Assays i
DF1- und CEF-Zellen weitergehend untersucht. Wahrend sich Fat-Pellen kein
Einfluss der Expression der beiden NDV V-Proteine darstellen liel3, gelyi@ CEF-
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Zellen zumindest fur das V-Protein des velogenen NDV Herts_| érerehder Effekt

auf den IFN signaling Assay (Abbild4@y

Dieses Ergebnis deutet an, dass V-Proteine hoher virulenter Stamme kompéteafeer
Ausibung IFN-antagonistischer Funktionem s&nnten. Diese Aussage wurde bereits
in vorangegangenen Studien formuliert, in denen IFN-antagonistische sEfgdten
ebenfalls auf Grundlage von Expressionsplasmiden fir V-Proteine untersdhiedlic
virulenter NDV untersucht wuragAlamares et al., 2010; Wang et al., 2019). V-Proteine
hoch virulenter Stamme waren hierbei effizienter in der Unterduingk der IFNt-
Produktion in einem Luziferase-Reporterassay (Wang et al., 2019) bzw. dabei die
Replikation eines Fluoreszenzprotein-exprimierenden NDV zu férdern, nactieern
infizierenden Zellen durch vorhergehende Transfektion bereits eingmigaién Status
etabliert hatten (Alamares et al., 2010). Die Ergebnissdrdeitro Replikationskinetik

auf CEF-Zellen bekraftigen sigAussage jedoch nicht.

Bisher beschriebene IFN-antagonistische Funktion der NDV V-Proteaidenue a. auf
deren Fahigkeit zurickgefuhrt, STAT1-Proteine in phosphorylierter oder u
phosphorylierter Form Ubiquitin-abhangig zu degradieren (Huang et al.; 2002t al.,
2016b). Zudem wird beschrieben, dass das V-Protein durch eine Spezies-ablaxgige
antagonistische Aktivitat die Wirtsspezifitat von NDV vermittelt (Park.ef@03a). Da
die Ergebnisse zur STAT1-Degradation unter Verwendung von humanereA€¢#b49,
2fTGH) bzw. Verozellen, die aus Nierenzellen der grinen Meerkatzeanmaben,
erhalten wurden (Huang et al., 2003; Qiu et al., 2016b), kbnnte dies die wirtissgiez
Funktionsweise der NDV V-Proteine untermauern. So konnten auchelaa. keine
STAT1-Degradation in DF-1-Zellen nachweisen (Jang et al., RED)wirde die in
dieser Arbeit beschriebene fehlende IFN-antagonistische Aktivitat der NEDMatv.
Herts | V-Proteine in DF-1 Zellen bestatigen.

In weiteren Studien wurde ermittelt, dass V-Proteine eine verminderte Pratease R-
Aktivitat und eine geringere Expressionsrate dér fi-Oligoadenylatsynthetase
bewirken, die in Abhangigkeit von der Entdeckung von dsRNA in deakKliert oder
exprimiert werden (Basler & Garcia-Sastre, 2002). Zudem wurden weitere [FN-
antagonistische Funktionen der V-Proteine von NDV und weiteren Paramyxoviemn |

letzten Jahren im Zusammenhang mit Interaktionen zu Ri&ihdic acid inducible
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gene ) und MDAGS ielanoma differentiation antigen)5Childs et al., 2007; Irie et al.,
2012)beschrieben. Diese Proteine sind RNA-Helikasen, die dsRNA im Zytagelleler
detektieren und daraufhin eine Signalkaskade auslosen, die eine Typ-I-IFN Expression
zur Folge hat (Schenten & Medzhitov, 2011). Sie sind Teil der Phal$éNdBroduktion

in der Zelle und der Effekt auf diese Proteine wurde in dem hiaratablierten Assay

nicht untersucht (Donohue et al., 2019; Wang et al., 2019).

In den Pilotstudien zur Untersuchung eines replikationsfordeméffektes von NDV V-
Proteinen nach Vortransfektion von V-exprimierenden Plasmiden bzw. nach
Vorbehandlung von CEF-Zellen mit IFN konnte jedoch kein solcher Bedhgestellt
werden (Abbildungtl, Abbildung4?2). Im Gegensatz dazu wurden geringere Virustiter
nach Vortransfektion von CEF-Zellen mit V-exprimierenden Plasmaimittelt
(Abbildung41). Dies geht einher mit der Erkenntnis, dass die Transfektion von CEF-
Zellen, wahrscheinlich durch die Entstehung doppelstrangiger RNA bEiateskription

vom Expressionsplasmid, zur Produktion von HN- (°ZE&3§ pv <}ul]s Jv Vv3]A]E o
Status in den Zellen etabliert wird (Park et al., 2003b). Signi&kanterschiede bei der
Verzogerung der Replikation bzw. der Aufhebung dieser Verzogerung diech d
verschiedenen V-Proteine sind erst nach mehrmaliger Durchfiihrung bewertbar.

Nach Vorbehandlung von CEF-Zellen mit steigenden Doserr IHNv v Skeine
verminderte Replikationsrate des rekombinanten Virus rNDVGu detektiert wevden,

es bereits fur NDV Beaudette C vétuang et al. beschrieben wurddn diesen
Untersuchungen reduzierte sich der Virustiter nach Vorbehandlung diéenZmit

10 000 u/ml IFN¥ pu * 000-fache (Huang et al., 2003). Zudem konnte auch in
diesem Fall kein Trend einer verminderten oder gesteigerten Replikationsrate der
rekombinanten Viren dedGu5VmutCI30, dedGu5VmutR75 und dedGu5¥nsitirh
Vergleich zu rNDVGu ermittelt werden (Abbildudg). Wiederholungen dieses

Versuchen kénnten auch hier weiteren Aufschluss geben.
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Wie andere Vertreter deParamyxoviride vergrofRert das NDV durch Editierung von
Transkripten seine Kodierungskapazitat. Duccktranskriptionelle mRNA-Editierung
kodiert das P-Gen beim NDV sowohl fur das P-, das V-, alsiasidf-Protein. Die drei
Proteine gleichen sich N-terminal, wohingegen die C-Termini in LangeA&ad
Zusammensetzung variieren. Wahrend sowohl Expression als auch Inkorpoegién d
und V-Proteins in das NDV-Partikel nachgewiesen wurde, gab es k&shen Beweis

fur die Existenz des W-Proteins.

Fir den Nachweis der Expression des NDV W-Proteins wurden W-spe&#seheauf
Grundlage von Peptiden generiert, welche im spezifischen C-Terminus évkalesien

und vorhersagbare antigene Regionen beinhalteten. Je eines der Kaninchenseren
ermoglichte die Detektion von Plasmid-exprimiertem NDV W-Protein, sowie WhiPro

in infizierten Zellen mittels indirekteFund WB-Analyse.

Eine Inkorporation des W-Proteins in NDV-Virionen deuteten MR} massen-
spektrometrische Analysen an, wahrend die Abwesenheit des Proteins flr
rekombinante NDV deren W-Protein Expression durch unterschiedhbiations-
ansatze unterbunden wurde, in infizierten Zellen und Viruspelribestétigt werden
konnte.

Untersuchungen infizierter Zellen mit Hilfe konfokaler Mikroskopiegteai eine
Akkumulation des W-Proteins im Zellkern. Diese Lokalisation wurde eme
zweigliedrige NLS im spezifischen C-Terminus zuriickgefuhrt efaidktionalitat der
NLS anhand der zytoplasmatischen Verteilung des Proteins in transfiziezten
infizierten Zellen nach Mutation der zwei basischen Cluster bettatig

Vergleichende Untersuchungen rekombinanter und WT-NDV zeigteeik&influss der
NLS bzw. der Expression des W-Proteins auf die Virusreplikatiaro.

Bei der Analyse wirtsspezifisech&N-antagonistischer Funktiemdes NDV W-Proteins

in der spaten Phase der Typ-I-IFN-Antwort mit Hilfe eines Huhnbestten IFN
signaling Assays konnte sowohl fir das W-Protein eines lentogenen (NDV CI3@} als au
eines velogenen D\‘Stammes (NDV Herts_I) kein inhibierender Effekt auf den
untersuchten Signalweg gezeigt werden. Stattdessen deutete sich fur da€8D W-

Protein ein aktivierender Effekt an.
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Sequenzanalysen zur Vorhersagbarkeit von W-Proteinen bzevi@zal kodierten NLS
in NDV-Stamme unterschiedlicher Virulenz und Genotypen lieBerek Rickschluss

auf einen Einfluss des W-Proteins auf die Pathogenitat von NDV z

Im Gegensatz zum W-Protein war die Expression des NDV V-Proteins esserdiell fu
Replikation von NDWw vitro undin ova

Fur die Analyse des Einflusses von V-Proteinen unterschiedlicher Heduindtie
Replikation eines lentogenen NDYh vitro wurden diese in verschiedenen
rekombinanten Viren von einem zusatzlich inserierten ORF exprimiert died
Expression der homo- und heterologen V-Proteine durch stammspezifischa Sere
Uberpruft, wofir im Vorfeld ein NDV R75/95 V-spezifisches Peptiosayeneriert
wurde. Keines dieser rekombinanten Viren zeigte Replikationsvorieilgitro im
Vergleich zum parentalen Virus.

Ein Hinweis auf einen Einfluss der Herkunft des V-Proteins konnteHilfé des
Huhnerzell-IFN signaling Assays erhalten werden. Wahrend das V-Protein eines
lentogenen NDV (NDV CI30) kainnhibierenden Effekt zeigte, deutesich ein leicht
inhibierender Effekt fir das velogene NDV Herts_| V-Protein in eirléni2edn.

Pilotstudien zur potenziellen IFN-antagonistischen Funktion destéi#?s wurden nach
vorheriger Transfektion und Uberexpression von V-Proteinen unterschiedlicher
Pathotypen bzw. nach Vorbehandlung von Zellen mit HUhnerflRhdf Infektion
durchgefihrt. Die Replikation des korrespondierenden WT-Viruses bzembenanten
Virus mit homo- oder heterologer V-Proteinexpression imaritroin beiden Fallen nicht

verandert.
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Like other members of théaramyxoviride, NDV enlarges its coding capacity by
differential editing of transcripts. Due to co-transcriptional mR&dking the
phosphoprotein gene encodes the phospho- (P), V-, and W protein. Té pihoteins
share a common N-terminus but specify C-termini differing in lergith amino acid
composition. Whereas the expression and incorporation into NDV partielesben
demonstrated for NDV P- and V proteins, evidence for the existence of atéinnas
lacking.

W-specific antipeptide sera were generated to analyze expression of thaN\Nprdgtein
based on peptides located in the unique C-terminal W protein aminosagdence that
encompassed predietl antigenic sites. Ae corresponding rabbit sera enabled the
detection of plasmid-expressed W protein as well as W protein expressiongdurin
infection by indirect immunofluorescence and Western blot analyses.

Incorporation of W protein into viral particles was indicatedWgstern blot and mass
spectrometric analyses. In contrast, W protein was absent in infected cellvieald
particles of newly generated recombinant NDV lacking W protein expresabsence
of W protein expression was achived by two different mutational approaches.
Confocal microscopic analyses revealed a nuclear accumulation of W proteitVahND
infected cells, attributed to a bipartite nuclear localization segueswithin its unique C-
terminal part. Functionality of the NLS was confirmed by mutabérthe two basic
clusters leading to redistribution of the W protein to the cytoplasnransfected and
infected cells after.

Comparative studies of recombinant and wildtype NDV indicated heeimée of the NLS
or W protein expression itself an vitro NDV replication.

A potiential host specific IFN-antagonistic function of NDV W proteinsarate phase
of the type I-IFN-response was adsed after establishing an IFN-assay based on chicken
cell lines. W proteins of either lentogenic (NDV CI30) or veloge¥ (Nerts_I) NDV
strains demonstrated no inhibitory effect on the corresponding signalliatipvpay.
However, a slight activating effect was indicated for the NDV CIBfow#in.

W proteins or presence of C-terminally located NLS are compared for ND\s sifai
varying virulence and genotype using sequence analyses buteallfmwvno 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 replicatieitro andin

0vo.

Recombinant viruses with a lentogenic background encoding additiopabtéins of
variable origin were generated and analysed for their replicabehaviorin vitro. In
comparison to the parental strain none of the recombinant viruses aysul a
replicative benefit. The expression of homo- or heterologous V proteaisssiccesfully
confirmed by strain specific sera, including an NDV R75/98 V-spepfidg serum.
Analysis of V proteins from differing NDV pathotypes indicated aoneimde in the
chicken cell line IFN-assay. Whereas the V protein of a lentogenistkidV/(NDV CI30)
demonstrated no IFN-antagonistic effect, the NDV Herts_| V proteiriieti the
signaling pathway in a specific cell line.

Additionally, a potential IFN-antagonistic function of NDV V pnsteias investigated in
pilot studies byin vitro replication kinetics. For this purpose, V proteins from varying
pathotypes were transfected and overexpressed in cells, or cells wereettaaith
chicken IFNF (}E Jv( 8]1}vX [Iv( 8§]}v A]s8z &z JEE % }v JVP
recombinant viruses expressing a homo- or heterologous V protein respectively

displayed no alteration of replication.
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11.4P-Gensequenz Herts_|

Alignment der FORMNt-Sequenzen des in dieser Arbeit verwendeten NDV-Stammes Herts_|
und des WT-NDV Herts33/56 (Gen-Bank Accession-Nr. AY744484immern (hochgestellt)
beziehen sich auf das GesamtgenditrAustausche im Vergleich zu NDV Herts33/56 sind grau

hinterlegt.

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts 33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

1887 AUGGCCACCUUUACAGAUGCGGAGAICSACCBAGABIG G0
1887 AUGGCCACCUUUACAGAUGCGGAGAUCGACGAUAUAUUEEAGACCAGCGG

198TAACUGTULGACAGCABUBCGGMMGCEAAACCGGCAGAGRECG
1987AACUGUCAUUGACAGCAUAAUUACGGCCCAGGGUAAAUCERECAGAGACUG

1987CCGGAAGGAGAECCCACAAGGCAAGACCAAAGCUCCGABRGCAGCA
1987UCGGGAGGAGCGCAAUCCCACAAGGCAAGACCAAAGCGHAAGCGCAGCA

203ICGGGAGAAGCAUGGGBGEAICGCCGGCCAGGEMT UG A0%88
2037UGGGAGAAGCAUGGGAGCAUCCAACCACCGGCCAGCCABBAUAACCUUGA

2087 CUACAMCAGAUCAGACAABGEICCACAACUGAACAHTBUE! 36
2087CCAACAGGAUAGAUCAGACAAACAGCCAUCCACACCUGAABAGGCGACUC

21I3"CAGCRCAGCCCGUCAGUCACAUCCACCGACCAGC CCcUsUCCAGGCU
213"CACAUAACAGCCCGCCGGCCACAUCUACCGACCAGCCCECETCACCCAGGCC

2IBTACABUGAGACCGGUGACACACAGRIBIBAAGCAAGUAACUZEYCU
218"GCAGGCGAGGCCGGCGACACACAGCUCAAGACCGGAGCAAGCAACUCACU

2285IGMGUCAAUGCUCGACAAGCUCAGCAAUAAGUCGUCCAABBCUAAAAAAG
223"UUUGUCGAUGCUCGACAAGCUUAGCAAUAAAUCGUCUAARBGCUAAAAAGG

2287GCCCAUGGUCEXBCAAGAGGGCCACAACBRAGACGCAAG:®
228/GCCCAUGGUCGAGUCCCCAGGAAGGGCAUCAUCAACIEEGCCCCAAC

Z3ICAGGGAKJACCAAGCOBRAACAGUCABBGACCGCAGAACTEA
Z3ICAGGGGAGUCAACCGAGCCGCGGGAACAAUCAGGAAAGRECGCAAAACCA

B8 GGCCAAGGCUGCCCUNGBEASGCACABBGAMCAJIAGCAUAYR
Z8'GGCCAAGGCCGCCCCUGGAGACCGGGGCACAGACGCGABLCACAGCAUAUC

23T AUGGACAAUGGGAGGAGUGEIZAGCUGGUGUAAUCCCUEAUGCU
243"CUGGACAAUGGAAGGAGUCACAACUAUCAGCUGGUGUAAECCCUCAUGCG

248TCUCCBUCAGAGCAGAGCCAAGACAAUACUCCUGCACCUGHGGAUCAUGU
248"CCCCGGUCAGGGCAGAGCCAAGACAAUACUCCUGCACUBSSUGGAUCAUGU

253'CCAGCUACCUGUAGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUABBAUGGAGGCGH
253'CCAGCUACCUGUCGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUABTBAUGGAGGCGL

253'CCAGCUACCUGUAGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUABBAUGGAGGCGH
253'CCAGCUACCUGUCGACUUUGUGCAGGCGAUGAUGUCUABBAUGGAGGCGL
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Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts_|
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56

Herts |
Herts33/56
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ZBTYUAUCACAGAAGAUAAGUAAAGUUGACUAUCAGGUAGHCESE
258TUAUCACAGAGGGUAAGUAAAGUUGACUAUCAGUUAGACCHAGUUUUAAAA

23ICAGACALOJCCAUCCC@AIGAS®WCUGAAAUCCAACAGCUGAAAAC
2637"CAGACAUCCUCCAUCCCCAUGAUGCGGUCCGAAAUCCAGEAGCUAAAAAC

28 AUCUGUGBAGICAJGGAAGCCAAUUUG@BABBAAAUUCUGGAEC
2687 AUCCGUUGCGGUCAUGGAAGCCAAUUUGGGCAUGAUGAARRAUUCUGGACC

23" CUGGUUGUGCUAACAUUUCAUCUCUAAGUGAUCUACGGEEAGUC
23"CUGGUUGUGCUAACGUUUCUUCUCUAAGUGAUCUACGGBEAGUUGCCCGA

2I81JQICACCCAGUUUUAGCAGGGCCCGGGGAUCCAUCUCCUBRUGUGAA
2787JCCCAUCCAGUUUUAAUUUCAGGUCCCGGAGAUCCAURERCUUAUGUG

ZIYCAAAGHEIGASAUGGCACUCAAUAAACUUUCGCSENTIABESSS
BIIGAAGGGGGUGAAAUGGCACUCAAUAAACUUUCACAACCESBUGCUACAUC

2887CAUCUGAGGAJIAAACCOWAIGGCBBCGGGOGAVIAUS WG UB
2887"CUUCUGAGUUAAUUAAACCUGCCACGGCAAGCGGGCCUBERCAUGGGAGUA

298" GAGAAGGACACUIEJCGCHUGHACAJGUCACGAAAUGCAUCCEAG
29"GAGAAGGACACUGUCCGUGCAUUGAUCACCUCACGUCCBRUGCAUCCGAG

29%8’CUCCUCAGCCAAGCUCUUGAGCAAGCUGGAUGCAGCCGBBUCGAUAGAAG
29%8’CUCCUCAGCUAAGCUCCUGAGUAAGCUGGAUGCAGCCGBBUCGAUUGAAG

S0STAAAUCAGAAAAAUCAAGCGCCUUGCGCUGARUGGCUAA
30S’AGAUCAGGAAAAUCAAGCGCCUUGCGCUGRAUGGCUGA
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11.5NDV-Isolate zur Vorraussage hypothetischer W-Proteine und C-

terminal kodierter NLS

Auflistung der GenBank Acc. No. der NDV-Isolate, die fur die Vorraussage hypothetischer W-

Proteine und C-terminal kodierter NLS herangezogen wurden (s. a. TdBellabelle 4%

AB605247
AB853926
AB853927
AB853928
AFO77761
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
G@18280
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
JF79581
JF827026
JF827027
JF950509
JF950510
JF966385
JF966386

IN682211
JN800306
JIN986837
JN986838
JIN986839
JQ015295
JQ015296
JQ015297
JQ247691
JQ979176
J(®93431

JX012096
JX110635
JX119193
JX193074
JX193075
JX193076
JX193077

JF966387C JX193078

JN400895
JN400896
JN400897
JN599167
JN618348
JN618349
JN631747
JN653339
JN653340
JN682210

JX193079
JX193080
JX193081
JX193082
JX193083
JX316216
JX390609
JX393313
JX401403
JX401404

JX401405
JX443519
JX486550
JX486551
JX486552
JX486553
JX486554
JX486555
JX486556
JX48657

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

174

KC551967 KJ736742
KC844235 Y18898
KC894391

KC920893

11.6KonsensusASSequenz der NDV W-Proteine

Abbildung43: Konsensussequenz der vorhergesagten W-Protein C-Termini

Die Verteilung der einzelnen AS an den definierten Postioim W-Protein C-Termis
Position 5t 97 auf der X-Achgesind schematisch dargestellt. Die Grof3e der AS
(Einbuchstabencode) symbolisiert die Wahrscheinlichkeit eftretens diese an der definierten
Position im Protein. N- bzw. C-Terminus der AS-Sequenglwiod die Gro3buchstaben N bz@.
unterhalb der X-Achse gekennzeichnet.

(AS 135t 227
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11.7 SynGen W-NLSmMutJK9ntex

Alignment des W CI3ORE (Nt 7 - 544 mit mutierter Editierungsstelle und WT-NLS{MZI30)
und des synthetischen Gens W-NLSmutJK9ntex (Nt 1 - 552) mit durch die NisAlistau
AG421/422GC, G485C und G496C (grau hinterlegt) disruptierté"\NNES,.). Die neun Nt-
Austausche zur Verringerung des GC-Gehalt flindi#o-Synthese sind gelb hinterlegt und
fett geschrieben. Unterstrichene Sequenzen stellen zur Klonierung genutzte, artifizielle
Restirktionsenzymschnittstellen dar. Bindestriche zeigen das Fehlen aquivalenter

Sequenzbereiche an.

WhtCI30 e ATGGCCACCTTTACAGATGCAGAGATCGACGAGCTATAAGRBAC
WNLSmut IGAATTCATGGCCACCTTTACAGATGCAGAGATCGACGAGOGTEGAGAC
WhutCI30 S6GAACTGTCATTGGCAACATAATTACAGCCCAGGGTAAACCATGREPAGACTG
WNLSmut S6GAACTGTCATTGGCAACATAATTACAGCCCAGGGTAAACCATGREAGACTG
WhutCI30 HIAAGGAGTGCAATCCCACAAGGCAAGACCAAGGTGCTGAGCEHECATGGGA
WNLSmut HAAGGAGTGCAATCCCACAAGGCAAGACCAAGGTGCTGAGCEAMBCATGGGA
WhtCI30 186CATGGGAGCATCCAGCCACCGGCCAGTCAAGACAACCCCRHEITTBACAGGAC
WNLSmut 186CATGGGAGCATCCAGCCACCGGCCAGTCAAGACAACCCCGATABACAGGACAGA
WhutCI30 221CTGACAAACAACCATCCACACCCGAGCAAACGACCCCGCATGSEAGCCCGC
WNLSmut 221ICTGACAAACAACCATCCACACCCGAGCAXACBRGACAGOITIGE™

WhutCI30 216CACATCCGCCGACCAGCCCCCCACCCAGGCCACAGACGAAGBEBTCGACAC
WNLSmut 21T AACATCGRGACCAGBCOACCCAGGCCACAGACGAAGCCGTCGARACACAG
WhatCI30 3BICTCAGGACCGGAGCAAGCAACTCTCTGCTGTTGATGCTTGABAARSBCTCAGC
WNLSmut 3BICTCAGGACCGGAGCAAGCAACTCTCTGCTGTTGATGCTTGABAARSBCTCAGC
WhutCI30 3BAATCGTCCAATGCTAAGAAGGGGGCCCATGGTCGAGCCCCIUMBBAGGGGAA
WNLSmut 386AATCGTCCAATGCTAAGAAGGGGGCCCATGGTCGRERRIT/M CRC

WhutCI30 4“41CAACGTCCGACTCAACAGCAGGGGAGTCAACCCAGTCGCGEWWHECAGTCAG
WNLSmut 41CAACGTCCGACTCAACAGCAGGGGAGTCAACCCAGTCGCGBARACAGTCAG
WhatCI30 49BGACCGCAGAACCAAGTCAAGGCCGCCCCTGGAAACCAGGGEACRGACGT-
WNLSmut 49%8GACCGCACAACCAAGTCAAGGCCGCCCCTGGAAACCAGCETABRGACGTGA
Whu:CI30 551__ 552

W-ANLSmut 551G (552
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11.8Zellulare Lokalisation des NDV Herts_| W-Protein

Abbildung44: Lokalisation des NDV Herts_| W-Proteins
A) Konfokale Aufnahmen fixierter QM9-Zellen 24 hpt mit Expressassden, kodierend fur die NDV
Herts_| Proteine P und W. DieFarbung erfolgte mit mak-NDW 1AX rt, ESe «}A] o & &o}uEdD3?d
gekoppelten Sekundérantikdrpern. B) IF-Farbung NDV Herts_l-irdizi€pM9-Zellen, fixiert zu
angegebenen Zeitpunkten piy ]S rt, ESe pv o &£ &o}pE Kadrichen JgB imnwsimarkiert.
C) Schematische Darstellung der durch das Online-Tool cNLSMappergesagten zweiteiligen NLS
(unterstrichen) mit zwei basischen AS-Clustern (grof3e Buchstafmespezifischen C-terminalen Teil (AS
135 179) des NDV Herts_| W-Proteins.

11.9W-Protein in Nukleoli rNDVF1PdedVded-infizierter Zellen

Abbildung45: Lokalisation des W-Proteins in Nukleoli INDVF1PdedVded-infiziertee#ell
Die zelluldre Lokalisation des W-Proteins des rNDVF1PdedVded 24itge (MOI 5,0) in QM9-Zellen mit
u ™ Epu rt oii uv o /£ &o}uE eaiinchen JgB (roty aalysiert. Die Detektion des P-
Proteins (mak-NDV-P, AlexaFlourTM488 Ziege anti-Maus IgG, griin) dientiekisoriskontrolle.



Danksagung 177

12 vle PuvP

Die vorliegende Dissertation wurde am Institut fir molekulare Virelogid Zellbiologie des
Friedrich-Loeffler-Instituts angefertigt. Ohne die Unterstitzung zahlreilebesonen hétte sie in
dieser Form nicht realisiert werden konnen. Fir die vielfaltige Hilfe teGch mich an dieser
Stelle bedanken.

Fur die Moglichkeit @ Anfertigung dieser Arbeit, die hervorragende wissenschaftliche
Betreuung, die Unterstiitzung bei der Veroffentlichung der gewonnen Resultate und die
Maoglichkeit an (interf}nationalen Tagungen teilzunehmen bedanke ich mich insbesondere bei
Prof. Dr. Dr. h.c. Thomas C. Mettenleiter

Frau Dr. A. Romer-Oberdorfetanke ich fir die Uberlassung des spannenden Themas
vielen Anregungen und Hinweise zu theoretisched praktischen Fragen, sowie fir die stete
Bereitschaft zur Diskussion der Ergebnisse. Die Arbeitamibabor hat mich nicht nur in
wissenschattlicher Sicht bereichert.

Fur ein freundliches Arbeitsklima, kollegiale Zusammenarbeit, Unterstitzuhghboralltag,
sowie anregende Unterhaltungen und schone private Momente dankerenn M. LangeFrau
Dr. C. Nehlggeb. Steglich)Magdalena Murrund Henry Bartikowski

Herzlich mdchte ich mich auRerdem bégrrn Dr. Christian Grunélir die fachlichefreund-
schaftliche Unterstitzung und stetige Diskussionsbereitschaft Thema NDV bedanken.

Fur die Durchfuhrung und Auswertung der massenspektrometrisahdrelektronen-
mikroskopischen Analysen, die Hilfe bei der Etablierung und Interpretation des iHahingjg
Assays, sowie die Gewinnung von Kaninchenseren bedankedhb herzlich beHerr Dr. A
Kargerund Barbara Bettin Frau Dr. K. Franzk®etra Meyerund Mandy Jorn sowieFrau Dr. A.

Grosethund der Abteilung fir experimentelle Tierhaltung und Biosicherheit.

Ich danke meinen neu gewonnenen Freundinis@istin Trippler, AnneKlingbeilund Maria
Guntherfir unvergessene Abende auch Uber die Zeit der Dissertation hinaus.

Meinen Elternund meinem Bruderdanke ich fur die immerwé&hrende vorbehaltlose moralische
Unterstitzung in den ganzen Jahren seit Beginn des 3nsdnit viel Verstandnis und Interesse,
aufmunternden Worten und starkem Ruckhalt.

Ohne meinen Partnehlexanderund dessen Optimusmus und Glaube an micid diese Arbeit
ware diese nie vollendet worden. Ich danke ihm unendlich fur sein offenear@hdie lieben
Worte, das unbegrenzte Vertrauen und das Spenden von Kraft wahrend alleemithenund

Tiefen.






