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1. EINLEITUNG 
 

Das Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) wird dem Genus Pestivirus innerhalb der 

Familie Flaviviridae zugeordnet. Zum Genus Pestivirus gehören weiterhin das Virus der 

klassischen Schweinepest (Classical Swine Fever Virus, CSFV), das Border Disease Virus 

(BDV) der Schafe sowie einige atypische Viren, wie das 2007 identifizierte Bungowannah 

Virus. 

Pestiviren sind umhüllte Viren mit einem RNA-Genom in positiver Orientierung. Die virale 

RNA kodiert für ein großes Polyprotein, welches ko- und posttranslational durch virale und 

zelluläre Proteasen in die Struktur- und Nichtstrukturproteine gespalten wird. Im Gegensatz 

zu anderen Flaviviren besitzen Pestiviren zwei zusätzliche Proteine, das Nichtstrukturprotein 

Npro und das Strukturprotein Erns. Beide Proteine inhibieren die Immunantwort virusinfizierter 

Zellen, jedoch unterscheiden sich die Mechanismen. Im Gegensatz zu Npro, das für die virale 

Replikation in Zellkultur nicht essentiell ist, wird Erns für die Bildung infektiöser Virionen 

benötigt. Ob alle Bereiche des Erns-Proteins essentiell sind, wurde bisher nicht untersucht. 

Anders als die Strukturproteine E1 und E2 weist Erns keinen typischen Membrananker für die 

Integration in die Virushülle auf, sondern eine amphiphatische Helix. Ob Erns wirklich wie 

vermutet Bestandteil reifer BVD-Viren ist, konnte bisher nicht bewiesen werden, da 

Methoden zur Konzentrierung und Reinigung von BVDV fehlten. Unklar ist außerdem, wie 

die Freisetzung des Erns-Proteins aus dem viralen Polyprotein erfolgt, da die vermutete Erns-

E1 Spaltstelle kein hydrophobes Signalpeptid besitzt.  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu untersuchen, ob im Erns-Protein Bereiche definiert 

werden können, die für die Bildung infektiöser Virionen nicht essentiell sind. Dafür sollten 

BVDV-Mutanten hergestellt werden, die gezielte Deletionen, Insertionen oder Mutationen im 

Erns-Protein aufweisen. Weiterhin sollte die Prozessierung des C-Terminus von Erns analysiert 

werden. Hierfür war eine Konstruktion von Expressionsplasmiden, die eine Überexpression 

der BVDV-Strukturproteine ermöglichten sowie die Generierung von BVDV-Mutanten mit 

Veränderungen im Erns-E1-Spaltstellenbereich notwendig. Außerdem sollte das Erns-Protein 

des atypischen Pestivirus Bungowannah Virus in die Untersuchungen einbezogen werden. 

Ein weiteres Anliegen dieser Arbeit war die Etablierung einer effizienten Methode zur 

Konzentrierung und Reinigung von BVDV-Mutanten mit Epitop-markierten („getaggten“) 

Hüllproteinen für weiterführende morphologische Untersuchungen mittels 

Elektronenmikroskopie.
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2. LITERATURÜBERSICHT 
 

2.1. Taxonomie, Virus- und Genomstruktur   
 

2.1.1. Das Virus der bovinen Virusdiarrhoe 
 

Das Virus der bovinen Virusdiarrhoe (BVDV) wird zusammen mit dem Virus der klassischen 

Schweinepest (Classical Swine Fever Virus, CSFV), dem Border Disease Virus (BDV) der 

Schafe sowie einigen atypischen Viren in das Genus Pestivirus innerhalb der Familie 

Flaviviridae eingeordnet (Collett et al., 1988a; Korn, 1977; Fauquet et al., 2005; van 

Regenmortel et al., 2000). Der natürliche Wirt für BVDV ist das Rind, es werden aber auch 

Infektionen von kleinen Wiederkäuern (Schafe, Ziegen), von Kameliden (Lamas, Alpakas) 

und von Schweinen beobachtet (Goyal et al, 2002; Julia et al., 2009; Liess und Moennig, 

1990; Locher et al., 2010; Passler und Walz, 2009). Aufgrund von Sequenzunterschieden in 

der 5` untranslatierten Region (UTR) und der für E2 kodierenden Genomregion sowie 

antigener Unterschiede wird BVDV in zwei antigenetisch verschiedene Spezies, BVDV-1 und 

BVDV-2, unterteilt (Ridpath et al., 1994). In Deutschland werden bisher hauptsächlich 

Infektionen mit BVDV-1-Viren beobachtet (Beer und Wolf, 1999; Wolfmeyer et al., 1997). Da 

zunehmend atypische bovine Pestiviren detektiert werden, die sich nicht in die klassischen 

BVDV-1 und BVDV-2 einordnen lassen, wird in Erwägung gezogen, diese Viren in eine 

eigene Spezies (BVDV-3) zu gruppieren (Liu et al., 2009). 

Aufgrund ihres Verhaltens in Zellkultur kann man BVDV in zwei Biotypen einteilen. 

Nichtzytopathogene (nzp) BVDV führen zu keinen lichtmikroskopisch sichtbaren 

Veränderungen der Zellmorphologie, zytopathogene (zp) BVDV lösen dagegen Apoptose 

aus, die sich in Zellschrumpfung und Absterben der Zellen äußert (Gillespie und Baker, 

1960; Zhang et al., 1996). Typisch für zp BVDV ist eine effiziente Spaltung des 

Nichtstrukturproteins NS2/3, wodurch  bei zp BVDV wesentlich größere Mengen an freiem 

NS2- und NS3-Protein detektiert werden als bei nzp BVDV (Lackner et al., 2005). In den 

Genomen zp BVDV konnten verschiedene Veränderungen identifiziert und für die zp 

Eigenschaften verantwortlich gemacht werden. So konnten Insertionen zellulärer 

Sequenzen, wie z.B. des Ubiquitin-Gens im NS2/3-Gen beim BVDV-1-Stamm Osloss 

gefunden werden (Kümmerer et al., 2000). Beim BVDV-1-Stamm CP7 wurde eine 

Duplikation von 27 Nukelotiden viralen Ursprungs im NS2-Gen entdeckt (Tautz et al., 1996). 

Grundsätzlich ist davon auszugehen, dass diese genetischen Veränderungen zu einer 
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verstärkten RNA-Replikation und damit zur Akkumulation viraler RNA führen, was Apoptose 

induziert (Vassilev und Donis, 2000). 

Die behüllten, sphärischen BVDV-Partikel haben einen Durchmesser von 40-60 nm, die 

hexagonalen Kapside im Inneren einen Durchmesser von 20–25 nm (Gray und Nettleton, 

1987; Ohmann, 1990). Für CSFV-Partikel wurden Durchmesser von 55–70 nm beschrieben 

(Weiland et al., 1999). Neuere Ergebnisse stellen die geordnete hexagonale Kapsidstruktur 

in Frage und weisen darauf hin, dass das Kapsidprotein von BVDV und CSFV eine relativ 

ungeordnete Struktur bildet und über seine basischen Aminosäuren mit RNA interagiert 

(Murray et al., 2008; Riedel et al., 2010). BVDV-Partikel haben eine mittlere Dichte von 1,122 

g/cm3 in Saccharose (Chu und Zee, 1984). Die Virushülle ist eine Lipidmembran zellulären 

Ursprungs und enthält die viralen Glykoproteine E1 und E2 (Coria et al., 1983; Chu und Zee, 

1984). In den Virionen können sowohl E1-E2-Heterodimere als auch E2-E2-Homodimere 

detektiert werden (Rümenapf et al., 1993; Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990). Das virale 

Glykoprotein Erns ist ebenfalls membrangebunden, obwohl es keinen typischen 

Membrananker aufweist und bildet Erns-Erns-Homodimere (Fetzer et al., 2005; Tews und 

Meyers, 2007; Thiel et al., 1991). In Abbildung 1 ist ein BVDV-Partikel schematisch 

dargestellt. 

 

E2-E2-Homodimere

E1-E2-Heterodimere

Erns–Erns-Homodimere

Kapsid

ssRNA(+)-Genom

 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines BVDV-Partikels. Die behüllten BVD-Viren haben einen 

Durchmesser von 40-60 nm (Gray und Nettleton, 1987; Ohmann, 1990). In die Lipidmembran 

zellulären Ursprungs sind die viralen Glykoproteine Erns, E1 und E2 eingelagert. Es konnten E1-E2-

Heterodimere, E2-E2-Homodimere sowie Erns-Erns-Homodimere detektiert werden (Rümenapf et al., 

1993; Thiel et al., 1991; Weiland et al., 1990). 

 

Das einzelsträngige RNA-Genom mit einer Größe von etwa 12,3 kb und positiver 

Orientierung enthält einen einzigen offenen Leserahmen (ORF), der für ein Polyprotein mit 

ca. 4000 Aminosäuren  kodiert (Collett et al., 1988b). Dieses Polyprotein wird durch zelluläre 

und virale Proteasen ko- und posttranslational prozessiert (Collett, 1992; Heimann et al., 

2006;  Rümenapf et al., 1993; Stark et al., 1993; Tautz et al., 1997). Dabei entstehen die 
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Strukturproteine C, Erns E1 und E2 sowie die Nichtstrukturproteine Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, 

NS4B, NS5A und NS5B. In der Abbildung 2 ist das BVDV-Polyprotein schematisch 

dargestellt. Der ORF wird von untranslatierten Regionen (UTRs) flankiert. Die etwa 385 

Nukleotide umfassende 5`UTR besitzt eine ausgeprägte Sekundärstruktur, die vor allem 

durch die internal ribosomal entry site (IRES) bedingt wird  (Poole et al., 1995; Yu et al., 

2000). Die IRES vermittelt eine cap-unabhängige Translation des ORF (Pestova und Hellen, 

1999). Die 5`terminalen Nukleotide, die der IRES vorangehen, formen zwei 

Haarnadelstrukturen und beinhalten wichtige cis-agierende Elemente, die für die 

Virusreplikation von großer Bedeutung sind (Becher et al., 2000; Yu et al., 2000). Für die 

Funktionalität der IRES ist es sehr wichtig, dass sich Nukleotide aus beiden 

Haarnadelstrukturen paaren und ein sogenannter Pseudoknoten entsteht (Moes und Wirth, 

2007).  In der etwa 200 Nukleotide umfassenden 3`UTR wird die Sekundärstruktur durch 

Haarnadelstrukturen sowie einzelsträngige Bereiche gebildet und auch hier befinden sich 

cis-agierende Elemente, die vor allem für die RNA-Replikation von Bedeutung sind (Collett et 

al., 1988a; Yu et al., 1999). Für die Replikationskompetenz der RNA ist es weiterhin wichtig, 

dass regulatorische Elemente beider UTRs mit zellulären Proteinen der NFAR-Familie 

assoziieren (Isken et al., 2003). 
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Abb. 2: Schematische Darstellung des BVDV-Polyproteins und seiner Prozessierung. Der ORF wird 

von 5`und 3`UTRs flankiert. Das kodierte Polyprotein wird durch zelluläre und virale Proteasen ko- und 

posttranslational in die Strukturproteine C, Erns E1 und E2 sowie die Nichtstrukturproteine Npro, p7, 

NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B gespalten (Collett et al., 1988b). Die gefüllten grauen 

Boxen stellen die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die ungefüllten weißen Boxen 

symbolisieren die Nichtstrukturprotein-kodierenden Genombereiche. Die gefüllten Pfeile kennzeichnen 

die Spaltstellen zellulärer Proteasen. Die leeren Pfeile markieren die Spaltstellen viraler Proteasen.  

 

2.1.2. Das atypische Pestivirus Bungowannah Virus 
 

Das erstmals durch Kirkland et al. (2007) beschriebene Bungowannah Virus nimmt eine 

Sonderstellung im Genus Pestivirus ein. Es verursachte 2003 einen Ausbruch in einer 

australischen Schweinefarm, bei der vermehrte Totgeburten von Ferkeln mit einer 

multifokalen Myokarditis beobachtet wurden (Kirkland et al., 2007). Das Krankheitsbild, 
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welches als „porcines Myokarditis Syndrom“  beschrieben wurde, konnte in späteren Studien 

eindeutig mit dem Bungowannah Virus in Verbindung gebracht werden (Finlaison et al., 2009 

und 2010).  Durch Sequenzvergleiche in der 5`UTR, der Npro- und E2-kodierenden Region 

fand man heraus, dass das Bungowannah Virus zusammen mit dem durch Vilcek et al. 

(2005) beschriebenen Pronghorn Antilopen Virus im Stammbaum in einem separaten Zweig 

clustert (Kirkland et al., 2007; Liu et al., 2009). Sequenzvergleiche zeigten, dass 

Bungowannah Virus die größte genetische Divergenz zu allen anderen bekannten Pestiviren 

aufweist. In Tabelle 1 ist die  Homologie der Npro- und E2-Aminosäuresequenzen des BVDV-

1 Stammes CP7 zu BVDV-2 (US890), CSFV (Alfort 187), BDV (X818), Pronghorn sowie 

Bungowannah Virus aufgeführt (Kirkland et al., 2007). 

 
Tab. 1: Homologien auf der Basis von Aminosäuresequenzen in der Npro- und E2-kodierenden Region 

ausgewählter Pestiviren zum BVDV-1 Stamm CP7 (nach Kirkland et al., 2007)                             

 BVDV-1 (CP7) 
 BVDV-2 (US890) CSFV (Alfort187) BDV (X818) Pronghorn Bungowannah 

Npro 81,5 % 75,3 % 76,7 % 67,3 % 51,5 % 

E2 64,3 % 59,1 % 57,5 % 53,9 % 47,7 % 

 

2.2. Replikation der Pestiviren 
 

Die Interaktion von Virus und Wirt beginnt mit der Bindung von Virusoberflächenproteinen an 

Wirtszellrezeptoren. Der initiale Kontakt bei Pestiviren wird vermutlich über das Glykoprotein 

Erns vermittelt, indem es mit Glucosaminoglykanen der Zellmembran interagiert (Iqbal et al., 

2000). Anschließend binden E1-E2-Heterodimere an das bovine CD46-Molekül (Maurer et 

al., 2004; Ronecker et al., 2008). Die extrazelluläre CD-46-Domäne besteht aus vier 

Komplementkontrollproteinen, wobei BVDV vermutlich an das Komplementkontrollprotein 1 

bindet, welches am stärksten extrazellulär exponiert ist (Krey et al., 2006). Das Virus gelangt 

dann wahrscheinlich über Clathrin-abhängige Endozytose in die Wirtszelle, wo eine 

Ansäuerung des Endosomenvesikels zur Verschmelzung von Virushülle und 

Endosomenmembran und damit zur Freisetzung des Kapsids ins Zytoplasma führt (Donis et 

al., 1995; Krey et al., 2005; Lecot et al., 2005). Nach der Freisetzung der viralen RNA, die 

aufgrund ihrer positiven Orientierung als mRNA dient und über ihre IRES an die Ribosomen 

des rauen Endoplasmatischen Retikulums (ER) bindet, erfolgt die Translation des ORF 

(Pestova und Hellen, 1999; Poole et al., 1995; Yu et al., 2000). Das entstehende Polyprotein 

mit etwa 4000 Aminosäuren wird durch zelluläre und virale Proteasen ko- und 

posttranslational gespalten (Collett et al., 1988b; Heimann et al., 2006;  Rümenapf et al., 

1993; Stark et al., 1993; Tautz et al., 1997). Die freigesetzten Nichtstrukturproteine bilden 
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den Replikationsapparat und ermöglichen die Synthese von Negativstrang-RNA, die als 

Matrize für die Bildung von viraler RNA dient (Gong et al., 1996). Bereits sechs Stunden 

nach einer Infektion ist ein starker Anstieg der Positivstrang-RNA zu beobachten (Gong et 

al., 1996). Der Zusammenbau und die Reifung der Virionen finden am ER und Golgi-Apparat 

statt (Gray und Nettleton, 1987; Ohmann, 1990). Die Ausschleusung reifer Viruspartikel 

erfolgt vermutlich durch Exozytose (Gray und Nettleton, 1987; Ohmann, 1990).  

 

2.3. Das Glykoprotein Erns 
 

Das glykosylierte pestivirale Erns-Protein hat ein Molekulargewicht von etwa 48 kDa und 

bildet Homodimere (Donis et al., 1988; Thiel et al., 1991). Neben dem Hauptimmunogen der 

Pestiviren, dem Glykoprotein E2, ist auch das Erns-Protein in der Lage neutralisierende 

Antikörper zu induzieren (Donis et al., 1988; Weiland et al., 1992). Allerdings ist die 

Neutralisation des Virus durch Erns-Antikörper nur sehr schwach ausgeprägt (Bolin, 1993).  

Bei BVDV, wie auch bei den meisten anderen Pestiviren, besteht das Glykoprotein Erns aus 

227 Aminosäuren (Rümenapf et al., 1993). Eine Ausnahme bildet das Bungowannah Virus-

Erns-Protein mit nur 222 Aminosäuren (Frost et al., 2007). Das BVDV-Erns-Protein enthält acht 

potentielle N-Glykosylierungsstellen. Ob alle oder nur einige dieser N-Glykosylierungsstellen 

genutzt werden ist für BVDV unbekannt. Beim CSFV-Erns-Protein führte die Entfernung 

einzelner der sieben potentiellen N-Glykosylierungsstellen in den seltensten Fällen zu 

phänotypischen Veränderungen des Virus, was für eine flexible Nutzung der N-

Glykosylierungsstellen spricht (Sainz et al., 2008). Lediglich die Entfernung der N-terminal 

lokalisierten N-Glykosylierungsstelle führte zu einer Attenuierung des CSFV (Sainz et al., 

2008). Wird jedoch die Glykosylierung der Hüllproteine mit Glykosylierungs-Inhibitoren 

gehemmt,  ist die Vermehrung von BVDV und CSFV in Zellkultur stark beeinträchtigt 

(Tyborowska et al., 2007; Zitzmann et al., 1999). N-Glykane spielen eine wichtige Rolle bei 

der Protein-Faltung und eine Inhibition der N-Glykosylierung hat eine verminderte Sekretion 

des BVDV-Erns-Proteins zur Folge und lässt auf eine Funktion der N-Glykane während des 

sekretorischen Transports schließen (Branza-Nichita et al., 2004).  Im Gegensatz zu den 

beiden anderen Pestivirus-Glykoproteinen E1 und E2, die im ER mit Chaperonen der 

Calnexin/Calreticulin-Klasse interagieren, konnte eine Interaktion des BVDV-Erns-Proteins mit 

Chaperonen der GRP78/BiP-Klasse im ER gezeigt werden (Branza-Nichita et al., 2001 und 

2004). Von Bedeutung für die Faltung des BVDV-Erns-Proteins sind weiterhin neun Cysteine, 

die an einer inter- und vier intramolekularen Disulfidbrücken beteiligt sind (Langedijk et al., 

2002). Ein 3-dimensionales Modell von Langedijk et al. (2002) für das Pestivirus-Erns-Protein 

ist in Abbildung 3 dargestellt. Eine Mutation des Cysteins 171, welches vermutlich an der 

Homodimerisierung beteiligt ist, war bei CSFV nicht letal und führte lediglich zu einer 
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verminderten Heparansulfatbindung sowie zur Attenuierung des Virus (van Gennip et al., 

2005; Tews et al., 2009).  

 

 
Abb. 3: 3-dimensionales Modell des CSFV-Erns-Proteins nach Langedijk et al. (2002). Der N-terminale 

Bereich des Proteins ist in gelb, der C-terminale Bereich ist in hellblau dargestellt. Das aktive Zentrum  

der RNase (H30, E75, H79) sowie die Cysteine sind als Stäbchen-Modell gezeigt. Das C171 ist an der 

Homodimerisierung des Erns-Proteins beteiligt. 

 

In der Abbildung 4 sind die wichtigsten strukturellen und funktionellen Domänen des Erns-

Proteins am Beispiel des BVDV-1 CP7 schematisch dargestellt. Das Erns-Protein enthält zwei 

Cluster basischer Aminosäuren, die zum einen für die Bindung von dsRNA und damit für 

eine Inhibition der Interferonexpression und zum anderen für die Bindung an 

Glucosaminoglykane der Zellmembran wichtig sind (Iqbal et al., 2000 und 2004). Anders als 

das pestivirale Nichtstrukturprotein Npro, welches die Interferoninduktion inhibiert, indem es 

den Transkriptionsfaktor Interferon Regulatory Factor- 3 (IRF-3) dem proteasomalen Abbau 

zuführt (Hilton et al., 2006), interagiert das Erns-Protein direkt mit der dsRNA, einem 

Hauptinduktor für Interferone (Iqbal et al., 2004). Die Erns-Sequenz weist zwei Bereiche mit 

einer Homologie zu RNasen der Rh/T2/S-Familie bei Pilzen und Pflanzen auf (Schneider et 

al., 1993). Diese Homologie führte zur Identifizierung einer intrinsischen RNase-Aktivität des 

Erns-Proteins. Untesuchungen mit rekombinanter CSFV-RNase zeigten, dass Uridin-reiche 

Sequenzen bevorzugt degradiert werden und dass dsRNA vor dem Abbau geschützt ist 

(Windisch et al., 1996). Zum katalytischen  Zentrum der RNase gehören neben einer 

Glutaminsäure auch zwei  Histidine (Abb. 3 und 4). Durch Substitution bzw. Deletion eines 

Histidins können RNase-negative CSFV- und BVDV-Mutanten generiert werden, die ein 
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Wildtyp-ähnliches Wachstumsverhalten zeigen, aber im Tier attenuiert sind (Meyer et al., 

2002; Meyers et al., 1999). Untersuchungen konnten zeigen, dass die RNase-Aktivität für die 

Inhibition der Interferoninduktion durch extrazelluläre virale RNAs von Bedeutung ist 

(Magkouras et al., 2008; Mätzener et al., 2009). Der 37 Aminosäuren lange C-terminale 

Bereich des Erns-Proteins stellt ein Transporterpeptid dar und weist eine Homologie mit 

membranaktiven Peptiden auf (Langedijk, 2002). Das Transporterpeptid ist in der Lage sich 

selbst und sogar Enzyme mit 524 kDa energieunabhängig durch eukaryotische Membranen 

zu schleusen (Langedijk, 2002). Wie auch bei anderen Transporterpeptiden sind beim Erns 

basische Aminosäuren in diesem Proteinbereich besonders wichtig für die 

Translokationsaktivität (Langedijk, 2002). Der C-Terminus des Erns-Proteins repräsentiert 

außerdem einen untypischen Membrananker in Form einer amphiphatischen Helix (Fetzer et 

al., 2005; Tews und Meyers, 2007). Mit Hilfe von verkürzten Erns-Proteinen konnte eine 

zentrale Region von elf Aminosäuren im C-Terminus identifiziert werden, die für eine 

Membranbindung notwendig ist (Fetzer et al., 2005). Für die Generierung infektiöser 

Nachkommenviren ist die Integrität des Membranankers von großer Bedeutung. Wird diese 

durch Alanininsertionen gestört, ist keine Infektiosität mehr nachweisbar (Tews und Meyers, 

2007). Bisher ungeklärt ist, warum etwa 16% Erns trotz des Membranankers im Überstand 

infizierter Zellen zu finden sind (Fetzer et al., 2005; Rümenapf et al., 1993).  

 

H30 H79 KKGK KKLENKSK1

NCP7/CP7

Histidine (katalytische Zentren der RNase)

Cluster basischer As

Membrananker mit Translokationsaktivität

227

 
Abb. 4: Schematische Darstellung bekannter strukturell und funktionell wichtiger Bereiche des CP7-

Erns-Proteins. Das Erns-Protein besteht aus 227 Aminosäuren (Rümenapf et al., 1993). Die schwarzen 

Balken symbolisieren die Histidine H30 und H79, welche zum katalytischen Zentrum der RNase 

gehören. Zwei Cluster basischer Aminosäuren, die wichtig für die Bindung von dsRNA und 

Glucosaminoglykanen sind (Iqbal et al., 2000 und 2004), werden durch graue Boxen dargestellt. Eine 

vertikal-gestreifte Box markiert den C-terminalen Membrananker mit dem 37 Aminosäuren großen 

Transporterpeptid (Langedijk, 2002). 
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2.4. Die Prozessierung des pestiviralen Polyproteins 
 

Das ca. 4000 Aminosäuren umfassende pestivirale Polyprotein wird durch zelluläre und 

virale Proteasen in die Strukturproteine C, Erns E1 und E2 sowie die Nichtstrukturproteine 

Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A und NS5B gespalten (Collett et al., 1988b; Collett, 

1992; Heimann et al., 2006;  Rümenapf et al., 1993; Stark et al., 1993; Tautz et al., 1997).  

Das N-terminal lokalisierte Nichtstrukturprotein Npro ist eine Cysteinprotease und spaltet sich 

autokatalytisch vom nachfolgenden Kapsidprotein ab (Stark et al., 1993; Wiskerchen et al., 

1991). Der Bereich der Spaltstelle ist innerhalb der Pestiviren konserviert und die Spaltung 

findet zwischen einem Cystein und einem Serin statt (Stark et al., 1993). Npro ist für die 

Virusreplikation in Zellkultur nicht essentiell, aber es ist für die Inhibition der zellulären 

Immunantwort notwendig (Rüggli et al., 2003; Tratschin et al., 1998). Es konnte gezeigt 

werden, dass Npro den Transkriptionsfaktor IRF-3 für Interferongene dem proteasomalen 

Abbau zuführt (Hilton et al., 2006). Weiterhin wurde eine Interaktion zwischen Npro und dem 

Inhibitor von NFκB beschrieben (Doceul et al., 2008). Für die Spaltungen C-Erns, Erns-E1, E1-

E2, E2-p7 und p7-NS2 sind zelluläre Proteasen verantwortlich. Die Prozessierung der 

Glykoproteine Erns, E1 und E2 erfolgt vermutlich in einer festgelegten Reihenfolge und 

beginnt mit der Translokation des Signalpeptids stromabwärts vom Kapsidprotein in das ER-

Lumen, gefolgt von der Freisetzung des Kapsid- und E2-Proteins (Heimann et al., 2006; 

Rümenapf et al., 1993). Der C-Terminus des Kapsidproteins wird durch Spaltung einer 

Signalpeptid-Peptidase (SPP) generiert (Heimann et al., 2006). Heimann et al. (2006) fanden 

heraus, dass diese Spaltung durch den  SPP-Inhibitor (Z-LL)2-Keton blockiert und die 

Infektiosität von CSFV drastisch reduziert wird. Die P1- und P3-Positionen der Spaltstelle 

bilden Alanine und sie erfüllt ebenso wie  die E1-E2-Spaltstelle die Charakteristika einer 

SPP-Spaltstelle. Eine Ausnahme stellt die Erns-E1-Spaltstelle dar. Sie weist zwar auch 

Alanine an den P1- und P3-Positionen auf, aber ein hydrophobes Signalpeptid ist nicht 

vorhanden. Die Spaltung zwischen Erns und E1 findet vermutlich als letztes statt, die dafür 

verantwortliche zelluläre Protease wurde bisher nicht identifiziert (Rümenapf et al., 1993). 

Die Spaltung zwischen den Proteinen E2 und p7 ist unvollständig, so dass in infizierten 

Zellen neben freiem E2 und p7 ein E2-p7-Protein nachgewiesen werden kann, welches 

allerdings nicht essentiell für die Bildung infektiöser Virionen ist (Elbers et al., 1996; Harada 

et al., 2000). Wird durch Insertion einer IRES zwischen den E2- und p7-Genen die Bildung 

des E2-p7-Proteins verhindert,  hat dies keinen Einfluss auf die Entstehung infektiöser 

Virionen (Harada et al., 2000). Die Freisetzung des p7-Proteins ist jedoch für die Bildung 

infektiöser Virionen essentiell, da es vermutlich an der Permeabilisierung der Zellmembran 

und damit an der Virusfreisetzung beteiligt ist (Harada et al., 2000).  Die Prozessierung der 

pestiviralen Hüllproteine ist in der Abbildung 5 schematisch dargestellt. 
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Abb. 5: Schematische Darstellung der Prozessierung der pestiviralen Hüllproteine nach Rümenapf et 

al. (1993) und Heimann et al. (2006). Die Nichtstrukturproteine sind in weiß, die Strukturproteine sind 

in grau dargestellt. Die Pfeile symbolisieren Spaltungen, die von der SPP vorgenommen werden. Das 

Fragezeichen symbolisiert die Spaltung zwischen den Proteinen Erns und E1 durch eine noch nicht 

identifizierte Protease.  

 

Die Spaltung von p7 und NS2 erfolgt durch eine zelluläre Protease. Vom nachfolgenden 

NS3-Protein spaltet sich das NS2-Protein durch seine intrinsische Cysteinproteaseaktivität 

selbst ab (Lackner et al., 2004). Für die proteolytische Aktivität benötigt NS2 das zelluläre 

Chaperon „J-domain protein interacting with viral protein“ (Jiv) bzw. das Fragment Jiv90, 

welches für die Bildung eines Protease-Substrat-Komplexes essentiell ist (Lackner et al., 

2006). Das NS3-Protein ist ein multifunktionelles Protein mit einer RNA-Helikase-Aktivität, 

NTPase-Aktivität und Protease-Aktivität. Die RNA-Helikase-Aktivität ist vor allem während 

der frühen Phase der viralen Replikation von Bedeutung (Grassmann et al., 1999). 

Außerdem besitzt NS3 eine trypsin-ähnliche Serin-Protease-Aktivität, die für alle weiteren 

Spaltungen in der NS3-NS5B-Region verantwortlich ist (Wiskerchen und Collett, 1991; Xu et 

al., 1997). Für die Spaltungen NS4B-NS5A sowie NS5A-NS5B benötigt NS3 das NS4A-

Protein als Kofaktor (Wiskerchen und Collett, 1991; Xu et al., 1997). Die Spaltstellenbereiche 

für NS3 sind konserviert innerhalb der Pestiviren und die Spaltung findet zwischen einem 

Leucin und einem Alanin bzw. Serin statt (Tautz et al., 1997; Xu et al., 1997). Die Proteine 

NS3, NS4B und NS5A bilden vermutlich einen Multiproteinkomplex (Qu et al., 2001). Das 

Protein NS5B besitzt eine RNA-abhängige RNA-Polymeraseaktivität und ist vermutlich auch 

am Zusammenbau der Virionen am ER und Golgi-Apparat beteiligt (Ansari et al., 2004; 

Behrens et al., 1996; Zhong et al., 1998). 
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2.5. Epitop-Tags und ihre Anwendungsmöglichkeiten 
 

In den letzten Jahren haben sich Epitop-Tags als wichtige Werkzeuge in den 

Biowissenschaften erwiesen. Sequenzen für kurze antigene Peptide werden an oder in 

bestimmte Gene inseriert. Zusammen mit dem entsprechenden Protein exprimiert, bilden sie 

Epitope, die von Antikörpern erkannt werden. Die so markierten („getaggten“) Proteine 

können dann unabhängig von protein-spezifischen Antikörpern detektiert und gereinigt 

werden.  

Für funktionelle Studien eignen sich vor allem kleine Tags, die möglichst wenig mit der 

Struktur und der biologischen Aktivität des zu untersuchenden Proteins interferieren. Häufig 

verwendete kleine Tags sind c-myc- (EQKLISEEDL), STREPII- (WSHPQFEK), FLAG- 

(DYKDDDDK) oder V5- (GKPIPNPLLGLDST) Tags (Funakoshi und Hochstrasser, 2009; 

Terpe, 2003). Das FLAG-Epitop konnte z.B. in die variablen Regionen des Glykoproteins 

gp120 des Simian Immunodeficiency Virus (SIV) eingefügt werden (Laird und Desrosiers, 

2007). Das „getaggte“ rekombinante SIV zeigte eine ähnliche Replikationskinetik wie das 

parentale Virus und die Infektiosität konnte durch FLAG-Epitop-spezifische Antikörper 

neutralisiert werden (Laird und Desrosiers, 2007). Mit Hilfe eines N-terminal lokalisierten V5-

Tags und eines C-terminal lokalisierten HA-Tags gelang es, die Prozessierung sowie die 

zelluläre Lokalisation des Transmembranproteins CD2v des African Swine Fever Virus  zu 

untersuchen (Goatley et al., 2011). Gianni et al. (2010) gelang es, die Glykopoteine H/L des 

Herpes Simplex Virus  in löslicher Form mit einem STREP-Tag zu exprimieren und mit Hilfe 

dieses Affinitäts-Tags zu reinigen.  

Kürzlich wurde die FLAG-Markierung des Hepatitis C Virus (HCV)-Hüllproteins E2 

beschrieben. Takahashi et al. (2010) inserierten FLAG-Tags in die hypervariable Region 1 

des HCV-E2-Proteins und reinigten das rekombinante Virus über Affinitätschromatografie in 

Kombination mit einer Ultrafiltration. Das Einfügen des FLAG-Tags in die hypervariable 

Region 1 des HCV-E2-Proteins führte jedoch zu einer adaptiven Mutation einer potentiellen 

N-Glykosylierungsstelle (Takahashi et al., 2010). Da die Reinigungseffizienz bei diesem 

Ansatz sehr gering war, mussten große Mengen infektiöser Zellkulturüberstände gereinigt 

werden. Trotzdem gelang es Takahashi et al. (2010) in den Präparationen sphärische 

Partikel mit einem Durchmesser von 40-60 nm durch elektronenmikroskopische 

Untersuchungen nachzuweisen. Andere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass eine N-

terminale Fusion eines FLAG-Tags an das HCV-E2-Protein ohne adaptive Mutationen 

möglich ist und die rekombinanten Viren ähnlich wie die Parentalviren replizieren (Merz et 

al., 2011; Prentoe et al., 2011). Auch mit diesen Viruspräparationen war es möglich, 

sphärische HCV-Partikel mit einem mittleren Durchmesser von 73 nm  mit Hilfe der 
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Elektronenmikroskopie zu detektieren und sogar Apolipoprotein E  auf ihrer Oberfläche 

nachzuweisen (Merz et al., 2011).  

Epitop-Tags wurden auch für die Markierung von HCV-NS2-Proteinen verwendet und die 

generierten rekombinanten HCV mit „getaggten“ NS2-Proteinen erwiesen sich als geeignete 

Werkzeuge für Studien zum assembly von HCV (Jirasko et al., 2010).   

Ein weiteres Anwendungsgebiet von Epitop-Tags ist die Entwicklung von Markervakzinen, 

die eine Unterscheidung von geimpften und Feldvirus-infizierten Tieren erlauben. So haben 

Holinka et al. (2009) eine CSFV-Markervakzine entwickelt, die im E1-Protein als positiven 

Marker ein FLAG-Epitop und im E2-Protein ein mutiertes Epitop für einen monoklonalen

Antikörper (negativer Marker) exprimiert.
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3. MATERIAL UND METHODEN 
 

3.1. Material 
 

3.1.1. Zellen 
 

KOP-R RIE244, diploide bovine Zelllinie, Ösopharynxgewebe 

(Zellbank für Zelllinien in der Veterinärmedizin [ZBV], FLI 

Insel Riems) 

BHK-21/BSR-T7/5 RIE583, T7-RNA-Polymerase exprimierende 

Goldhamster-Zelllinie, Nierengewebe (Buchholz et al., 

1999; ZBV FLI Insel Riems) 

MB/E2/B5 RIE805, BVDV-C-E2 exprimierende ovine Zelllinie 

(Reimann et al., 2003; ZBV FLI Insel Riems) 

RK/WT/2 RIE1064, BVDV-C-E2 exprimierende Wisent-Zelllinie 

(ZBV FLI Insel Riems) 

 

3.1.2. Bakterien, Plasmide und Nukleinsäuren 
 

3.1.2.1. Bakterien 
 

E. coli – Stamm DH10BTM  Invitrogen 

E. coli – Stamm XL10-Gold®  Stratagene 

E. coli – Stamm TOP10  Invitrogen 

 

 

3.1.2.2. Plasmide 
 

pA/BVDV/Ins-    G. Meyers, FLI Tübingen 

pA/BVDV    G. Meyers, FLI Tübingen 

NCP7∆NS5MutKpnI   I. Reimann, FLI Insel Riems 

NCP7∆Erns-p7    I. Reimann, FLI Insel Riems 

CP7∆Erns_MluI   I. Reimann, FLI Insel Riems 

pCITE-2a(+)    Novagen 
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pCITE_Sg    I. Reimann, FLI Insel Riems 

pCITE_SgErns    I. Reimann, FLI Insel Riems 

pCITE_C-Erns    I. Reimann, FLI Insel Riems 

pCITE_C-E2    I. Reimann, FLI Insel Riems 

pCDNA_C-E2mod   I. Reimann, FLI Insel Riems 

Bungo_C-E2    Geneart AG 

pBAD/gIII A    Invitrogen 

 

3.1.2.3. Nukleinsäuren 
 

50 bp DNA-Größenmarker  MBI Fermentas 

1 kbp DNA-Größenmarker  MBI Fermentas 

HyperLadder I/II   Bioline 

 

3.1.2.4. Primer 
 

Die verwendeten Primer wurden von der Fa. Eurofins MWG Operon (Ebersberg) sowie der 

Fa. biomers.net (Ulm) hergestellt. Für die PCR wurde eine Primer-Konzentration von 10 

pmol/µl und für die Sequenzierung eine Primer-Konzentration von 5 pmol/µl verwendet. Die 

Sequenzen und Eigenschaften der verwendeten Primer sind in den Tabellen 2-7 aufgeführt. 

Die Erkennungssequenzen für Restriktionsendonukleasen sind in Kleinbuchstaben und 

unterstrichen, ihre Überhänge nur in Kleinbuchstaben dargestellt. Die Angaben zur 

Nukleotidposition (Pos) beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7 (Genbank 

U63479), auf die Sequenz des synthetischen Gens PT810, welches die Strukturproteine des 

BVDV-1-Stammes PT810 kodiert, oder auf die Sequenz des synthetischen Gens Bungo_C-

E2, welches die Strukturproteine des Bungowannah Virus kodiert. Bei Primern, die an 

pCITE-2a(+)- sowie an Zwischenkonstrukte binden, wurde auf die Positionsangabe 

verzichtet. Die Polarität (Pol) der Primer ist mit (+) für den kodierenden Strang und mit (-) für 

den nicht kodierenden Strang angegeben. Für die Mutagenese sind nur die Plusstrangprimer 

angegeben, die Sequenzen der Minusstrangprimer sind dazu rückwärts komplementär. Die 

Sonde für die real time RT-PCR ist in der Tabelle 8 aufgeführt. 
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Tab. 2: Primer für die Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung der BVDV-Mutanten mit 

Veränderungen in der Erns-kodierenden Region sowie den BVDV-Mutanten mit Epitop-markierten Erns- 

und E2-Proteinen 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt) Pol 

cp7_1720_Acc65I cagaggtaccACCTCGTAGACGGGATGACC 1720-1739 + 

cp7_1564_Acc65I cagaggtaccGGGATAGCCCCACACCATTAAC 1564-1585 + 

cp7_1746_Acc65I aactggtaccGGGAGTTGGTCATCCCGTCTA 1726-1746 - 

cp7_1849_Acc65I aactggtaccGGGCATATGCAGCCTCTCCC 1849-1868 + 

cp7_1203_Acc65I cagaggtaccGTAAGTTCCATTGCGTTATGTTC 1181-1203 - 

cp7_1255_Acc65I cagaggtaccATAGAAGTTTACATGGGATCTGGC 1255-1278 + 

cp7_1650_Acc65I cagaggtaccCAAAGTTGCAAGGCCCTTGTACC 1628-1650 - 

cp7_1687_Acc65I cagaggtaccATTGCACTAGTGTGATTCAAGACAC 1687-1711 + 

cp7_209 AAGCCTCGAGATGCCACGTGC 204-223 + 

cp7_p7_3804 GCTCTAGGTACCCCTGGGCA 3785-3804 - 

cp7_∆QPLR CTCAGGCCAACCTTACTGAGGGTGAGTGTGC 

CGTCACATGCC 

1468-1521 + 

cp7_DNFT CAGGCCAACCTTACTGAGGGTGATAACTTCAC 

GGAGTGTGCCGTCACATGC 

1470-1520 + 

E1_NheI acgggctagcGCCTCTCCCTATTGTGAGGTAG 1860-1881 + 

3804_XbaI aatttctagaTTACTCTAGGTACCCCTGGGC 3786-3803 - 

IRES_Acc65I caacggtaccGCTAAGTTATTTTCCACCATATTGCC  + 

3804_Acc65I caacggtaccCCTGGGCACCTGGTTCAGCC 3773-3792 - 

cp7_Erns_flag_F CTTTCAAGTCACAATGGGAGATTACAAGGACG 

ACGATGATAAGAGTGGGGAGAACATAACGCAA 

TGGAAC 

1160-1199 + 

cp7_Erns_strep_F CTTTCAAGTCACAATGGGATGGTCGCACCCGCA 

GTTCGAGAAGAGTGGGGAGAACATAACGCAATG 

GAAC 

1160-1199 + 

cp7_1930 CAGGCTGGAGTGCAATTC 1913-1930 - 

cp7_C_ins CAAGTCACAATGGGATGCGATTACAAGGACGAC   + 

cp7_T102A GGCTGACCCTCAGCAAGGTTGGCCTGAG  - 

cp7_E2_flag_F CTCATAACAGGGGCGCAAGGGGATTACAAGGAC 

GACGATGATAAGAGTGGGTACCCAGACTGCAAA 

CCC  

2424-2462 + 

cp7_E2_strep_F CTCATAACAGGGGCGCAAGGGTGGTCGCACCCG 

CAGTTCGAGAAGAGTGGGTACCCAGACTGCAAA 

2424-2462 + 
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CCC 

cp7_2958_R TCTGGGTCACACAGTCCTGC 2939-2958 - 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7. 

 
Tab. 3: Primer für die Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung der pCITE-2a(+)-Konstrukte 

sowie der bicistronischen Erns-Deletionsmutanten 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt) Pol 

SgErns_NcoI aataccatggCTCAAGAGTCGCGCAAGAAACTAG 1096-1119a + 

C_NcoI aataccatggTGTCCGACACAAAAGATGAAGGGGTG 873-896a + 

E1_XbaI aatttctagaTTACCCTTGCGCCCCTGTTATGAGC 2423-2444a - 

E2_XbaI ttaatctagaTTAACCCGAGGCCATCTGTTCTGA 3546-3566a - 

SgErnsmod_NcoI acgccatggTGCCACAAGAATCACGCAAAAAAC           236-257b + 

E2mod_XbaI ttaatctagaTTAAGCCGAGGCATTTTGTTCGG 2688-2707b - 

IRES_MluI tacgacgcgtGTTATTTTCCACCATATTGCC  + 

Ernsmod_MluI tacgacgcgtTTATGCATAAGCCCCGAACCATG 981-1001b - 

E1mod_MluI tacgacgcgtTTATCCTTGGACGCCCGTTATTAGC 1564-1585b - 

Bungo 

SgErns_NcoI 

aataccatggGAAGCGTCCAGGAAGAAGCTTG 225-246c + 

Bungo 

E2_XbaI 

ccaatctagaTTATCCTACTACCTCATACTGAG 2671-2690c - 

Bungo 

Erns_MluI 

tacgacgcgtTTAGGCTTCAGCTCCGAATATTTTTTTC 

TTGG 

943-971c - 

Bungo 

E1_MluI 

tacgacgcgtTTTAGGCTTGTGCTCCCCCTATG 1541-1559c - 

Bungo 

Erns_Ph 

CTTTCAAGTCACAATGGGAACCAACGTGACACAA

TGGAAC 

306-326c + 

Bungo 

Erns_2nd 

IRES_Ph 

CGGCAATATGGTGGAAAATAACTTAGGCTTCAGC

TCCGAATATTTTTTTCTTGGTG 

941-971c - 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7 (a), auf das 

synthetische Gen PT810 (b) oder auf das synthetische Gen Bungo_C-E2 (c).  
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Tab. 4: Primer für die Amplifikation des Fragments zur Herstellung des Expressionsplasmides für das 

Bungowannah Virus-Erns 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt) Pol 

Bungo 

Erns_NcoI 

aataccatggGAACCAACGTGACACAATGG 

 

306-323 + 

Bungo 

Erns_XbaI 

ccaatctagaCCGGCTTCAGCTCCGAATATTTTTTTCTT

GGTG 

941-971 - 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das synthetische Gen Bungo_C-E2. 

 
Tab. 5: Primer für die gerichtete Mutagenese 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt) Pol 

Mut_MluImod CGTCCGGACATATAAACGGGTTTCCCCATTCCC 2041-2073b + 

Mut_NcoImod CTCAACTAAATCTAACGATGGGCGTCACAACCGC 1290-1323b + 

Mut_R506A CCTATTGTGAGGTAGAAGCGAAGCTTGGTTACATC

TG 

1867-1903a + 

Mut_A495R GTAAGACATGGTTTGGGCGATATGCAGCCTCTCC

C 

1834-1868a + 

Mut_GILG CAACTTGGCTGGGCAGGCAGCTTAAGAAACTGGA

AAACAAGAGTAAG 

1780-1838a + 

Mut_RQL GCGAAACTAACAACTTGGCTGGGCAAGAAACTGG

AAAACAAGAGTAAG  
1770-1838a + 

Mut_NheI CAAGTCACAATGGGAGCCTCTCCCTATTGTG  + 

Mut_KpnI 2447 CATAACAGGGGCGCAAGGATATCCAGACTGCAAA

CCCGGC 

2426-2465a + 

Mut_KpnI  GGATGCCCAGAAGGTAACCCATTGTATGGGATC  + 

Mut_RYR CTGGTTTTCTTTCAAGTCACAATGGGATAAGTTATT

TTCCACCATATTGCCGTC 

 + 

Mut_∆G523 CACGATGATAATACCATGGAAGCGTCCAGGAAGA

AC 

 + 

Mut_K12 CAATGGAACTTACAAGATAATAAGGGAACGGAAG

GCATACAAC 

1191-1230a + 

Mut_R167 GCCGTAAGTGATGTGCTGCGGTTCAAAGAGCATG

AG 

1656-1690a + 

Bungo 

Mut_Ins_RQL 

CTCTCACATGGTTGTCGAGGCAGCTTAGTAAGATG

AAAACAC 

910-943c + 

Bungo 

Mut_Ins_GILG 

GGTTGTCGAGGCAGCTTGGGATACTAGGAAGTAA

GATTGAAAACAC 

927-943c + 
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Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7 (a), auf das 

synthetische Gen PT810 (b) oder auf das synthetische Gen Bungo_C-E2 (c).  

 
Tab. 6: Primer für die RT-PCR und die Sequenzierung 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt) Pol 

5`cp7 CTCGTATACATATTGGACACT 1-21a + 

cp7_209 AAGCCTCGAGATGCCACGTGC 204-223a + 

cp7_821 CTCAAGTGGGTCCACAAC 822-839a + 

cp7_1201 TACAAGATAATGGAAGGG 1201-1218a + 

cp7_1575 ACACCATTAACAGGTTGC 1575-1592a + 

cp7_1720_Acc65I cagaggtaccACCTCGTAGACGGGATGACC 1720-1739a + 

cp7_1761 CAAGGGACCGCGAAACTAAC 1761-1780a + 

cp7_1930 CAGGCTGGAGTGCAATTC 1913-1930a - 

cp7_2036 ACTCTCAGTGGTAGTGCTGTC 2036-2056a + 

cp7_2334 ATTTGGACCGCTGCTACAACCAC 2334-2356a - 

cp7_2444_XbaI aatttctagaTTACCCTTGCGCCCCTGTTATGAGC 2423-2444a - 

cp7_2482 GCTATGGCGTATGAAAAGCCGG 2461-2482a - 

cp7_2700 GGGAAAGAACAAGAGGACATAG 2700-2721a + 

cp7_2958 TCTGGGTCACACAGTCCTGC 2939-2958a - 

cp7_3321 ACGGCATGCACCTTCACC 3321-3338a + 

cp7_3567_Acc65I caagggtaccGTCCAGTATGGGGCAGGTGAGGG 3567-3586a + 

cp7_3804 GCTCTAGGTACCCCTGGGCA 3785-3804a - 

cp7_4324 TGGAGAAGAGTTGGGGTGTTC 4324-4344a + 

cp7_4913 CCGTGGCGGCCGCATTTAGGGCA 4893-4915a - 

cp7_5408 GGGTAGAACTAGAGTGGTTTG 5408-5428a + 

cp7_5508 AGCATCTGGCACCATCTGGAC 5488-5508a - 

cp7_6538 CGCTGCCAGATTTAGATACAG 6538-6558a + 

cp7_6678 TGCCTCTCCGCTGAGCCTGTT 6658-6678a - 

cp7_7823 CCTGTTCATCTCCGCTTTGGC 7823-7843a + 

cp7_7968 CTACGCTCTCCAGTCTGGTC 7949-7968a - 

cp7_9151 CACAGTAACGACATGGCTGGC 9131-9151a + 

cp7_9298 GCTGCCCTACCAACTAAAGTG 9278-9298a - 

cp7_10361 GACGGAAGCAGGAAGTAGGTTGG 10361-10383a + 

cp7_10551 CGTTCACTGTAGGTGTGTCTTAGGC 10528-10549a - 

cp7_11601_NaeI attagccgccCCTCTTGTGAGGAGGATCTGTC 11601-11622a + 
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cp7_11675 GTAAGTGGTCTGGGTTGATGG 11655-11675a - 

cp7_12170 ATCACTACTAATCTCAAC 12152-12169a - 

IRES_Mlu tacgacgcgtGTTATTTTCCACCATATTGCC  + 

IRES_Mlu taccacgcgtCATGGGTATTATCATCGTGTTTTTC

AAG 

 - 

IRES481 ACGGCATGCACCTTCACC  + 

E1mod_MluI tacgacgcgtTTATCCTTGGACGCCCGTTATTAG

C 

1564-1585b - 

E2mod_MluI tacgacgcgtTTAGCCGAGGCATTTTCCCCATTC

CC 

2694-2706b - 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7 (a) oder auf das 

synthetische Gen PT810 (b).  

 

Tab. 7: Primer für die real time RT-PCR [(Pan-Pestivirus)(Hoffmann et al., 2006)] 

Oligo Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt)  Pol 

BVD190-F GRAGTCGTCARTGGTTCGAC 172-191 + 

V326 TCAACTCCATGTGCCATGTAC 358-378 - 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7. 

 

Tab. 8: Sonde für die real time RT-PCR [(Pan-Pestivirus)(Hoffmann et al., 2006)] 

Sonde Nukleotidsequenz 5`- 3` Pos (nt)  Farbstoff 

TQ-Pesti TGCYAYGTGGACGAGGGCATGC 215-236 FAM 

Die Nukleotidpositionen beziehen sich auf das Genom des BVDV-1-Stammes CP7. 

 

3.1.3. Antikörper 
 

3.1.3.1. Primäre Antikörper 
 

3.1.3.1.1. Monoklonale Antikörper 
 
Tab. 9: Verwendete monoklonale Antikörper 

Bezeichnung Spezifität Referenz/Hersteller 

C16 NS3 

Pan-Pestivirus 

(Peters et al., 1986; Edwards et al.,  1988) 

Dr. Bommeli AG 
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E2-Mix 

(CA1/2; 

CA34/1/2; 

CA3/2/22) 

BVDV-E2 Tierärztliche Hochschule Hannover 

WB214 BVDV-1-E2  (Edwards et al., 1988) 

CVL Weybridge 

WB210 BVDV-1-Erns  (Edwards et al., 1988) 

CVL Weybridge 

0103 BVDV-1-Erns  IDEXX Laboratories Bern 

anti-His6-POD His-Tag Roche 

anti-FLAG M2 

(Maus) 

FLAG-Epitop Sigma 

anti-FLAG 

(Kaninchen) 

FLAG-Epitop Sigma 

anti-FLAG M2 

Affinity Gel 

FLAG-Epitop Sigma 

anti-FLAG M2 

Magnetic Beads 

FLAG-Epitop Sigma 

anti-STREP-Tag STREPII-Epitop AbD Serotec 

 

3.1.3.1.2. Polyklonale Antikörper 
 
Tab. 10: Verwendete polyklonale Antikörper 

Bezeichnung Spezifität Referenz/Hersteller 

anti-Bungowannah Virus-Erns 

Serum (Kaninchen) 

Bungowannah Virus-Erns (Wegelt)  

FLI Insel Riems 

anti-BVDV-E1 Peptidserum 

(Kaninchen) 

BVDV-E1 (Wegelt et al., 2009) 

FLI Insel Riems 

 

3.1.3.2. Sekundäre Antikörper 
 

anti-mouse IgG ALEXA488      Invitrogen 

anti-rabbit IgG ALEXA594      Invitrogen 

anti-rabbit IgG FITC       Sifin 

anti-mouse IgG, POD markiert     Dianova 

anti-rabbit IgG, POD markiert     Dianova 
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anti-mouse IgG, Gold-Konjugat (10 nm)    Biocell International 

 

3.1.4. Enzyme und Kits 
 

3.1.4.1. Enzyme 
 

Antarktische Phosphatase      New England Biolabs 

Desoxyribonuklease (DNaseI)     Promega, Invitrogen 

PfuUltra HF DNA-Polymerase     Stratagene 

Phusion™ HF DNA-Polymerase     Finnzymes 

Restriktionsendonukleasen      New England Biolabs, 

MBI Fermentas, Promega 

Ribonuklease (RNase) A      Qiagen 

RNase Inhibitor       Promega 

T4-DNA-Ligase       Promega 

T7-RNA-Polymerase       Promega 

Trypsin        Invitrogen 

 

Für die Reaktionen wurden jeweils die vom Hersteller mitgelieferten Puffer verwendet. 

 

3.1.4.2. Kits 
 
BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit   Applied Biosystems 

Expand High Fidelity PCR System     Roche 

HERDCHEK* BVDV Ag/Serum Plus     IDEXX Laboratories 

illustra™ PlasmidPrep Mini Spin Kit     GE healthcare 

Ni-NTA Fast Start Kit       Qiagen 

Pure Link™ Micro to Midi Total RNA Purification System  Invitrogen 

QIAamp® viral RNA Mini Kit      Qiagen 

QIAEXII Gel Extraction Kit      Qiagen 

QIAfilter Plasmid Midi Kit      Qiagen 

Qiagen® OneStep RT-PCR Kit     Qiagen 

QIAGEN Plasmid Purification Midi Kit    Qiagen 

QIAGEN Plasmid Purification Mini Kit    Qiagen 

QIAquick Gel Extraction Kit      Qiagen 

QIAquick Nucleotide Removal Kit     Qiagen 
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QuantiTect Probe RT-PCR Kit     Qiagen 

QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit   Stratagene 

QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit  Stratagene 

RiboMaxTM Large Scale RNA Production System -T7  Promega 

Sigma Spin™ Post-Reaction Purification Columns   Sigma 

 

3.1.5. Chemikalien und Reagenzien 
 

β-Mercaptoethanol       Stratagene 

[14C] Markerproteine       GE healthcare 

[35S] Trans-Label       Hartmann Analytic 

Aceton         Roth   

Acrylamid-Bisacrylamid-Lösung     Roth   

Agarose        Invitrogen 

Ammoniumpersulfat (APS)      Serva 

Ampicillin        Roth 

Arabinose        Sigma 

Borsäure        Roth 

Bromphenolblau       Roth 

Chlorophorm        sds 

Desoxyribonukleosid-5`-Triphosphate (dNTPs)   Promega 

Dextrose        Sigma 

Digitonin        Fluka 

DMEM (Dulbecco`s Modified Eagle Medium)   Gibco 

DMEM ohne Met/Cys       Gibco 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)    Roth, Serva 

Essigsäure        sds 

Ethanol        Roth 

Ethidiumbromid       Bio-Rad 

FLAG-Peptid        Sigma 

Formamid        Applied Biosystems 

Geniticin G418       Gibco 

Glucose         Roth 

Glutamax        Gibco 

Glycerin        Roth 

Glycin         Roth 

Isopropanol        Roth 
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Kaliumacetat        Roth 

Kaliumchlorid, KCl       Roth, Isocommerz 

Kaliumdihydrogenphosphat, KH2PO4    Fluka 

Kaliumhydroxid, KOH       Merck 

Kalziumchlorid, CaCl2       Merck 

Ladepuffer für Agarosegelelektrophorese    Qiagen 

LB AGAR (Lennox L Agar)      Invitrogen 

LB BROTH BASE (Lennox L Broth Base)    Invitrogen 

Magermilchpulver       Hobbybäcker-Versand 

Magnesiumchlorid, MgCl2      Sigma 

Magnesiumsulfat, MgSO4      Sigma 

Methanol        Roth 

N,N,N`N`TEMED (Tetramethylethylendiamin)   Serva 

Natriumchlorid, NaCl       Roth 

Natriumdesoxycholat       AppliChem 

Natriumdihydrogenphosphat, NaH2PO4    Roth 

Natriumhydrogencarbonat NaHCO3     Roth 

Natriumhydrogenphosphat, Na2HPO4    Roth 

Natriumhydroxid, NaOH      Roth 

Natriumpyruvat       Fluka 

OPTI-MEM®         Gibco 

Page Ruler™ prestained protein ladder    MBI Fermentas 

Pansorbin®-Zellen       Calbiochem 

Paraformaldehyd (PFA)      MP Biomedicals 

Penicillin-Streptomycin-Lösung     Sigma 

PIPES (Piperacin-N,N`-bis-(2-ethansulfonsäure))   Roth 

Polyethylenglycol (PEG) 6000     Serva 

Polygen        MVP Laboratories 

Probenpuffer, reduzierend      Roth 

Ribonukleosid-5`-Triphosphate (rNTPs)    Promega 

Rinderserumalbumin (BSA)      Sigma 

Roti®-Free Stripping-Puffer      Roth 

Röntgenfilm-Entwickler      Kodak 

Röntgenfilm-Fixierer       Kodak 

Saccharose        Merck 

Salzsäure, HCl       Merck    

SDS (Natriumdodecylsulfat)      Serva 
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SOC-Medium        Fluka, Invitrogen 

SuperFect® Transfection Reagent     Qiagen 

SuperSignal® West Pico Chemilumineszenz-Substrat  Pierce 

Trace Klean        Beckman 

Tris (2-amino-hydroxymethyl-1,3-propandiol)   Invitrogen 

Triton X-100        Sigma 

Trizol-Reagenz       Invitrogen 

Trypsinlösung        ZBV FLI Insel Riems 

Tween 20        Sigma 

Wasser für die Molekularbiologie (DEPC-H2O)   Roth 

ZB5 (für MB/E2/B5-Zellen)      ZBV FLI Insel Riems 

ZB12 (ohne FKS, für KOP-R-Zellen)     ZBV FLI Insel Riems 

ZB21 (10% FKS, für KOP-R-Zellen)     ZBV FLI Insel Riems 

ZB21k (3% FKS, für KOP-R-Zellen)     ZBV FLI Insel Riems 

ZB23a (für BSR-T7-Zellen)      ZBV FLI Insel Riems 

ZB28 (für RK/WT/2-Zellen)      ZBV FLI Insel Riems 

Zitronensäure        Roth 

 

3.1.6. Lösungen und Puffer 
 

Ammoniumpersulfat-Lösung (10%-ig)  100 mg APS/ml a. dest. 

frisch angesetzt 

 

Blockierungspuffer für Western Blot-Analyse 5% Magermilch in 1x TBS-T 

 

Digitonin-Lösung     10 mg Digitonin/100 ml 1x PBS 

 

Fixierlösung      25% Isopropanol 

10% Essigsäure 

 

Glycin-HCl (pH 3,5)     100 mM Glycin 

 

LB-Agar      32 g LB-Agar/1 l a. dest. 

 

LB-Glycerin      LB-Medium mit 40% Glycerin 

 

LB-Medium      20 g LB BROTH/1 l a. dest. 
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LB-Selektionsagarplatten    LB-Agar mit 100 µg/ml Ampicillin 

 

LB-Selektionsmedium    LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin  

 

Lösung I für Plasmidpräparationen   100  mM Tris-HCl, pH 7,4 - 8,0 

10  mM EDTA 

0,2 mg/ml RNaseA 

 

Lösung II für Plasmidpräparationen   200 mM NaOH 

1% SDS 

 

Lösung III für Plasmidpräparationen   60,0 ml 5 M Kaliumacetat 

11,5 ml Essigsäure 

28,5 ml a. dest. 

 

NZY+ -Medium     1  ml SOC-Medium 

20 µl 1M Glucose 

12,5  µl 1M MgCl2 

12,5  µl 1M MgSO4 

 

1x PBS (phosphate buffered saline) (pH 7,4) 137  mM NaCl 

2,7 mM KCl 

8  mM Na2HPO4 

1,5  mM KH2PO4 

 

PFA-Lösung (4%-ig)     4 g PFA/100 ml 1x PBS 

 

PIPES-Puffer      150  mM CaCl2 

10  mM PIPES, pH 7,5 

3,75% Glycerin 

 

Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)-Puffer 25  mM Tris 

192  mM Glycin 

0,1% SDS 

 

RIPA-1% Triton     1% Triton X-100 
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0,1% Natriumdesoxycholat 

0,1% SDS 

in RIP-Grundpuffer 

 
RIPA-1% Triton*     1% Triton X-100 

0,5% Natriumdesoxycholat 

0,1% SDS 

in RIP-Grundpuffer 

 

RIPA-0,2% Triton     0,2% Triton X-100 

in RIP-Grundpuffer 

 

Radioimmunpräzipitation (RIP)-Puffer (pH 7,6) 20 mM Tris-HCl 

100 mM NaCl 

1 mM EDTA 

0,2% BSA 

 

Saccharoselösung (25%-ig)    25% Saccharose 

1% Triton X-100 

0,5% Natriumdesoxycholat 

0,1% SDS 

in RIP-Grundpuffer 

 

SDS-Lösung (10%-ig)    100 g SDS/1 l a.dest. 

 

SDS-Lösung (20%-ig)    200 g SDS/1 l a.dest. 

 

Stripping-Puffer (pH 2,0)    24,5 mM Tris-HCl 

1% SDS 

 

0,5x TBE-Puffer (Tris-Borat-EDTA)   44,5  mM Tris 

44,5  mM Borsäure 

1  mM EDTA 

 

1x TBS-T-Puffer (Tris buffered saline) (pH 7,4) 10  mM Tris-HCl 

149  mM NaCl 

0,1% Tween 20 
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TE-Puffer (Tris-EDTA)    15 ml 0,2 M EDTA 

10 ml 1 M Tris-HCl 

975 ml a. dest. 

 

TEN-Puffer (Tris-EDTA-NaCl) (pH 7,6)  500 mM NaCl 

20 mM Tris 

1 mM EDTA 

 

Transferpuffer      25  mM Tris 

192  mM Glycin 

20% Methanol 

 

0,5 M Tris-Puffer (pH 6,8)    0,5  M Tris 

 

1,5 M Tris-Puffer (pH 8,8)    1,5  M Tris 

 

Triton-Wasser      70% a. dest. 

30% RIPA-0,2% Triton 

 

Triton X-100 Lysepuffer (pH 7,6)   20  mM NaH2PO4 

2  mM EDTA 

150  mM NaCl 

1% Triton X-100 

 

3.1.7. Geräte und Verbrauchsmaterialien 
 

3.1.7.1. Geräte 
 

AIDA Software       Fujifilm 

Bildplatte Fujifilm 

Brutschrank        Bachofer 

CO2-Brutschrank       Heraeus 

Digitalkamera        Olympus 

Elektronenmikroskop Tecnai 12     Philips 

Elektrophoresetransferzellen      Bio-Rad 
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Elektrophoresezellen       Bio-Rad 

ELISA-Reader infinite® 200      Tecan 

Eraser         Raytest 

Exsikkator        Kartell 

Fluoreszenzscanner       Fujifilm 

Fluoreszenzmikroskop      Olympus 

Fuchs-Rosenthal-Zählkammer     Marienfeld 

Gelelektrophoresekammern, horizontal    Bio-Rad 

Geltrockner        Bio-Rad 

Gene Pulser Xcell™ Electroporation System   Bio-Rad 

Genetics Computer Group (GCG) Software Version 11.1  Accelrys Inc. 

Hand-Kontaminationsmonitor     Berthold 

Hybridisierungsofen       Biometra 

iCycler         Bio-Rad 

Inkubationsschüttler       New Brunswick Scientific 

Inversionsmikroskop       Nikon 

Laborzentrifugen       Eppendorf, Hettich 

Magnetrührer        Variomag 

Magnet-Separator Dynal® MPC-S     Invitrogen   

Mikrowellengerät       Privileg 

pH-Meter        Knick 

Pipetten        Eppendorf, Abimed, Brand 

Pipettierhilfen        Abimed 

Power Pac Stromversorgungsgeräte    Bio-Rad 

Präzisionsküvetten aus Quarzglas     Hellma 

Präzisionswaagen       Kern, Sartorius, Owa Labor 

Röntgenkassetten für die Autoradiographie    Rego 

Rotoren für die Ultrazentrifuge     Beckman 

Sekuroka®-Beta-Schutzbehälter     Roth 

Sekuroka®-Schutzwanne      Roth 

Sekuroka®-Strahlenschutzschirm     Roth 

Sequenzierautomat 3110 Genetic Analyzer    Applied Biosystems 

Sicherheitswerkbank       Heraeus 

Spektralphotometer       Beckman 

Strahlenschutz-Abfallbox VWR 

Taumler        Heidolph 

Thermocycler PTC-200      MJ Research 
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Thermomixer        Eppendorf 

Transilluminator       Herolab 

Ultraschallgerät       Heinemann 

Ultrazentrifugen       Beckman 

Vortex         Ika, Heidolph 

Wasserbad        Lauda 

 

3.1.7.2. Verbrauchsmaterialien 
 
Dialyseschlauch Visking 

Elektroporationsküvetten (4 mm) Bio-Rad, Peqlab, Molecular 

BioProducts 

Einmalspritzen 1 ml Dispomed 

Filtereinheiten 0,22 µm Millipore 

Filterpapier Bio-Rad 

Filterspitzen Nerbe 

Hyperfilm MP GE healthcare 

Kapillarspitzen Biozym 

Nitrozellulosemembran Whatman 

Petrischalen Sarstedt 

Pipettenspitzen Eppendorf 

Polypropylenröhrchen 5 ml Sarstedt 

Reaktionsgefäße Eppendorf, Sarstedt 

Serologische Pipetten Sarstedt 

Skalpellklingen (steril) Aesculap 

Ultrazentrifugenröhrchen Beckman 

Zahnstocher Fackelmann 

Zellkulturplastikwaren Costar, Corning 

Zellschaber Sarstedt 

Zentrifugenröhrchen Corning 
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3.2. Methoden 
 

3.2.1. Prokaryotische Zellkultur 
 

3.2.1.1. Kultivierung und Kryokonservierung von E. coli Bakterien 
 

Die Bakterien [Escherichia coli (E. coli) Stamm DH10B,  XL10-Gold, TOP10] wurden über 

Nacht bei 37°C auf LB-Agarplatten unter Antibiotikaselektion kultiviert. Einzelkolonien 

wurden in LB-Medium mit Antibiotika über Nacht bei 37°C und 200 rpm (rounds per minute) 

inkubiert. Für die Kryokonservierung wurden 0,5 ml der Übernachtkultur mit 0,5 ml LB-

Glycerin gemischt und bei -70°C eingefroren. 

 

3.2.1.2. Herstellung kompetenter E. coli Bakterien 
 
1 ml einer Übernachtkultur (100 µl Glycerinkultur E. coli Stamm DH10B in 20 ml LB-Medium) 

wurden in 100 ml LB-Medium mit 2 ml 1 M MgSO4 und 1 ml 1 M KCl pipettiert und bei 37°C 

und 200 rpm bis zu einer optischen Dichte (OD)660 von etwa 0,6 inkubiert. Nach einer 

Sedimentation für 10 min bei 4000 x g und 4°C, wurde das Bakterienpellet in 25 ml PIPES-

Puffer resuspendiert und 40 min auf Eis inkubiert. Eine erneute Sedimentation für 10 min bei 

4000 x g und 4°C schloss sich an und das Bakterienpellet wurde in 5 ml PIPES-Puffer 

resuspendiert und 2 h auf Eis inkubiert. Die kompetenten Bakterien wurden aliquotiert und 

bei -70°C eingefroren. 

 

3.2.1.3. Transformation von E. coli Bakterien (Stamm DH10B) mit Plasmiden 
 

5-10 µl eines PCR- oder Ligationsansatzes wurden vorsichtig mit 50-100 µl kompetenten 

Bakterien (E. coli Stamm DH10B) gemischt und 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte ein 

Hitzeschock in einem 42°C warmen Wasserbad für 2 min. Die Bakterien wurden 2 min auf 

Eis abgekühlt bevor 200 µl bzw. 400 µl des auf 37°C vorgewärmten SOC-Mediums 

zugegeben wurden. Nach einer Inkubation für 1 h bei 37°C und 350 rpm im Thermomixer, 

wurde die Bakteriensuspension auf LB-Agarplatten mit Antibiotika ausgestrichen und über 

Nacht bei 37°C inkubiert. 
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3.2.1.4. Transformation von E. coli Bakterien (Stamm TOP10) mit Plasmiden 
 

5 µl eines Ligationsansatzes wurden vorsichtig mit 60 µl kompetenten Bakterien (E. coli 

Stamm TOP10) gemischt und 30 min auf Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in einem 42°C 

warmen Wasserbad für 1,5 min einem Hitzeschock unterzogen und anschließend 2 min auf 

Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 900 µl auf 37°C vorgewärmten SOC-Mediums, wurden die 

Bakterien bei 37°C und 350 rpm 1 h im Thermomixer inkubiert. Die Bakteriensuspension 

wurde auf LB-Agarplatten mit Antibiotika ausgestrichen und über Nacht bei 37°C kultiviert. 

 

3.2.1.5. Transformation von E. coli Bakterien (Stamm XL10-Gold) mit mutagenisierten 
Plasmiden 
 
22,5 µl der kompetenten Bakterien (E. coli Stamm XL10-Gold)  wurden mit 1 µl β-

Mercaptoethanol in einem vorgekühlten Polypropylenröhrchen gemischt, 10 min auf Eis 

inkubiert und in Abständen von 2 min durch Anschnipsen verwirbelt. Anschließend wurde 1 

µl des DpnI-verdauten PCR-Ansatzes vorsichtig mit den Bakterien gemischt und 30 min auf 

Eis inkubiert. Die Bakterien wurden in einem 42°C warmen Wasserbad für 0,5 min einem 

Hitzeschock unterzogen und anschließend 2 min auf Eis abgekühlt. Nach Zugabe von 250 µl 

auf 37°C vorgewärmten NZY+ -Mediums, wurden die Bakterien bei 37°C und 200 rpm für 1 h 

inkubiert, auf LB-Agarplatten mit Antibiotika ausgestrichen und über Nacht bei 37°C kultiviert. 

 

3.2.1.6. Schnellpräparation von Plasmid-DNA 
 

Einzelkolonien wurden in 2,5 ml LB-Medium mit Antibiotika über Nacht bei 37°C und 200 rpm 

kultiviert. 1,5 ml der Kultur wurden für 1 min bei 15700 x g sedimentiert und in 200 µl Lösung 

I resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lösung II und vorsichtigem Mischen, erfolgte eine 

5-minütige Inkubation bei Raumtemperatur. Anschließend wurde mit 200 µl Lösung III 

neutralisiert und 5 min auf Eis inkubiert. Nach einer Zentrifugation von 5 min bei 15700 x g 

wurde der plasmidhaltige Überstand in ein Reaktionsgefäß mit 420 µl Isopropanol überführt, 

gut gemischt und für 8 min bei Raumtemperatur gefällt. Durch eine Zentrifugation für 8 min 

bei 15700 x g wurde die DNA sedimentiert. Das Pellet wurde im Exsikkator getrocknet und 

anschließend in 30 µl a. dest. aufgenommen. Für analytische Spaltungen wurden 5 µl der 

Plasmid-DNA in einem 20 µl Ansatz mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen und 

ihren Puffern 1 h unter geeigneten Bedingungen inkubiert. 
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3.2.1.7. Präparation von Low Copy Plasmiden im kleinen Maßstab („Minipräparation“) 
 
Kleine Präparationen von Low Copy Plasmiden wurden mit dem QIAGEN Plasmid 

Purification Mini Kit durchgeführt. Bakterien wurden in 10 ml LB-Medium mit Antibiotika über 

Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Die Bakterienkultur wurde für 1 min bei 15700 x g 

sedimentiert und in 1 ml Puffer P1 resuspendiert. Danach wurde 1 ml Puffer P2 zugegeben 

und vorsichtig gemischt. Nach einer 5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur erfolgte die 

Zugabe von 1 ml Puffer P3. Unerwünschte Moleküle wurden durch zweimalige Zentrifugation 

für 10 min bei 15700 x g vom plasmidhaltigen Überstand getrennt. Der Überstand wurde mit 

2,1 ml Isopropanol gemischt. Die DNA wurde für 30 min bei 15700 x g sedimentiert, in 250 µl 

EB- sowie in 750 µl QBT-Lösung resuspendiert und auf die mit 1 ml QBT-Lösung 

äquilibrierte Säule aufgetragen. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 2 ml QC-Lösung 

und ein Elutionsschritt mit 0,8 ml QF-Lösung. Die DNA-Fällung und Sedimentation erfolgte 

durch Zugabe von 560 µl Isopropanol und Zentrifugation für 30 min bei 15700 x g. Das Pellet 

wurde für 5 min bei 15700 x g mit ca. 20 µl 70%-igem Ethanol gewaschen, anschließend im 

Exsikkator getrocknet und in 30 µl nukleasefreiem a. dest. aufgenommen.  

 

3.2.1.8. Präparation von Low Copy Plasmiden im mittleren Maßstab 
(„Midipräparation“) 
 

Mittlere Präparationen von Low Copy Plasmiden wurden mit dem QIAGEN Plasmid 

Purification Midi Kit durchgeführt. Bakterien wurden in 200 ml LB-Medium mit Antibiotika 

über Nacht bei 37°C und 200 rpm inkubiert, für 15 min bei 6000 x g sedimentiert und in 10 ml 

Puffer P1 resuspendiert. Anschließend wurden 10 ml Puffer P2 zugegeben, vorsichtig 

gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe und vorsichtigem Mischen 

von 10 ml Puffer P3 erfolgte eine 30-minütige Inkubation auf Eis und eine Zentrifugation für 

40 min bei 20000 x g in der Ultrazentrifuge. Der plasmidhaltige Überstand wurde mit 21 ml 

Isopropanol gemischt und für 5 min bei Raumtemperatur gefällt. Die DNA wurde für 30 min 

bei 13000 x g sedimentiert, in 0,5 ml EB- sowie 4,5 ml QBT-Lösung resuspendiert und auf 

die mit 4 ml QBT-Lösung äquilibrierte Säule aufgetragen. Es folgten zwei Waschschritte mit 

jeweils 10 ml QC-Lösung und ein Elutionsschritt mit 5 ml QF-Lösung. Durch Zugabe von 3,5 

ml Isopropanol wurde die DNA gefällt und durch eine 30-minütige Zentrifugation bei 6000 x g 

sedimentiert. Das Pellet wurde für 10 min bei 6000 x g mit 0,7 ml 70%-igem Ethanol 

gewaschen und im Exsikkator getrocknet. Die DNA wurde in 50 µl nukleasefreiem a. dest. 

aufgenommen. 
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3.2.1.9. Präparation von High Copy Plasmiden im kleinen Maßstab („Minipräparation“) 
 

Kleine Präparationen von High Copy Plasmiden wurden mit dem illustra™ PlasmidPrep Mini 

Spin Kit durchgeführt. Einzelkolonien wurden in 2,5 ml LB-Medium mit Antibiotika über Nacht 

bei 37°C und 200 rpm kultiviert. 1,5 ml der Kultur wurden für 1 min bei 15700 x g 

sedimentiert und in 200 µl Lösung 7 resuspendiert. Nach Zugabe von 200 µl Lösung 8 und 

vorsichtigem Mischen, erfolgte eine Neutralisation mit 400 µl Lösung 9. Die Zentrifugation 

von 4 min bei 15700 x g führte zur Trennung von Proteinen und chromosomaler DNA. Der 

plasmidhaltige Überstand wurde auf die Säule gegeben und für 1 min bei 15700 x g 

zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend mit 400 µl Waschpuffer bei 15700 x g 

zentrifugiert. Nach 1-minütigem Trocknen der Matrix, erfolgte die Elution der DNA mit 50 µl a. 

dest. durch Zentrifugation bei 15700 x g. Für analytische Spaltungen wurden 3 µl der 

Plasmid-DNA in einem 20 µl Ansatz mit den entsprechenden Restriktionsendonukleasen und 

ihren Puffern 1 h unter geeigneten Bedingungen inkubiert. 

 

3.2.1.10. Präparation von High Copy Plasmiden im mittleren Maßstab 
(„Midipräparation“) 
 

Mittlere Präparationen von High Copy Plasmiden wurden mit dem QIAfilter Plasmid Midi Kit 

durchgeführt. Bakterien wurden in 25 ml LB-Medium mit Antibiotika über Nacht bei 37°C und 

200 rpm inkubiert. Die Bakterien wurden für 15 min bei 6000 x g sedimentiert und in 4 ml 

Puffer P1 resuspendiert. Nach Zugabe von 4 ml Puffer P2 wurde vorsichtig gemischt und 5 

min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend wurden 4 ml Puffer P3 zugegeben und 

vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde auf den Qiafilter gegeben, 10 min bei 

Raumtemperatur inkubiert und mit einem Stempel auf eine mit 4 ml QBT-Lösung äquilibrierte 

Säule gedrückt. Nach zwei Waschschritten mit jeweils 10 ml QC-Lösung wurde die Plasmid-

DNA  mit 5 ml QF-Lösung von der Säule eluiert. Durch Zugabe von 3,5 ml Isopropanol wurde 

die DNA gefällt und für 30 min bei 6000 x g sedimentiert. Das Pellet wurde mit 0,7 ml 70%-

igem Ethanol für 10 min bei 6000 x g gewaschen und anschließend im Exsikkator 

getrocknet. Die DNA wurde in 50 µl nukleasefreiem a. dest. aufgenommen. 
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3.2.2. Eukaryotische Zellkultur 
 

3.2.2.1. Zellkultur 
 

Für Replikon- und Virusanalysen wurden KOP-R-, MB/E2/B5- sowie RK/WT/2-Zellen 

verwendet. DNA-Transfektionen wurden mit BSR-T7-Zelllinien durchgeführt. Die Zellen 

wurden in geeigneten Medien ggf. unter Zugabe von Geniticin G418 kultiviert. Nach 

Ausbildung konfluenter monolayer wurden die Zellen mit PBS gewaschen, mit einer 

trypsinhaltigen Lösung abgelöst und in frischem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden in 

geeignetem Verhältnis auf neue Zellkulturgefäße verteilt bzw. verworfen. Die Inkubation 

erfolgte bei 37°C in einer feuchten Atmosphäre mit einem CO2-Anteil von 5%. 

 

3.2.2.2. Gewinnung von Zelllysaten für Western Blot-Analysen 
  

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen und in einer geeigneten Menge PBS mittels eines 

Zellschabers von der Unterlage abgelöst. Bei Ausbildung eines deutlichen CPE wurden die 

Zellen in Zellkulturmedium abgelöst. Die Zellen wurden für 5 min bei 4000 x g sedimentiert, 

in 150 µl Triton X-100 aufgenommen und 10 min auf Eis inkubiert. Anschließend wurden die 

Zellen dreimal für 10 s mit einem Ultraschallgerät behandelt und bei -20°C für anschließende 

Western Blot-Analysen gelagert.  

 

3.2.2.3. Vermehrung von Viren in Zellkultur 
 

Konfluente monolayer (KOP-R-Zellen) wurden mit einer Virussuspension beimpft und unter 

Standardbedingungen inkubiert. Nach 3 bis 7 d wurde der Virusüberstand abgenommen und 

erneut auf konfluente monolayer gegeben. Ein Teil des Virusüberstandes wurde aliquotiert 

und für Virustitrationen bei -70°C gelagert.  

 

3.2.2.4. Virustitration 
 

Virustitrationen erfolgten in 96-Loch-Mikrotiterplatten (Mayr et al., 1974). KOP-R-Zellen 

wurden 24 h vor der Titration in 100 µl ZB21-Medium pro Vertiefung ausgesät. Eine 

Verdünnungsreihe der infektiösen Zellkulturüberstände in Medium von 10-1 bis 10-8 wurde 

erstellt. In 8-fachen Ansätzen wurden jeweils 100 µl der Virusverdünnung pro Vertiefung auf 

den konfluenten Zellrasen gegeben. Die übrigen Vertiefungen der Mikrotiterplatte wurden 
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nicht infiziert und dienten als Kontrollen. Die Zellen wurden für 3 d unter 

Standardbedingungen inkubiert. Die KID50/ml (kulturinfektiöse Dosis 50/ml) wurde nach der 

Methode von Spaerman und Kaerber (Mayr et al., 1974) angegeben. 

 

3.2.2.5. Erstellung von Wachstumskurven 
 

Für Wachstumsanalysen wurden 24-Loch-Zellkulturschalen verwendet. KOP-R-Zellen 

wurden 24 h vor der Infektion in 1 ml ZB21-Medium pro Vertiefung ausgesät. Zum Zeitpunkt 

der Infektion wurde die Zellzahl/Vertiefung mittels einer Fuchs-Rosenthal-Zählkammer 

bestimmt. Die Virussuspension wurde mit einer m. o. i. (muliplicity of infection) von 0,01, 0,05 

bzw. 0,1 auf die Zellen gegeben und mit einer geringen Menge ZB21k-Medium (mit 3% FKS) 

bedeckt. Nach einer Adsorptionszeit von 2 h, wurde der Zellrasen zweimal mit PBS 

gewaschen, mit 1 ml ZB21k-Medium (mit 3% FKS) bedeckt und unter Standardbedingungen 

inkubiert. Die Zellkulturüberstände wurden nach 0, 8, 24, 48 und 72 h geerntet und bei -70°C 

für Virustitrationen gelagert.  

 

3.2.2.6. Indirekter Immunfluoreszenztest 
 

In verschiedenen Zellkulturgefäßen (6-Loch-, 24-Loch-, 48-Loch, 96-Loch-Zellkulturschalen) 

kultivierte Zellen wurden 1 bis 7 d nach Transfektion oder Infektion einer Immunfluoreszenz 

(IF)-Analyse unterzogen. Das Medium wurde abgesaugt und der Zellrasen einmal mit PBS 

gespült. Für die Färbung des NS3 erfolgte eine 15-minütige Fixierung mit kalter 4%-iger 

PFA-Lösung auf Eis und eine 7-minütige Permeabilisierung mit 0,01%-iger Digitoninlösung 

bei Raumtemperatur. Für die Färbung des E2, Erns sowie des FLAG- bzw. STREPII-Epitops 

wurde der Zellrasen für 5 min mit kaltem 80%-igen Aceton auf Eis fixiert und permeabilisiert. 

Der Zellrasen wurde erneut mit PBS gespült und für 30 min bei Raumtemperatur mit dem 

Primärantikörper inkubiert. Der Zellrasen wurde nochmals mit PBS gespült und mit dem 

Sekundärantikörper für 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Zellen wurden mit PBS 

gewaschen und für die Auswertung am Fluoreszenzmikroskop mit PBS bedeckt. Die 

Verdünnungen der Primär- und Sekundärantikörper sind in den Tabellen  11-12 angegeben. 

 
Tab. 11: Verdünnungen der Primärantikörper für die IF-Analyse 

Antikörper Verdünnung in 1x PBS 

C16 (anti-NS3) 1:100 

E2-Mix (anti-E2) 1:10 

WB210 (anti-Erns) 1:100 
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anti-FLAG M2 (Maus) 1:1000 

anti-FLAG M2 (Kaninchen) 1:125 

anti-STREP 1:200 

anti-Bungowannah Virus-Erns 

Serum  

1:100 

 
Tab. 12: Verdünnungen der Sekundärantikörper für die IF-Analyse 

Antikörper Verdünnung in 1x PBS 

anti-mouse Alexa 1:1000 

anti-rabbit Alexa 1:2000 

anti-rabbit FITC 1:200 

 

3.2.2.7. Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen  
 

BSR-T7-Zellen wurden 24 h vor der Transfektion bis zu 80% Konfluenz ausgesät. Die DNA 

wurde mit OPTI-MEM gemischt und die vierfache Menge SuperFect®-Reagenz dazugegeben 

(1,25 µg DNA ad 30 µl + 5 µl SuperFect für eine Vertiefung einer 96-Loch-Zellkulturschale, 5 

µg DNA ad 100 µl + 20 µl SuperFect für eine Vertiefung einer 6-Loch-Zellkulturschale). Es 

folgte eine 5-10-minütige Inkubation bei Raumtemperatur während der die Zellen mit OPTI-

MEM gewaschen wurden. Zum SuperFect-DNA-Komplex wurde vorsichtig ZB23a-Medium 

pipettiert und der Ansatz auf die Zellen gegeben. Nach 4-stündiger Inkubation wurde der 

Ansatz vom Zellrasen entfernt, die Zellen mit frischem ZB23a-Medium bedeckt und unter 

Standardbedingungen inkubiert.  Die Zellen wurden 24 h nach der Transfektion einer IF-

Analyse unterzogen und für Western Blot-Untersuchungen geerntet. 

 

3.2.2.8. Metabolische Markierung von Proteinen in der Zellkultur (Pulse-Chase-
Experiment) 
 

Mit DNA transfizierte BSR-T7-Zellen wurden 23 h nach der Transfektion einmal mit PBS 

gewaschen und 1 h in Met- und Cys-freiem DMEM inkubiert. Anschließend wurden sie 1 h 

mit 100 µCi (3,7 MBq)/ml [35S]Met-[35S]Cys markiert. Nach einem Waschschritt mit PBS 

wurden die Zellen mit unmarkiertem DMEM bedeckt und nach 0, 30, 60, 120 und 180 min mit 

0,5 ml RIPA-1% Triton überschichtet und bei -20°C eingefroren. Nach dem Tauen wurden 

die Zellen mit einem Zellschaber abgekratzt und für 10 min bei 6000 x g sedimentiert. 

Anschließend wurde der Überstand erneut für 60 min bei 45000 rpm geklärt und für RIP-

Analysen verwendet. 
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3.2.2.9. Transfektion von RNA in eukaryotische Zellen mittels Elektroporation 
 

Die RNA-Transfektion erfolgte in KOP-R-, MB/E2/B5- sowie RK/WT/2-Zellen. Der zu 80–90% 

konfluente Zellrasen wurde mit PBS gewaschen, die Zellen einer T75-Zellkulturflasche mit 

einer trypsinhaltigen Lösung abgelöst, in 50 ml PBS aufgenommen und für 5 min bei 4000 x 

g sedimentiert. Das Zellpellet wurde in 700 µl PBS resuspendiert, in eine 

Elektroporationsküvette (4 mm) pipettiert und vorsichtig mit 9 µl einer in vitro-transkribierten 

RNA gemischt. Die Elektroporation erfolgte zweimal bei einer Kondensatorspannung von 

850 V und einer Kapazität von 25 µF im Elektroporator. Die Zellen wurden in 24-Loch-

Zellkulturschalen bzw. T25-/T75-Zellkulturflaschen mit Medium sowie 

Penicillin/Streptomycin-Lösung (1:100) ausgesät und unter Standardbedingungen inkubiert. 

Die Zellen wurden 1-5 d nach der Transfektion einer IF-Analyse unterzogen bzw. für Western 

Blot-Untersuchungen geerntet. 

 

3.2.2.10. Trans-Komplementierung mittels Helferzelllinien 
 

In vitro-synthetisierte RNA wurde mittels Elektroporation in MB/E2/B5- bzw. RK/WT/2-Zellen 

transfiziert. Die Zellkulturüberstände wurden 72 h nach der Transfektion geerntet und auf 

KOP-R-Zellen titriert.  

 

3.2.2.11. Reinigung von FLAG-markierten Viren mittels Affinitätschromatografie  
 

KOP-R-Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, mit ZB12-Medium (ohne FKS) inkubiert 

und mit Virus inokuliert. Die Zellkulturüberstände wurden nach Ausbildung eines deutlichen 

CPE geerntet und filtriert.  

Für die Reinigung der Viren mit dem Anti-FLAG M2 Affinity Gel wurden die Agarose-

Antikörper-Kügelchen vorsichtig resuspendiert, ein 200 µl Aliquot entnommen und für 5 min 

bei 1000 x g sedimentiert. Die Agarose wurde anschließend dreimal mit 200 µl Glycin-HCl 

(pH 3.5) und einmal mit 1000 µl PBS für 5 min bei 1000 x g gewaschen. Nach der Inkubation 

von 1 ml des infektiösen Zellkulturüberstandes für 1 h bei Raumtemperatur mit den 

Agarosekügelchen auf dem Taumler erfolgte eine Sedimentation für 5 min bei 1000 x g. 

Nach vier Wachschritten mit 1000 µl PBS für 5 min bei 1000 x g schloss sich die zweimalige 

Elution mit jeweils 500 µl einer FLAG-Peptidlösung (100 µg/ml) für 5 min bei 1000 x g an. Die 

Eluate wurden anschließend filtriert und auf KOP-R-Zellen titriert. 

Für die Reinigung der Viren mit den Anti-FLAG M2 Magnetic Beads wurden die Magnet-

Antikörper-Kügelchen vorsichtig resuspendiert, ein 150 µl Aliquot entnommen und mittels 
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eines Magnet-Separators vom Lagerungspuffer getrennt. Die Magnetpartikel wurden 

anschließend zweimal mit 750 µl PBS gewaschen, mit 1 ml des infektiösen 

Zellkulturüberstandes gemischt und 1 h bei Raumtemperatur auf dem Taumler inkubiert. 

Nach drei Wachschritten mit 750 µl PBS erfolgte die Elution mit 1000 µl einer FLAG-

Peptidlösung (100 µg/ml) für 30 min bei 4°C auf dem Taumler. Die Eluate wurden 

anschließend filtriert und auf KOP-R-Zellen titriert. 

 

3.2.2.12. Reinigung von FLAG-markierten Viren mittels Affinitätschromatografie für 
elektronenmikroskopische Untersuchungen 
 

Zehn T175-Zellkulturflaschen mit KOP-R-Zellen wurden mit ZB12-Medium (ohne FKS) 

inkubiert und mit Virus inokuliert. Die Zellkulturüberstände wurden nach Ausbildung eines 

deutlichen CPE geerntet und filtriert. Über Nacht erfolgte eine Fällung mit 8% PEG 6000 und 

0,7 M NaCl bei 4°C. Eine Sedimentation für 15 min bei 6000 x g schloss sich an. Das Pellet 

wurde vorsichtig in etwa 2 ml TEN-Puffer resuspendiert und 2–3 d bei 4°C inkubiert. Für die 

Reinigung der Viren wurden die Anti-FLAG M2 Magnetic Beads vorsichtig resuspendiert, ein 

200 µl Aliquot entnommen und mittels eines Magnet-Separators vom Lagerungspuffer 

getrennt. Die Magnetpartikel wurden anschließend zweimal mit 1 ml TEN-Puffer gewaschen, 

mit 1,5 ml des infektiösen Zellkulturüberstandes gemischt und 1 h bei Raumtemperatur auf 

dem Taumler inkubiert. Nach drei Wachschritten mit 1 ml TEN-Puffer erfolgte die Elution mit 

100 µl einer FLAG-Peptidlösung (100 µg/ml) für 60 min bei 4°C auf dem Taumler. Restliche 

Magnetpartikel wurden zweimal mittels eines Magnet-Separators entfernt. Anschließend 

wurde das Eluat für 3 min bei 2300 x g zentrifugiert und der Überstand für 

elektronenmikroskopische Untersuchungen verwendet. Die elektronenmikroskopischen 

Untersuchungen wurden von H. Granzow (FLI Insel Riems) durchgeführt. 

 

3.2.3. Analyse von RNA 
 

3.2.3.1. RNA-Isolierung aus Zellen  
 

Die Gesamt-RNA wurde aus infizierten Zellen einer 6-Loch-Zellkulturschale mit Trizol-

Reagenz isoliert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurde der Zellrasen mit 1 ml Trizol-

Reagenz überschichtet, durch mehrmaliges Aufziehen mit der Pipette abgelöst und in ein 

Reaktionsgefäß überführt. Nach Zugabe von 200 µl Chlorophorm, wurde die Probe 15 s 

stark geschüttelt und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer Zentrifugation für 15 

min bei 9300 x g und 4°C, wurde die obere RNA-enthaltende wässrige Phase mit 500 µl 
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Isopropanol gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Sedimentation der RNA 

erfolgte bei 9300 x g für 10 min bei 4°C. Nach einem Waschschritt mit 20 µl 75%-igem 

Ethanol bei 5900 x g für 5 min bei 4°C wurde die RNA getrocknet und in 30 µl 

nukleasefreiem a. dest. aufgenommen und für anschließende RT-PCR-Untersuchungen bei -

70°C gelagert. 

 

3.2.3.2. RNA-Isolierung aus Zellkulturüberstand  
 

Die Gesamt-RNA wurde aus dem Überstand von infizierten Zellen mit Hilfe des QIAamp viral 

RNA Mini Kits isoliert. Dafür wurden 140 µl des Zellkulturüberstandes mit 560 µl Puffer 

AVL/Carrier RNA für 15 s gemischt und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe 

von 560 µl 100%-igem Ethanol wurde erneut für 15 s gemischt. In Portionen von 630 µl 

wurde der Ansatz auf die Säule gegeben und jeweils für 1 min bei 5900 x g zentrifugiert. Es 

folgten zwei Waschschritte mit 500 µl Puffer AW1 und AW2 für 1 min bei 5900 x g bzw. für 3 

min bei 15700 x g. Die Säule wurde anschließend nochmals für 1 min bei 15700 x g 

zentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte mit 60 µl Puffer AVE für 1 min bei 5900 x g. Die 

RNA wurde bei -70°C gelagert und für anschließende RT-PCR-Untersuchungen verwendet. 

 

3.2.3.3. Agarosegelelektrophorese von RNA  
 

1 µl in vitro-transkribierter RNA wurden mit 2 µl Ladepuffer gemischt, in ein 1%-igen 

Agarosegel geladen und für 30 min bei 100 V elektrophoretisch getrennt. Als Gelpuffer 

diente 0,5x TBE-Puffer mit 100 ng/ml Ethidiumbromid. Die RNA wurde anschließend unter 

UV-Licht beurteilt und fotografiert. 

 

3.2.3.4. Reverse Transkription-Polymerasekettenreaktion (RT-PCR) 
 

Die RT-PCR wurde mit dem Qiagen® OneStep RT-PCR Kit durchgeführt. Die Reaktion 

wurde nach dem Protokoll des Herstellers im Thermocycler durchgeführt. 
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Reaktionsansatz :  5 µl 5x OneStep RT-PCR Puffer 

    1 µl dNTPs (je 10 mM) 

    0,75 µl Plusstrang-Primer (10 pmol) 

    0,75 µl Minusstrang-Primer (10 pmol) 

    0,2 µl RNase Inhibitor 

    1 µl OneStep RT-PCR Enzym-Mix 

    13,8 µl a. dest. 

    2,5 µl RNA  

 

Reaktionsbedingungen: 1x  50°C, 30 min 

    1x 95°C, 15 min 

    35x 94°C, 30 s 

     55°C, 1 min 

     72°C, 1 min  

    1x 72°C, 10 min 

    1x 10°C  

 

3.2.3.5. Real time RT-PCR nach einem RNase-Protektions-Assay 
 

Filtrierte Zellkulturüberstände von mit in vitro-transkribierter RNA  transfizierten KOP-R-

Zellen wurden 1:10 mit TE-Puffer verdünnt. 240 µl des verdünnten Zellkulturüberstandes 

wurden mit 10 µl RNaseA sowie 1 µl DNaseI (Invitrogen) versetzt und 4 h bei 37°C leicht 

geschüttelt. Dabei wurden stündlich weitere 10 µl RNaseA dazugegeben. In Virionen 

verpackte RNA wurde anschließend mit dem Pure Link™ Micro to Midi Total RNA 

Purification System isoliert. Dazu wurden zunächst 750 µl Trizol-Reagenz dazugegeben, 

gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von 200 µl Chlorophorm, 

wurde die Probe 15 s stark geschüttelt und 3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer 

Zentrifugation bei 12000 x g für 15 min bei 4°C wurde die obere RNA-enthaltende wässrige 

Phase mit 600 µl 70%-igem Ethanol gemischt und in zwei Portionen auf die Säule gegeben. 

Diese wurde jeweils bei 12000 x g für 1 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der 

Durchfluss verworfen. Anschließend folgten ein Waschschritt mit 700 µl Waschpuffer I sowie 

zwei Waschschritte mit 500 µl Waschpuffer II. Zu diesem Zweck wurde die Säule jeweils 

einmal (nach dem letzten Waschschritt zweimal) bei 12000 x g für 1 min bei 

Raumtemperatur zentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte nach 1-minütiger Einwirkzeit mit 

50 µl nukleasefreiem a. dest. bei 12000 x g für 2 min bei Raumtemperatur. Die RNA wurde 

für anschließende real time RT-PCR-Untersuchungen bei -70°C gelagert. 
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Die real time RT-PCR wurde mit dem QuantiTect Probe RT-PCR Kit durchgeführt. Die 

Reaktion wurde nach dem Protokoll des Herstellers im iCycler durchgeführt. Neben den zu 

analysierenden Proben wurden Positiv-Kontrollen als Standards mitgeführt. Über die 

sogenannten cycle of treshold (CT) ließ sich im Vergleich mit den bekannten Standards die 

Menge der Ausgangs-RNA quantifizieren (Hoffmann et al., 2006). 

 

Reaktionsansatz:  12,5 µl 2x Quanti Tect RT-PCR Master-Mix 

    2 µl Primer-Sonden-Mix (je 10 pmol) 

    0,25 µl Quanti Tect RT-Mix 

    5,25 µl a. dest. 

    5 µl RNA  

 

Reaktionsbedingungen: 1x  50°C, 30 min 

    1x 95°C, 13 min 30 s 

    40x 95°C, 30 s 

     57°C, 30 s 

     62°C, 60 s  

    1x 25°C  

3.2.4. Analyse von DNA 
 

3.2.4.1. Agarosegelelektrophorese von DNA 
 

Die elektrophoretische Trennung von DNA erfolgte je nach Fragmentgröße in 0,8%- bis 

1,5%-igen Agarosegelen für 30-60 min bei 100 V. Als Gelpuffer wurde 0,5x TBE-Puffer mit 

100 ng/ml Ethidiumbromid verwendet. Die Größen der DNA-Fragmente wurden anhand einer 

1 kb bzw. einer 50 bp DNA-Leiter bestimmt. Die DNA wurde unter UV-Licht beurteilt und 

fotografiert. 

 

3.2.4.2. Konzentrationsbestimmung von DNA 
 

Die Konzentration von DNA wurde mittels Absorptionsmessung im Spektralphotometer 

bestimmt. Dazu wurde eine geeignete Verdünnung hergestellt und die OD bei 260 nm gegen 

H2O gemessen. Die Reinheit der DNA konnte anhand des Verhältnisses OD260/OD280 

abgeschätzt werden. 
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3.2.4.3. Restriktionsendonukleaseverdau 
 

Für präparative und analytische Spaltungen wurden 1-2 units (u) einer 

Restriktionsendonuklease pro 1 µg Substrat-DNA eingesetzt. Der Reaktionsansatz enthielt 

weiterhin einen vom Hersteller mitgelieferten 10x Puffer, der mindestens eine Enzymaktivität 

von 75% garantierte. Bei einigen Restriktionsendonukleasen wurde eine Zugabe von 0,2-0,5 

µl Rinderserumalbumin (BSA) pro Ansatz empfohlen. Der gesamte Spaltansatz wurde mit a. 

dest. auf 20-50 µl aufgefüllt. Nach 1-2 h Inkubation unter Schütteln bei ca. 550 rpm und der 

optimalen Reaktionstemperatur wurden die DNA-Fragmente im Agarosegel elektrophoretisch 

getrennt und analysiert. 

 

3.2.4.4. Sequenzierung 
 

Die Sequenzierreaktionen wurden mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit 

nach dem Protokoll des Herstellers im Thermocycler durchgeführt. Als template wurden 150-

300 ng Plasmid-DNA bzw. 1–50 ng PCR-Fragment (in Abhängigkeit von der Länge) 

eingesetzt. Nach Ablauf der Reaktion im Thermocycler war eine Reinigung mit Hilfe der 

Sigma Spin Post-Reaction Purification Columns erforderlich. Die Säulen wurden für 2 min bei 

700 x g zentrifugiert und der Durchlauf verworfen. Anschließend wurde der Reaktionsansatz 

auf die Säule pipettiert und erneut für 4 min bei 700 x g zentrifugiert. 10 µl des Eluates 

wurden mit 10 µl Formamid gemischt und mittels eines  Sequenzierautomaten analysiert. Die 

Auswertung der Sequenzdaten erfolgte mit der GCG-Software. 

 

Reaktionsansatz:  2 µl BigDye-Mix 

    1 µl 5x Reaktionspuffer 

    1 µl Primer (5 pmol) 

    6 µl DNA 

 

Reaktionsbedingungen: 1x  Denaturierung  96°C, 1 min 

    25x Denaturierung  96°C, 10 s 

     Annealing  50°C, 5 s 

     Elongation  60°C, 4 min 

    1x Abkühlung   4°C 
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3.2.5. Klonierung rekombinanter DNA 
 

3.2.5.1. Polymerasekettenreaktion (PCR) unter Verwendung des Expand High Fidelity 
PCR Systems 
 

Die Amplifikation von DNA-Abschnitten für die Klonierung von DNA-Konstrukten wurde mit 

dem Expand High Fidelity PCR System durchgeführt. Dazu wurden zwei Mastermixe 

hergestellt und miteinander gemischt.  Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben im 

Thermocycler mit einer geeigneten Annealingtemperatur (Ta) entsprechend der verwendeten 

Primer durchgeführt. Das amplifizierte DNA-Fragment wurde im Agarosegel 

elektrophoretisch getrennt, isoliert und für die Klonierung aufbereitet.  

 

Mastermix 1:   0,4 µl dNTPs 

    1,5 µl Plusstrang-Primer (10 pmol) 

    1,5 µl Minusstrang-Primer (10 pmol) 

    20,6 µl a. dest. 

    1,0 µl DNA 

 

Mastermix 2:   5,0 µl 10x Puffer 

    0,75 µl Enzym-Mix 

    19,25 µl a. dest. 

 

Reaktionsbedingungen: 1x  Denaturierung  94°C, 2 min 

    10x Denaturierung  94°C, 15 s 

     Annealing  Ta, 30 s 

     Elongation  72°C, 45 s – 8 min 

    20x Denaturierung  94°C, 15 s 

     Annealing  Ta, 30 s 

     Elongation  72°C, 45 s - 8 min 

        + 5 s Verlängerung/Zyklus 

    1x Elongation  72°C, 10 min 

    1x Abkühlung   10°C 

 

3.2.5.2. PCR unter Verwendung von PfuUltra High Fidelity DNA-Polymerase 
 

Die Herstellung von Megaprimern für eine sich anschließende Fusions-PCR (Unger et al., 

2010) erfolgte in einer PCR unter Verwendung der PfuUltra High Fidelity DNA-Polymerase. 
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Die Reaktion wurde nach Herstellerangaben im Thermocycler mit den geeigneten 

Annealingtemperaturen (Ta) für die verwendeten Primer durchgeführt. Das Fragment wurde 

im Agarosegel elektrophoretisch getrennt und isoliert. Die Menge der Megaprimer wurde 

anhand der HyperLadder I/II bestimmt. 

 

Reaktionsansatz:  0,4 µl dNTPs (je 10 mM) 

    5,0 µl 10x Puffer 

    1,0 µl Plusstrang-Primer (10 pmol) 

    1,0 µl Minusstrang-Primer (10 pmol) 

    1,0 PfuUltra HF DNA-Polymerase 

    40,6 µl a. dest. 

    1,0 µl DNA (100-200 ng) 

 

Reaktionsbedingungen: 1x  Denaturierung  95°C, 2 min 

    30x Denaturierung  95°C, 30 s 

     Annealing  Ta, 30 s 

     Elongation  72°C, 1 min 

    1x Elongation  72°C, 10 min 

    1x Abkühlung   10°C 

 

3.2.5.3. PCR unter Verwendung von Phusion High Fidelity DNA-Polymerase 
 

Die Amplifikation von DNA-Fragmenten bis zu einer Größe von 20 kbp mit Hilfe generierter 

Megaprimer erfolgte mit der Phusion High Fidelity DNA-Polymerase. Die Reaktion wurde im 

Thermocycler nach dem Protokoll des Herstellers durchgeführt. Nach einem DpnI-Verdau 

wurden 5-10 µl des PCR-Ansatzes in kompetente E. coli (Stamm DH10B) transformiert. 

 

Reaktionsansatz:  1,0 µl dNTPs (je 10 mM) 

    10,0 µl 5x Puffer 

    5,0 µl Megaprimer (>200 ng) 

    1,0 µl Phusion HF DNA-Polymerase 

    32 µl a. dest. 

    1,0 µl DNA (100-200 ng) 
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Reaktionsbedingungen: 1x  Denaturierung  98°C, 2 min 

    20x Denaturierung  98°C, 10 s 

     Annealing  48°C, 1 min 

     Elongation  72°C, 14 min  

    1x Elongation  72°C, 10 min 

    1x Abkühlung   10°C 

 

3.2.5.4. Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
 

Mit Restriktionsendonukleasen gespaltene Plasmid-DNA oder amplifizierte PCR-Fragmente 

wurden in Agarosegelen elektrophoretisch getrennt und gewünschte Banden unter 

abgeschwächtem UV-Licht (70% der maximalen Intensität) ausgeschnitten.  

 

Für anschließende Klonierungen erfolgte die DNA-Isolierung aus Agarosegelen mit dem 

QIAEXII Agarose Gel Extraction Kit. Zunächst wurde die Gelmasse bestimmt und das 

dreifache Volumen Puffer QX1 zugegeben. Nach gründlichem Mischen wurden 10 µl der 

QiaexII Matrix hinzugegeben und 10 min bei 50°C und 750 rpm inkubiert.  Eine 

Zentrifugation  für 1 min bei 15700 x g folgte. Das Pellet wurde einmal mit 500 µl Puffer QX1 

und zweimal mit 500 µl Puffer PE für 1 min bei 15700 x g gewaschen. Das im Exsikkator 

getrocknete Pellet wurde in 20 µl a. dest. aufgenommen und 5 min bei 50°C und 750 rpm 

inkubiert. Durch zweimalige Zentrifugation für 1 min bei 15700 x g wurde die QiaexII Matrix 

vollständig entfernt.   

 

Für Sequenzierungen oder die Generierung von Megaprimern erfolgte die DNA-Isolierung 

aus Agarosegelen mit dem Qiaquick Agarose Gel Extraction Kit. Die Gelmasse wurde 

bestimmt, das dreifache Volumen Puffer QG zugegeben und gründlich gemischt. Es folgte 

eine Inkubation für 10 min bei 50°C und 750 rpm. Die Probe wurde auf die Säule gegeben 

und für 1 min bei 15700 x g zentrifugiert. Die Säule wurde anschließend einmal mit 500 µl 

Puffer QG für 1 min bei 15700 x g gewaschen. Nach Zugabe von 750 µl Puffer PE erfolgte 

eine Inkubation für 2 min bei Raumtemperatur und eine zweimalige Zentrifugation für 1 min 

bei 15700 x g. Anschließend erfolgte eine Zugabe von 30 µl a. dest. und eine erneute 

Inkubation für 1 min bei Raumtemperatur. Durch eine abschließende Zentrifugation für 1 min 

bei 15700 x g wurde die DNA von der Säule eluiert. 
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3.2.5.5. Dephosphorylierung von DNA 
 

Um die Religation kompatibler Enden zu verhindern, wurde die DNA mit antarktischer 

Phosphatase dephosphoryliert. Nach dem Restriktionsendonukleaseverdau wurden 2,3 µl 

10x Puffer und 1 µl antarktischer Phosphatase in den Reaktionsansatz pipettiert und 15 min 

bei 37°C und 350 rpm inkubiert. Die Inaktivierung der Phosphatase erfolgte durch eine 

Inkubation für 5 min bei 65°C. Nach elektrophoretischer Trennung im Agarosegel und 

Isolierung der DNA, wurde diese für eine Ligation verwendet.  

 

3.2.5.6. Ligation von DNA-Fragmenten 
 

Für die Ligation von Vektor-DNA und DNA-Fragment wurde die T4-DNA-Ligase verwendet. 

Die Ligation erfolgte über Nacht bei 4°C.    

 

Ligationsansatz:  3 µl Vektor-DNA 

    5 µl DNA-Fragment 

    1 µl 10x Puffer 

    1 µl T4-DNA-Ligase 

3.2.5.7. Gerichtete Mutagenese 
 

Gerichtete Mutagenesen wurden mit dem QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis oder 

dem QuikChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kit durchgeführt. Dabei wurden 

Primer mit der gewünschten Mutation in einer PCR nach dem Protokoll des Herstellers in 

das Ausgangsplasmid inseriert. Das template, welches durch die Vermehrung in Bakterien 

methyliert war, wurde anschließend durch DpnI verdaut. 

 

Reaktionsansatz:  0,5 µl dNTPs 

    2,5 µl 5x Reaktionspuffer 

    0,75 µl Plusstrang-Primer (10 pmol) 

    0,75 µl Minusstrang-Primer (10 pmol) 

    0,75 µl QuikSolution 

    0,5 µl QuikChange Enzym 

    19,25 µl a. dest. 

    0,5 µl DNA (100 – 200 ng) 
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Reaktionsbedingungen: 1x  Denaturierung  95C, 2 min 

    18x Denaturierung  95°C, 20 s 

     Annealing  60°C, 10 s 

     Elongation  68°C, 30 s / kb 

    1x Elongation   68°C, 5 min 

    1x Abkühlung  4°C 

 

3.2.5.8. In vitro-Transkription 
 

Die zu transkribierende Plasmid-DNA wurde durch die Restriktionsendonuklease SmaI 

linearisiert und mit dem QIAquick Nucleotide Removal Kit gereinigt. Nach Zugabe von 250 µl 

Puffer PN zu 50 µl Spaltansatz wurde die Lösung auf eine Säule aufgetragen und für 1 min 

bei 3300 x g zentrifugiert. Der Durchlauf wurde erneut auf die Säule gegeben und unter 

gleichen Bedingungen zentrifugiert. Die Säule wurde mit 750 µl Puffer PE für 1 min bei 3300 

x g gewaschen. Nach einer weiteren Zentrifugation für 1 min bei 15700 x g und kurzer 

Trocknung der Membran erfolgte die Elution der DNA mit 30 µl nukleasefreiem a. dest. durch 

eine Zentrifugation für 1 min bei 15700 x g. Die gereinigte DNA (≤ 5 µg) wurde über Nacht 

mit 3 µl Natriumacetat und 60 µl Ethanol bei -20°C gefällt. Die DNA wurde für 20 min bei 

15700 x g sedimentiert und für 5 min bei 15700 x g mit 20 µl 70%-igem Ethanol gewaschen. 

Das DNA-Pellet wurde im Exsikkator getrocknet und in 4 µl nukleasefreiem Wasser 

aufgenommen. Bei Eluaten mit einer DNA-Menge > 5 µg wurde auf die Ethanolfällung 

verzichtet. 

Die in vitro-Transkription wurde mit dem RiboMaxTM Large Scale RNA Production System -

T7 durchgeführt. Der Reaktionsansatz wurde 3 h bei 37°C inkubiert und die RNA wurde in 

einem 1%-igem Agarosegel elektrophoretisch getrennt und beurteilt. Für anschließende real 

time RT-PCR-Untersuchungen der Zellkulturüberstände wurde die in vitro-synthetisierte RNA 

vor der Elektroporation 15 min bei 37°C mit 1,5 µl DNaseI (Promega) behandelt. 

 

Reaktionsansatz:  4 µl DNA 

    3 µl rNTPs  

    2 µl 5x Transkriptionspuffer 

    1 µl T7-Enzym-Mix 
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3.2.6. Proteinanalytische Methoden 
 

3.2.6.1. Radioimmunpräzipitation (RIP) 
 

Pansorbin-Zellen wurden für 1 min bei 15700 x g sedimentiert und zweimal mit 400 µl RIPA-

1% Triton für 1 min bei 15700 x g gewaschen. Jeweils 200 µl der Überstände aus dem pulse-

chase-Experiment wurden mit 100 µl gewaschenen Pansorbin-Zellen versetzt und 1 h bei 

4°C inkubiert. Die Pansorbin-Zellen wurden für 1 min bei 15700 x g sedimentiert und die 

Antikörperverdünnung wurde zum verbleibenden Überstand gegeben. Es folgte eine 

Inkubation für 1 h bei 37°C und über Nacht bei 4°C. Die Überstände wurden erneut mit 100 

µl gewaschenen Pansorbin-Zellen versetzt, zunächst 30 min bei Raumtemperatur und 

anschließend 30 min bei 4°C inkubiert. Nach Zentrifugation für 1 min bei 15700 x g wurden 

die Präzipitate in 1 ml RIPA-1% Triton resuspendiert und mit 250 µl 25%-iger 

Saccharoselösung unterschichtet. Nach Sedimentation für 10 min bei 2300 x g erfolgte eine 

Resuspendierung in RIPA-1% Triton*. Nach Zentrifugation für 5 min bei 1500 x g wurden die 

Präzipitate mit RIPA-0,2% Triton gewaschen und erneut für 5 min bei 1500 x g zentrifugiert. 

Die Präzipitate wurden in 10 µl Triton-Wasser und 40 µl reduzierendem Probenpuffer 

aufgenommen und 3 min bei 95°C inkubiert. Nach Zentrifugation für 10 min bei 9300 x g 

wurden die Überstände für eine SDS-PAGE verwendet. 

 

3.2.6.2. SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
 

Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in der diskontinuierlichen SDS-PAGE 

elektrophoretisch getrennt und analysiert (Laemmli, 1970). Sammelgele enthielten 4% und 

Trenngele 10% Acrylamid. Die Zelllysate wurden vor dem Beladen der Gele mit 

reduzierendem Probenpuffer gemischt und 2 min bei 95°C denaturiert. Die Elektrophorese 

erfolgte für 30 min bei 200 V. Die Gele wurden anschließend für Western Blot-Analysen 

verwendet bzw. 30 min fixiert, zweimal 15 min gewässert, 1 h bei 80°C getrocknet und auf 

eine Bildplatte gelegt und mit Hilfe eines Fluoreszenzscanners beurteilt. 

Sammelgel 4%:    Trenngel 10%: 

6,1 ml a. dest.     8,0 ml a. dest. 

2,5 ml 0,5 M Tris pH 6,8   5,0 ml 0,5 M Tris pH 8,8 

1,3 ml Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 6,66 ml Acrylamid/Bisacrylamid(37,5:1) 

0,05 ml 10% SDS    0,1 ml 10% SDS 

0,01 ml TEMED    0,01 ml TEMED 

0,05 ml 10% APS    0,1 ml 10% APS 
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3.2.6.3. Western Blot-Analyse  
 
Die im Gel aufgetrennten Proteine wurden mit einer Mini Trans Blot Apparatur für 1,4 h bei 

100 V auf eine Nitrozellulosemembran geblottet. Zur Blockierung der freien Bindungsplätze 

der Membran wurde diese über Nacht bei 4°C oder 1 h bei Raumtemperatur in 5%-iger 

Magermilch inkubiert. Es folgten drei Waschschritte mit TBS-T für 10 min. Die Membran 

wurde 1 h mit dem Primärantikörper inkubiert. Nach drei Waschschritten mit TBS-T für 10 

min wurde die Membran 1 h mit dem Sekundärantikörper (anti-mouse bzw. anti-rabbit, POD-

markiert)  inkubiert. Die Membran wurde dreimal für 10 min mit TBS-T gewaschen und 

anschließend 5 min mit einem Chemilumineszenzreagenz (SuperSignal® West Pico 

Chemilumineszenz-Substrat) inkubiert und einem Röntgenfilm exponiert. Die Entwicklung 

des Films erfolgte mit Röntgenfilm-Entwickler und -Fixerer nach Angaben des Herstellers. 

Die verwendeten Antikörperverdünnungen sind in der Tabelle 13 aufgeführt. Die Antikörper 

wurden durch zweimaliges Waschen der Membran für 15 min bei Raumtemperatur mit 

Stripping-Puffer wieder entfernt. Anschließend wurde die Membran über Nacht bei 4°C bzw. 

1 h bei Raumtemperatur in 5%-iger Magermilch inkubiert. Bei Verwendung des Roti®-Free 

Stripping-Puffers erfolgte die Inkubation der Membran für 30 min bei 56°C. Anschließend 

wurde die Membran zweimal für 30 min mit TBS-T gewaschen und über Nacht bei 4°C bzw. 

1 h bei Raumtemperatur in 5%-iger Magermilch inkubiert. 

 
Tab. 13: Verdünnungen der Primär- und Sekundärantikörper für die Western Blot-Analysen 

Antikörper Verdünnung  

0103 (anti-Erns) 1:1000 in TBS-T 

E1-Peptidserum 1:3000 in 2,5% Magermilch-TBS-T 

WB214 (anti-E2) 1:400 in TBS-T 

anti-Bungowannah 

Virus-Erns 

1:500 bis 1:2000 in 2,5% Magermilch-TBS-T 

anti-His-POD 1:500 in 0,04% Magermilch-PBS-T 

anti-FLAG M2 1:1000 in 3% Magermilch-TBS-T 

anti-mouse-POD 1:20000 in TBS-T 

anti-rabbit-POD 1:20000 in TBS-T 

 

3.2.6.4. Enzymimmunoassay [Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)] 
 

Zum Nachweis von BVDV-Erns in Zellkulturüberständen wurde das Testkit HERDCHEK* 

BVDV Ag/Serum Plus verwendet. Zunächst wurde jede Vertiefung der beschichteten 

Mikrotiterplatte mit jeweils 50 µl des Detektionsantikörpers befüllt. Anschließend wurden 50 
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µl der testinternen Negativ- und Positivkontrolle bzw. 50 µl der Zellkulturüberstände in die 

entsprechenden Vertiefungen pipettiert. Nach vorsichtigem Vermischen der Proben wurde 

die Platte 2 h bei 37°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Nachdem der Inhalt aus den 

Vertiefungen entfernt wurde, folgten fünf Waschschritte mit jeweils 300 µl Waschlösung pro 

Vertiefung. Anschließend erfolgte eine Inkubation für 30 min bei Raumtemperatur mit 100 µl 

Konjugat pro Vertiefung. Nachdem der Inhalt aus den Vertiefungen entfernt wurde, folgten 

erneut fünf Waschschritte mit jeweils 300 µl Waschlösung pro Vertiefung. Anschließend 

wurde die Platte mit 100 µl Substratlösung pro Vertiefung 10 min bei Raumtemperatur im 

Dunkeln inkubiert. Die Reaktion wurde mit 100 µl Stopplösung pro Vertiefung beendet und 

die Extinktion bei 450 nm gemessen. 

 

3.2.6.5. Reinigung von bakteriell-exprimierten Proteinen mit 6x His-Tag unter 
denaturierenden Bedingungen 
 

Die Bakterien (E. coli Stamm TOP10) wurden in 5 ml LB-Medium mit Antibiotika über Nacht 

bei 37°C und 200 rpm inkubiert. Anschließend wurden 200 ml LB-Medium mit Antibiotika mit 

der Übernachtkultur inokuliert und bei 37°C und 200 rpm bis zu einer OD660 von etwa 0,6 

inkubiert. Die Induktion der Proteinexpression erfolgte durch Zugabe von 200 µl einer 0,2%-

igen Arabinoselösung. Die Bakterienkultur wurde für weitere 4 h bei 37°C und 200 rpm 

inkubiert und für 15 min bei 6000 x g sedimentiert. Die Reinigung der Proteine mit 6x His-Tag 

erfolgte mit dem Ni-NTA Fast Start Kit. Die Bakterienpellets wurden in 10 ml 

denaturierendem Lysispuffer resuspendiert und 1 h bei Raumtemperatur auf dem Taumler 

geschüttelt. Anschließend wurden die Bakterien für 30 min bei 14000 x g sedimentiert und 

der Überstand auf die Säule gegeben. Der Durchlauf wurde später erneut auf die Säule 

gegeben. Es folgten zwei Waschschritte mit jeweils 4 ml Waschpuffer und zwei 

Elutionsschritte mit jeweils 1 ml Elutionspuffer (1. Eluat). Nach einem Waschschritt der Säule 

mit 2 ml denaturierendem Lysispuffer wurde der Durchlauf noch einmal auf die Säule 

gegeben. Es folgten erneut zwei Waschschritte mit jeweils 4 ml Waschpuffer und ein 

Elutionsschritt mit 1 ml Elutionspuffer (2. Eluat). Die Eluate wurden über Nacht bei 4°C 

gegen PBS dialysiert, wobei der Puffer zweimal gewechselt wurde. Die Eluate wurden bei -

70°C gelagert bis sie für die Immunisierung von Kaninchen verwendet wurden. 

 

3.2.6.6. Immunisierung von Kaninchen mit bakteriell-exprimierten Proteinen 
 

Zwei neun Wochen alte Kaninchen wurden im Abstand von 3-4 Wochen jeweils zweimal  

immunisiert. Dazu wurden jeweils 1 ml geklärtes Eluat mit 100 µl Polygen als Adjuvants 

gemischt. Die Immunisierungen wurden in Zusammenarbeit mit K. Kühn (FLI Insel Riems) 
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durchgeführt. Die ersten Immunisierungen erfolgten intramuskulär und subkutan, alle 

weiteren subkutan. Zwischen den Immunisierungen wurde den Tieren Blut entnommen, um 

das Serum auf spezifische Antikörper zu testen. Nach sieben Immunisierungen wurden die 

Kaninchen tierschutzgerecht entblutet, das Serum gewonnen und bei -70°C gelagert. 

 

3.2.7. Konstruktion der BVDV-Mutanten  
 

Die infektiösen cDNA-Klone pA/BVDV (kodiert den zp BVDV-1-Stamm CP7) und 

pA/BVDV/Ins- (kodiert den nzp BVDV-1-Stamm NCP7) dienten als Ausgangsplasmide für 

sämtliche Klonierungen. Die Identität der hergestellten Konstrukte wurde mittels 

Restriktionsendonuklease-Verdau sowie Sequenzierung überprüft. 

 

3.2.7.1. BVDV-Mutanten mit Veränderungen in der Erns-kodierenden Region 
 
Es wurden BVDV-Mutanten generiert, die im Erns-Gen Deletionen, Insertionen bzw. 

Mutationen aufweisen (Abb. 6 und 7). 

 

NCP7∆Erns_TPcom (∆As 51–181): Für die Herstellung der Mutante wurde ein PCR-

Fragment mit den Primern cp7_1720_Acc65I  und cp7_p7_3804 vom Plasmid 

NCP7∆NS5MutKpnI amplifiziert, mit Acc65I verdaut und in das Acc65I-gespaltene und 

dephosphorylierte Plasmid NCP7∆Erns-p7 ligiert.  
NCP7∆Erns_TPdel (∆As 190–224): Die Konstruktion dieser Mutante erfolgte in zwei 

Schritten. Zunächst wurde ein PCR-Fragment mit den Primern cp7_209  und 

cp7_1746_Acc65I vom Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI amplifiziert, mit XhoI und Acc65I 

verdaut und in das XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid NCP7∆Erns-p7 kloniert. In das erhaltene 

Plasmid NCP7∆Erns_TPdel_1 wurde nach Acc65I-Spaltung und Dephosphorylierung ein 

PCR-Fragment ligiert, welches mit den Primern cp7_1849_Acc65I und cp7_p7_3804 vom 

Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI amplifiziert und mit Acc65I verdaut wurde.  

NCP7∆Erns_1563 (∆As 51–128): Mittels PCR, bei der das Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI als 

template verwendet wurde, wurde ein Fragment mit den Primern cp7_1564_Acc65I und 

cp7_p7_3804 generiert, mit Acc65I verdaut und in das Acc65I-gespaltene und 

dephosphorylierte Plasmid NCP7∆Erns-p7 kloniert.  

NCP7∆Erns_1254 (∆As 9–26): Die Konstruktion der Mutante erfolgte in zwei Schritten. 

Zunächst wurde ein PCR-Fragment mit den Primern cp7_209  und cp7_1203_Acc65I vom 

Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI amplifiziert, mit XhoI und Acc65I verdaut und in das 

XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid NCP7∆Erns-p7 kloniert. In das erhaltene Plasmid 
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NCP7∆Erns_1254_1 wurde nach Acc65I-Spaltung und Dephosphorylierung ein PCR-

Fragment ligiert, welches mit den Primern cp7_1255_Acc65I und cp7_p7_3804 vom Plasmid 

NCP7∆NS5MutKpnI generiert und mit Acc65I verdaut wurde.  

NCP7∆Erns_1686 (∆As 158–170): Diese Mutante wurde in zwei Schritten konstruiert. 

Zunächst wurde in einer PCR mit dem Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI als template ein 

Fragment mit den Primern cp7_209  und cp7_1650_Acc65I amplifiziert, mit XhoI und Acc65I 

verdaut und in das XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid NCP7∆Erns-p7 ligiert 

(NCP7∆Erns_1686_1 ). Anschließend wurde vom Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI ein PCR-

Fragment mit den Primern cp7_1687_Acc65I und cp7_p7_3804 amplifiziert, mit Acc65I 

verdaut und in das Acc65I-gespaltene und dephosphorylierte Plasmid NCP7∆Erns_1686_1 

kloniert.  

CP7∆RQLGILG (∆As 206–212): Mittels gerichteter Mutagenese wurde das Plasmid 

NCP7∆NS5MutKpnI in zwei Schritten mit den Primern Mut_GILG und Mut_RQL sowie den 

dazu rückwärts komplementären Primern mutiert, mit XhoI, Acc65I und PvuI gespalten und 

in das XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid pA/BVDV kloniert.  

CP7∆RQLGILG_K12+R167 (∆As 206–212): Das Plasmid CP7∆RQLGILG wurde in zwei 

Schritten mit den Primern Mut_K12 und Mut_R167 sowie den dazu rückwärts 

komplementären Primern mittels gerichteter Mutagenese mutiert.  

CP7∆QPLR (∆As 105–108): In einer ersten PCR wurde ein Fragment mit den Primern 

cp7_∆QPLR und cp7_1930 vom Plasmid pA/BVDV/Ins- generiert. In einer Fusions-PCR mit 

dem Plasmid pA/BVDV als template wurde dieses erste PCR-Fragment als Megaprimer 

verwendet.   

CP7_DNFT: In einer ersten PCR wurde ein Fragment mit den Primern cp7_DNFT und 

cp7_1930 vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert. In einer Fusions-PCR mit dem Plasmid 

pA/BVDV als template wurde dieses erste PCR-Fragment als Megaprimer verwendet.   

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR (∆As 1–227): Die Generierung dieses bicistronischen Konstrukts 

erfolgte in sechs Schritten (Abb. 7). Zunächst wurde ein PCR-Fragment mit den Primern 

E1_NheI und 3804_XbaI vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert, mit NheI und XbaI verdaut 

und in das NheI/XbaI-gespaltene Plasmid pCITE_Sg kloniert (pCITE_SgE1-3804). Für 

weitere Klonierungsschritte wurden die Restriktionsendonukleaseerkennungssequenzen für 

Acc65I und NheI durch drei aufeinanderfolgende gerichtete Mutagenese-Reaktionen mit den 

Primern Mut_NheI, Mut_KpnI2447 und Mut_KpnI sowie den dazu rückwärts komplementären 

Primern entfernt (pCITE_SgE1-3804Mut3). Vom Plasmid pCITE_SgE1-3804Mut3 wurde mit 

den Primern IRES_Acc65I und 3804_Acc65I ein PCR-Fragment amplifiziert, mit Acc65I 

verdaut und in das Acc65I-gespaltene und dephosphorylierte Plasmid  CP7∆Erns_MluI ligiert 

(CP7∆Erns_2ndIRES). Im so generierten Konstrukt wurden anschließend drei Kodons für die 
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Aminosäuren Argenin und Tyrosin durch gerichtete Mutagenese mit dem Primer Mut_RYR 

sowie dem dazu rückwärts komplementären Primer entfernt. 

 

3.2.7.2. pCITE-2a(+)-Konstrukte und BVDV-Mutanten zur Untersuchung der C-
terminalen Prozessierung des Erns-Proteins 
 

Für die transiente Expression der BVDV-Strukturproteine in T7-RNA-Polymerase-

exprimierenden Goldhamster-Zellen wurden pCITE-2a(+)-Expressionsplasmide hergestellt 

(Abb. 17). Weiterhin wurden pCITE-2a(+)-Konstrukte sowie BVDV-Mutanten generiert, die 

Veränderungen im für die Erns-E1-Spaltstelle kodierenden Bereich aufweisen (Abb. 18). 

Außerdem wurden bicistronische BVDV-Mutanten konstruiert, die Erns bzw. Erns-E1 unter 

Kontrolle einer heterologen IRES in der 3`UTR exprimieren (Abb. 19). 

 

pCITE_SgErns-E1: Dieses Konstrukt enthält die Erns- und E1-kodierenden Sequenzen sowie 

die für die Translokation notwendige Signalsequenz des Erns-Gens. Ein PCR-Fragment 

wurde mit den Primern SgErns_NcoI und E1_XbaI vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert, mit 

NcoI und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid pCITE-2a(+) ligiert.  

pCITE_SgErns-E2: Das Konstrukt enthält die Erns-, E1- und E2-kodierenden Genombereiche 

sowie die Signalsequenz des Erns-Gens. In einer PCR mit dem Plasmid pA/BVDV/Ins- als 

template wurde mit den Primern SgErns_NcoI und E2_XbaI ein Fragment generiert, mit NcoI 

und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid pCITE-2a(+) kloniert.  
pCITE_C-E1: Dieses Konstrukt enthält das Kapsid-, Erns- und E1-Gen. Ein PCR-Fragment 

wurde mit den Primern C_NcoI und E1_XbaI vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert, mit 

NcoI und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid pCITE-2a(+) ligiert.  

pCITE_SgErns-E2MutR506A: Das Konstrukt enthält die Erns-, E1- und E2-kodierenden 

Genombereiche sowie die Signalsequenz des Erns-Gens. Durch eine Mutation wurde ein 

Arginin durch ein Alanin im N-Terminus des E1 im Bereich einer putativen Subtilisin Kexin 

Isozyme-1/Site-1 Protease (SKI-1/S1P)-Spaltstelle ersetzt (R9-A). Dazu wurde das Plasmid 

pCITE_SgErns-E2 mit dem Primer Mut_R506A sowie dem dazu rückwärts komplementären 

Primer mutiert.  
pCITE_SgErns-E2MutA495R: Das Konstrukt enthält das Erns-, E1- und E2-Gen sowie die 

Signalsequenz des Erns-Gens. Außerdem bewirkte eine Mutation den Austausch eines 

Alanins durch ein Arginin im C-Terminus des Erns im Bereich einer putativen Signalpeptid-

Peptidase (SPP)-Spaltstelle (A225-R). Dafür wurde das Plasmid pCITE_SgErns-E2 mit dem 

Primer Mut_A495R sowie dem dazu rückwärts komplementären Primer mutiert.  
pCITE_SgErns-E2mod: Dieses Konstrukt enthält die Erns-, E1- und E2-kodierenden 

Sequenzen sowie die Signalsequenz des Erns-Gens vom BVDV-1-Stamm PT810. Die 
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Klonierung erfolgte in drei Schritten. Zunächst wurden für weitere Klonierungen die 

Restriktionsendonukleaseerkennungssequenzen für NcoI und MluI durch zwei 

aufeinanderfolgende gerichtete Mutagenese-Reaktionen mit den Primern Mut_MluImod und 

Mut_NcoImod sowie den dazu rückwärts komplementären Primern entfernt (pCDNA_C-

E2modMutNcoI/MluI). Anschließend wurde ein PCR-Fragment mit den Primern 

SgErnsmod_NcoI und E2mod_XbaI vom Plasmid pCDNA_C-E2modMutNcoI/MluI amplifiziert, 

mit NcoI und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid  pCITE-2a(+) kloniert.  
NCP7_R506A: Das Konstrukt enthält eine Mutation, welche im N-Terminus von E1 im 

Bereich einer putativen SKI-1/S1P-Spaltstelle die Substitution eines Arginins durch ein 

Alanin (R9-A) zur Folge hatte. Das Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI wurde mit dem Primer 

Mut_R506A sowie dem dazu rückwärts komplementären Primer mutiert, mit XhoI, Acc65I 

und PvuI gespalten und in das XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid pA/BVDV/Ins- ligiert.  

NCP7_A495R: Dieses Konstrukt enthält eine Mutation, die im C-Terminus von Erns im 

Bereich einer putativen SPP-Spaltstelle zum Austausch eines Alanins in ein Arginin (A225-R) 

führte. Das Plasmid NCP7∆NS5MutKpnI wurde mit dem Primer Mut_A495R sowie dem dazu 

rückwärts komplementären Primer mutiert, mit XhoI, Acc65I und PvuI verdaut und in das 

XhoI/Acc65I-gespaltene Plasmid pA/BVDV/Ins- kloniert.  

CP7∆Erns_SgErnsmod (∆As 1–206): Das Konstrukt enthält eine EMCV-IRES, das Erns-Gen 

sowie seine Signalsequenz vom BVDV-1-Stamm PT810 in der 3`UTR. Ein PCR-Fragment 

wurde mit den Primern IRES_MluI und Ernsmod_MluI vom Plasmid pCITE_SgErns-E2mod 

amplifiziert, mit MluI verdaut und in das MluI-gespaltene und dephosphorylierte Plasmid 

CP7∆Erns_MluI ligiert.  

CP7∆Erns_SgErns-E1mod (∆As 1–206): Dieses Konstrukt enthält eine EMCV-IRES, das Erns- 

und E1-Gen sowie die Erns-Signalsequenz vom BVDV-1-Stamm PT810 in der 3`UTR. In einer 

PCR mit dem Plasmid pCITE_SgErns-E2mod als template wurde ein Fragment mit den 

Primern IRES_MluI und E1mod_MluI generiert und nach MluI-Verdau in das MluI-gespaltene 

und dephosphorylierte Plasmid CP7∆Erns_MluI kloniert.  

 

3.2.7.3. BVDV/Bungowannah Virus-Chimäre  
 

Für die bakterielle Expression des Bungowannah Virus-Erns-Proteins wurde ein 

Expressionsplasmid generiert (Abb. 30). Weiterhin wurde ein Expressionsplasmid für die 

transiente Expression der Bungowannah Virus-Hüllproteine in T7-RNA-Polymerase-

exprimierenden Goldhamster-Zellen konstruiert. Außerdem wurden bicistronische BVDV-

Mutanten generiert, die Bungowannah Virus-Erns oder Bungowannah Virus-Erns-E1 unter 

Kontrolle einer heterologen IRES in der 3`UTR exprimieren bzw. bei der das Bungowannah 

Virus-Erns- und das BVDV-E1-Gen durch eine heterologe IRES getrennt waren (Abb. 34).  
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pBAD_BungoErns: Dieses Konstrukt diente zur bakteriellen Expression des Bungowannah 

Virus-Erns-Proteins mit einem 6x His-Tag. Dafür wurde ein PCR-Fragment mit den Primern 

BungoErns_NcoI und BungoErns_XbaI vom synthetischen Gen Bungo_C-E2mod amplifiziert, 

mit NcoI und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid pBAD/gIII A kloniert.  

pCITE_SgErns-E2Bungo: Das Konstrukt enthält das Erns-, E1- und E2-Gen sowie die Erns-

Signalsequenz des Bungowannah Virus. In einer PCR mit dem synthetischen Gen Bungo_C-

E2mod als template wurde mit den Primern BungoSgErns_NcoI und BungoE2_XbaI ein 

Fragment generiert, mit NcoI und XbaI verdaut und in das NcoI/XbaI-gespaltene Plasmid 

pCITE-2a(+) kloniert (pCITE_SgErns-E2Bungo). Zur Erhaltung des Leserahmens wurde das 

Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo anschließend mit dem Primer Mut_∆G523 sowie dem dazu 

rückwärts komplementären Primer mutiert.  
pCITE_SgErns-E2Bungo_Ins: Dieses Konstrukt enthält die Erns-, E1- und E2-kodierenden 

Genombereiche sowie die Erns-Signalsequenz vom Bungowannah Virus. Weiterhin wurden 

21 Nukleotide inseriert, so dass im Membranankerbereich des Bungowannah Virus-Erns 

sieben Aminosäuren (RQLGILG) zusätzlich exprimiert werden. Dafür wurde das Plasmid 

pCITE_SgErns-E2Bungo in zwei Schritten mit den Primern BungoMut_Ins_RQL und 

BungoMut_Ins_GILG sowie den dazu rückwärts komplementären Primern mutiert.  
CP7∆Erns_SgErnsBungo  (∆As 1-206): Das Konstrukt enthält eine EMCV-IRES sowie das 

Bungowannah Virus-Erns-Gen mit seiner Signalsequenz in der 3`UTR. Dafür wurde ein PCR-

Fragment mit den Primern IRES_MluI und ErnsBungo_MluI vom Plasmid pCITE_SgErns-

E2Bungo amplifiziert, mit MluI verdaut und in das MluI-gespaltene und dephosphorylierte 

Plasmid CP7∆Erns_MluI ligiert.  

CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins (∆As 1–206): Dieses Konstrukt enthält eine EMCV-IRES sowie 

das Bungowannah Virus-Erns-Gen mit seiner Signalsequenz in der 3`UTR. Außerdem wurden 

im Membranankerbereich des Bungowannah Virus-Erns sieben Aminosäuren (RQLGILG) 

zusätzlich exprimiert. Dafür wurde ein PCR-Fragment mit den Primern IRES_MluI und 

ErnsBungo_MluI vom Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo_Ins amplifiziert, mit MluI verdaut und 

in das MluI-gespaltene und dephosphorylierte Plasmid CP7∆Erns_MluI ligiert.  

CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo (∆As 1–206): Das Konstrukt enthält eine EMCV-IRES, das 

Bungowannah Virus-Erns- und –E1-Gen sowie die Erns-Signalsequenz in der 3`UTR. Dafür 

wurde in einer PCR mit dem Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo als template ein Fragment mit 

den Primern IRES_MluI und E1Bungo_MluI generiert und nach MluI-Verdau in das MluI-

gespaltene und dephosphorylierte Plasmid CP7∆Erns_MluI kloniert.   

CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo (∆As 1–227): In diesem bicistronischen Konstrukt sind das 

Bungowannah Virus-Erns-Gen und das BVDV-E1-Gen durch eine EMCV-IRES getrennt. 

Dafür wurde in einer ersten PCR ein Fragment mit den Primern BungoErns_Ph und 
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BungoErns_2ndIRES_Ph vom synthetischen Gen Bungo_C-E2mod amplifiziert. In einer 

Fusions-PCR mit dem Plasmid CP7∆Erns_2ndIRES_RYR als template wurde dieses erste 

PCR-Fragment als Megaprimer verwendet.   

 

3.2.7.4. BVDV-Mutanten mit Epitop-markierten  Erns- oder E2-Proteinen  
 

Es wurden Mutanten generiert, die Erns- oder E2-Proteine mit einem N-terminalen FLAG- 

(DYKDDDDK) oder STREPII-( WSHPQFEK) Tag zusammen mit einem linker (SG) 

exprimierten (Abb. 37 und 38).  

 

CP7_Erns_flag: Diese Mutante exprimiert das Erns-Protein mit einem N-terminalen FLAG-Tag 

und einem linker. Dafür wurde in einer ersten PCR ein Fragment mit den Primern 

cp7_Erns_flag_F und cp7_1930 vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert. In einer Fusions-PCR 

mit dem Plasmid pA/BVDV als template wurde dieses erste PCR-Fragment als Megaprimer 

verwendet.   
CP7_Erns_flagII: Die Mutante exprimiert das Erns-Protein mit einem N-terminalen 

modifizierten FLAG-Tag (CDYKDDDDK) und einem linker. Im Zentrum von Erns wurde im 

Bereich einer potentiellen N-Glykosylierungsstelle ein Threonin in ein Alanin mutiert (T102-A). 

Dazu wurde in einer ersten PCR ein Fragment mit den Primern cp7_C_ins und cp7_T102A 

vom Plasmid CP7_Erns_flag amplifiziert. In einer Fusions-PCR mit dem Plasmid pA/BVDV als 

template wurde dieses erste PCR-Fragment als Megaprimer verwendet.   
CP7_Erns_strep: Diese Mutante exprimiert das Erns-Protein mit einem N-terminalen STREPII-

Tag und einem linker. In einer ersten PCR mit dem Plasmid pA/BVDV/Ins- als template 

wurde ein Fragment mit den Primern cp7_Erns_strep_F und cp7_1930 generiert. Dieses 

PCR-Fragment wurde in einer Fusions-PCR mit dem Plasmid pA/BVDV als template als 

Megaprimer verwendet.   
CP7_E2_flag: Die Mutante exprimiert das E2-Protein, welches am N-Terminus mit einem 

FLAG-Tag und einem linker fusioniert ist. Dafür wurde in einer ersten PCR ein Fragment mit 

den Primern cp7_E2_flag_F und cp7_2958 vom Plasmid pA/BVDV/Ins- amplifiziert. In einer 

Fusions-PCR mit dem Plasmid pA/BVDV als template wurde dieses erste PCR-Fragment als 

Megaprimer verwendet.   
CP7_E2_strep: Diese Mutante exprimiert das E2-Protein mit einem N-terminalen STREPII-

Tag und einem linker. In einer ersten PCR mit dem Plasmid pA/BVDV/Ins- als template 

wurde ein Fragment mit den Primern cp7_E2_strep_F und cp7_2958 generiert. Dieses PCR-

Fragment wurde in einer Fusions-PCR mit dem Plasmid pA/BVDV als template als

Megaprimer verwendet.
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4. ERGEBNISSE  
 

4.1. Charakterisierung von BVDV-Mutanten mit Veränderungen in der 
Erns-kodierenden Region  
 

Es sollte untersucht werden, welche Auswirkungen Veränderungen in der Erns-kodierenden 

Region auf die Replikationsfähigkeit, Proteinexpression und Trans-Komplementierbarkeit von 

BVDV-Mutanten haben. Dafür wurden Mutanten generiert, die verschiedene Deletionen, 

Insertionen sowie Mutationen im Erns-Gen aufweisen (Kapitel 3.2.7.1.). Bei der Konstruktion 

wurden bekannte funktionelle und strukturelle Besonderheiten des Erns-Proteins, wie die 

beiden RNase-Domänen mit den katalytisch wichtigen Histidinen H30 und H79, zwei Cluster 

basischer Aminosäuren (KKGK und KKLENKSK) und eine C-terminale Transmembranregion 

mit Transporteraktivität berücksichtigt (Abb. 6). In der Mutante NCP7∆Erns_TPcom wurden 

die N-terminale Region mit dem katalytischen Histidin H30 der ersten RNase-Domäne sowie 

die C-terminale Region mit der Transporteraktivität und dem basischen Cluster KKLENKSK 

erhalten. In der NCP7∆Erns_TPdel-Mutante wurde die C-terminale Region mit der 

Transporteraktivität  und dem basischen Cluster KKLENKSK fast komplett deletiert, die 

Aminosäuren 225-227 des C-Terminus wurden jedoch als potentielle Signalpeptid-Peptidase 

(SPP)-Spaltstelle erhalten. Die Mutante NCP7∆Erns_1563 weist eine Deletion in der zentralen 

Erns-Genomregion auf.  Die N-terminale Region mit dem katalytischen Histidin H30 der ersten 

RNase-Domäne, beide Cluster basischer Aminosäuren (KKGK und KKLENKSK) sowie die 

C-terminale Transporterpeptidregion blieben erhalten. Die NCP7∆Erns_1254-Mutante weist 

eine kleine Deletion in der N-terminalen  Erns-Region auf, die C-terminale Region mit der 

Transporteraktivität, beide basischen Cluster KKGK und KKLENKSK sowie die katalytischen 

Histidine (H30 und H79) der beiden RNase-Domänen  wurden nicht verändert. Die Mutante 

NCP7∆Erns_1686 enthält eine kleine Deletion in der C-terminalen Erns-Region. Der Bereich 

mit der Transporteraktivität, beide basischen Cluster KKGK und KKLENKSK sowie die 

katalytischen Histidine (H30 und H79) der beiden RNase-Domänen blieben unverändert. Die 

CP7∆RQLGILG-Mutante besitzt eine Deletion von sieben Aminosäuren in der C-terminalen 

Membranankerregion, die natürlicherweise beim atypischen Pestivirus Bungowannah Virus 

vorkommt (Frost et al., 2007). Bei der Mutante CP7∆RQLGILG_K12+R167 wurden diese 

sieben Aminosäuren in der C-terminalen Membranankerregion ebenfalls deletiert, aber 

zusätzlich ein Lysin an der Aminosäure-Position 12 sowie ein Arginin an der Aminosäure-

Position 167 entsprechend der Bungowannah Virus-Erns-Aminosäuresequenz inseriert (Frost 

et al., 2007). Die Mutante CP7∆QPLR weist eine kleine Deletion von vier Aminosäuren in der 

zentralen variablen Region auf. Bei der Mutante CP7_DNFT  wurden diese vier Aminosäuren 

in der zentralen Region durch die entsprechenden Aminosäuren des atypischen Pestivirus 
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Bungowannah Virus substituiert (Frost et al., 2007). Das Konstrukt CP7∆Erns_2ndIRES_RYR 

weist eine komplette Deletion des Erns-Gens auf. In den Bereich der Deletion wurde eine 

EMCV-IRES inseriert, um die die Expression des Kapsid- und E1-Proteins unabhängig von 

einer proteolytischen Spaltung zwischen beiden Proteinen zu gewährleisten. Für die korrekte 

Translokation des E1-Proteins in das ER-Lumen wurde die Erns -Signalsequenz vor die E1-

kodierende Genomregion inseriert (Abb. 7).  

 

NCP7∆Erns_TPdel

NCP7∆Erns_TPcom

NCP7∆Erns_1563

CP7∆QPLR

CP7_DNFT

****

50

50
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104 109

CP7∆RQLGILG

CP7∆RQLGILG_K12+R167

* *

205 213

H30 H79 KKGK KKLENKSK

Transporterpeptid

NCP7∆Erns_1254

NCP7∆Erns_1686

8 27

157 171

205 213

1 227

NCP7/CP7

 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Erns-Aminosäuresequenz der Parentalviren sowie der 

generierten BVDV-Mutanten. Oben ist die Erns-Sequenz der Parentalviren NCP7 bzw. CP7 

schematisch dargestellt. Darunter sind die Erns-Sequenzen der konstruierten BVDV-Mutanten gezeigt. 

Die schwarzen Balken symbolisieren die Histidine H30 und H79, welche zum katalytischen Zentrum der 

beiden RNase-Domänen gehören. Die gefüllten grauen Boxen stellen die Cluster basischer 

Aminosäuren KKGK und KKLENKSK dar. Die vertikal gestreifte Box symbolisiert die C-terminale 

Region mit der Transporteraktivität. Horizontale Linien entsprechen den deletierten Proteinbereichen. 

Die Zahlen geben die Aminosäure-Positionen entsprechend der NCP7/CP7-Erns-Sequenz an. Mutierte 

Aminosäuren werden durch Sternchen gekennzeichnet. 
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1. Klonierung des PCR-Fragments (nt 1860-3804) in das Plasmid pCITE_Sg

2. Entfernung der Restriktionsendonukleasespaltstellen Acc65I und NheI durch gerichtete Mutagenesen

3. Klonierung des PCR-Fragments (nt IRES-3804) in das Plasmid CP7∆Erns_MluI

4. Entfernung der Kodons für Arginin und Tyrosin durch gerichtete Mutagenese

 
Abb. 7: Klonierungsschema für die BVDV-Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_RYR. Die gefüllten grauen 

Boxen stellen die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die schwarze Box symbolisiert die 

EMCV-IRES. Die Zahlen geben die Nukleotid-Positionen entsprechend der NCP7/CP7-Sequenz an. 

Die Pfeile kennzeichnen die Restriktionsendonukleasespaltstellen, welche die PCR-Fragmente 

flankieren. Mutierte Aminosäuren werden durch Sternchen gekennzeichnet. Ein 

Translationsterminations-Kodon wird durch einen Kreis dargestellt. Die für die korrekte Translokation 

des E1-Proteins in das ER-Lumen notwendige Signalpeptidsequenz ist unterstrichen. 

 

4.1.1. Analyse der RNA-Replikation und Proteinexpression 
 
Die generierten Erns-Mutanten wurden hinsichtlich ihrer Replikationsfähigkeit und Expression 

der BVDV-Proteine untersucht. Dazu wurden die Plasmid-DNAs der Konstrukte 

NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254, 

NCP7∆Erns_1686, CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, CP7_DNFT 

und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR mit SmaI linearisiert und in vitro transkribiert. Die 

synthetisierten RNAs wurden im 1%-igen nicht-denaturierenden Agarosegel aufgetrennt und 

beurteilt. In der Abb. 8 sind exemplarisch die in vitro-transkribierten RNAs der Konstrukte 

CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167 und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR dargestellt. Die 

nicht exakt begrenzbare Bande im Agarosegel stellt ein Gemisch aus etwa 12 kb großen 



Ergebnisse 

60 
 

Volllängen-RNAs sowie kürzeren Abbruchprodukten dar. Die in vitro-synthetisierten RNAs 

wurden durch Elektroporation in bovine KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 48–72 h p.t. 

mittels IF-Färbung auf Expression der BVDV-Proteine NS3 und Erns untersucht. Für den 

Nachweis des Nichtstrukturproteins NS3, einem Marker für die pestivirale RNA-Replikation, 

wurde der mAk C16 (anti-NS3) genutzt. Die Detektion des Strukturproteins Erns erfolgte mit 

dem mAk WB210 (anti-Erns). Eine NS3-Expression und somit eine autonome RNA-

Replikation war in allen transfizierten Zellen nachweisbar (Abb. 9). Allerdings gab es 

Unterschiede in der Anzahl NS3-exprimierender Zellen. Während Zellen nach Transfektion 

von NCP7∆Erns_TPcom-, NCP7∆Erns_TPdel-, NCP7∆Erns_1563-, NCP7∆Erns_1254-, 

NCP7∆Erns_1686-, CP7∆RQLGILG-, CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR- und 

CP7_DNFT-RNA zu 80–100% positive IF-Signale zeigten, konnte nur bei etwa 50% der 

Zellen nach Transfektion mit CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA eine NS3-Expression detektiert 

werden (Abb. 9). Zusätzlich wurde die Ausbildung eines ausgeprägten CPE bei 

CP7∆RQLGILG_K12+R167-RNA-transfizierten Zellen beobachtet. Eine Expression des Erns-

Proteins konnte nicht für alle Mutanten nachgewiesen werden. Nur Zellen, die mit 

NCP7∆Erns_TPdel-, CP7∆RQLGILG-, CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR- und 

CP7_DNFT-RNA elektroporiert waren, reagierten in der IF-Färbung mit dem Erns-

spezifischen mAk WB210 (Abb. 10). Um die BVDV-Freiheit der verwendeten Zellkultur zu 

kontrollieren, wurden nicht-transfizierte KOP-R-Zellen in allen Transfektionsversuchen 

mitgeführt.  

Die Expression des Erns-Proteins wurde weiterhin mit einem kommerziell erhältlichen BVDV-

Antigen-ELISA (HERDCHEK* BVDV Ag/Serum Plus) untersucht, der auf einem Mix 

verschiedener mAk spezifisch für das BVDV-Erns-Protein basiert. Dafür wurden bovine KOP-

R-Zellen mit in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte NCP7∆Erns_TPcom, 

NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254, NCP7∆Erns_1686, CP7∆RQLGILG, 

CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, CP7_DNFT und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR 

elektroporiert. Die Transfektionsüberstände wurden 72 h p.t. gewonnen und unverdünnt im 

ELISA untersucht. Als positive Kontrollen wurden Überstände von CP7-RNA-transfizierten 

Zellen sowie ein im Test enthaltenes BVDV-positives Rinderserum verwendet. Als negative 

Kontrollen dienten Überstände von nicht-transfizierten Zellen sowie ein im Test enthaltenes 

BVDV-negatives Rinderserum. Der ELISA wurde im Doppelansatz durchgeführt. Neben den 

beiden Positivkontrollen konnten nur für Überstände der mit CP7∆RQLGILG- und 

CP7_DNFT-RNA-transfizierten Zellen positive Ergebnisse erhalten werden. Für alle anderen 

Überstände und die negativen Kontrollen konnten nur Extinktionen unterhalb des 

Grenzwertes von 0,3 bestimmt werden. In Abbildung 11 sind die ELISA-Ergebnisse 

dargestellt. 
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Abb. 8: Analyse in vitro-synthetisierter RNA. Die von den Konstrukten CP7∆RQLGILG, 

CP7∆RQLGILG_K12+R167 und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR in vitro-synthetisierten RNAs wurden in 

einem 1%-igen Agarosegel aufgetrennt und beurteilt. Der Pfeil markiert die etwa 12 kb großen 

Volllängen-RNAs.  
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Abb. 9: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen. In vitro-transkribierte RNAs der Konstrukte 

NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254, NCP7∆Erns_1686, 

CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, CP7_DNFT und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR 

wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 48–72 h p.t. mit dem mAk C16 (anti-NS3) gefärbt.  

 

 
Abb. 10: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen. Nach Transfektion der in vitro-

synthetisierten RNAs der Konstrukte NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, 

NCP7∆Erns_1254, NCP7∆Erns_1686, CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, 

CP7_DNFT und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR in KOP-R-Zellen, erfolgte eine IF-Färbung mit dem mAk 

WB210 (anti-Erns) 48–72 h p.t. 
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Abb. 11: BVDV-Antigen-ELISA. KOP-R-Zellen wurden mit in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte 

NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254, NCP7∆Erns_1686, 

CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, CP7_DNFT und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR 

elektroporiert, die Transfektionsüberstände 72 h p.t. gewonnen und unverdünnt im BVDV-Antigen-

ELISA untersucht. Proben mit Extinktionswerten > 0,3 galten als BVDV-positiv.  

 

4.1.2. Analyse der Infektiosität und Verpackung viraler RNA in Virionen 
 
Für den Nachweis infektiöser Virionen in den Überständen von NCP7∆Erns_TPcom-, 

NCP7∆Erns_TPdel-, NCP7∆Erns_1563-, NCP7∆Erns_1254-, NCP7∆Erns_1686-, 

CP7∆RQLGILG-, CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR-, CP7_DNFT- und 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA-transfizierten Zellen wurden diese 48-72 h p.t. gewonnen 

und in BVDV-hochempfängliche bovine KOP-R-Zellen inokuliert. Die Zellen wurden 48–72 h 

nach Inokulation mittels IF-Färbung mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) oder 

dem E2-Mix (anti-E2) beurteilt. Überstände von Zellen, die mit den RNAs der Parentalviren 

CP7 bzw. NCP7 transfiziert wurden, dienten als positive Kontrollen. Infektiöse BVDV konnten 

nur nach Transfektion von Parentalvirus-RNA sowie der RNA der Mutanten CP7∆QPLR und 

CP7_DNFT nachgewiesen werden (Abb. 12). Die Infektiosität beider Mutanten CP7∆QPLR 

und CP7_DNFT unterschied sich allerdings deutlich. Während nach Infektion von 

CP7∆QPLR nur kleinere Plaques E2-exprimierender Zellen detektierbar waren, konnte 

CP7_DNFT größere Areale des Zellrasens infizieren. In der 2. Passage waren nur noch sehr 
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kleine Foci CP7∆QPLR-infizierter Zellen nachweisbar, CP7_DNFT war dagegen in der Lage 

den gesamten Zellrasen zu infizieren (Abb. 13). Aus den CP7_DNFT-infizierten Zellen wurde 

RNA isoliert, eine RT-PCR durchgeführt und teilweise sequenziert. Dabei konnte ein 

Nukleotidaustausch im Erns-Gen identifiziert werden, der zu einer Mutation (N7-Y) im N-

Terminus des Erns-Proteins führte. Um das Wachstumsverhalten der Mutante CP7_DNFT mit 

dem des Parentalvirus CP7 zu vergleichen, wurden KOP-R-Zellen mit einer m.o.i. von 0,1 

mit dem jeweiligen Virus inokuliert. Die Zellkulturüberstände wurden nach 0, 8, 24, 48 und 72 

h gewonnen und titriert. Für jeden Zeitwert wurden zwei parallele Zellkulturüberstände 

verwendet. Beide Viren wiesen ein sehr ähnliches Wachstumsverhalten auf, jedoch wurde 

72 h p.i. für CP7_DNFT ein maximaler Virustiter von 104,875 KID50/ml im Gegensatz zu 105,375 

KID50/ml für CP7 bestimmt (Abb. 14). 

In weiteren Untersuchungen wurde geprüft, ob die nichtinfektiösen Erns-Mutanten einen 

Defekt im Zusammenbau bzw. in der Ausschleusung verpackter Virionen aus der Zelle 

aufwiesen. Dazu wurden die Transfektionsüberstände nach einem RNase-Protektions-Assay 

mit einer Pestivirus-spezifischen real time RT-PCR analysiert. Zunächst wurden bovine KOP-

R-Zellen mit DNaseI-behandelten in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte 

NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254, 

NCP7∆Erns_1686, CP7∆RQLGILG, CP7∆RQLGILG_K12+R167, CP7∆QPLR, CP7_DNFT 

und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR elektroporiert. Nach einer Filtration 72 h p.t. wurden die 

Transfektionsüberstände für 4 h mit DNaseI sowie RNaseA verdaut. Die Behandlung führte 

zur Zerstörung der template-DNA aus dem in vitro-Transkriptionsansatz sowie der nicht in 

Virionen verpackten RNA. Die „geschützte“ RNA wurde anschließend unter Verwendung von 

Trizol-Reagenz isoliert und mittels real time RT-PCR quantifiziert. Überstände von 

Zellkulturen, die mit den in vitro-synthetisierten RNAs der parentalen BVDV CP7 und NCP7 

transfiziert waren, dienten als positive Kontrollen. Überstände nicht-transfizierter Zellen 

dienten als negative Kontrollen. In die Auswertung gingen jeweils zwei parallele 

Transfektionen ein. In Überständen von Zellen, die mit den RNAs der Konstrukte 

NCP7∆Erns_TPcom, NCP7∆Erns_TPdel, NCP7∆Erns_1563, NCP7∆Erns_1254 und 

NCP7∆Erns_1686 transfiziert worden waren sowie in Überständen nicht-transfizierter Zellen, 

konnte keine pestivirale RNA detektiert werden (Abb. 12 und 15). Für Überstände von 

CP7∆RQLGILG-, CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR-, CP7_DNFT- und 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA-transfizierten Zellen konnten CT-Werte von 33,35 bis 36,95 

ermittelt werden, die im schwach positiven Bereich lagen. Nach Transfektion von CP7- und 

NCP7-RNA konnten CT-Werte von 23,65 bis 30,26 ermittelt werden, die deutlich im positiven 

Bereich lagen (Abb. 12 und 15).  Dabei zeigte sich außerdem, dass Überstände CP7-RNA-

transfizierter Zellen etwa 10-mal höhere RNA-Mengen enthielten als Überstände NCP7-

RNA-transfizierter Zellen. 
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   Ø keine pestivirale RNA detektierbar 

    -   kein BVDV-spezifisches IF-Signal 

   + Plaques positiver Zellen nach IF-Färbung 

 +++ 80-100% positive Zellen nach IF-Färbung 

 
Abb. 12: RNase-Protektions-Assay sowie Ergebnis der IF-Färbung der 1. Passage auf KOP-R-Zellen. 

Überstände der mit den in vitro-synthetisierten und DNaseI-verdauten NCP7∆Erns_TPcom-, 

NCP7∆Erns_TPdel-, NCP7∆Erns_1563-, NCP7∆Erns_1254-, NCP7∆Erns_1686-, CP7∆RQLGILG-, 

CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR-, CP7_DNFT- und CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA- 

transfizierten Zellen wurden 72 h p.t. einem RNase-Protektions-Assay unterzogen und mit einer 

Pestivirus-spezifischen real time RT-PCR analysiert. KOP-R-Zellen wurden mit den 

Transfektionsüberständen inokuliert und 48– 72 h p.i. mit dem NS3-spezifischen mAk C16 oder dem 

E2-Mix gefärbt. 
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Abb. 13: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach Infektion mit CP7∆QPLR und CP7_DNFT. Überstände 

der mit den in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte CP7∆QPLR und CP7_DNFT transfizierten 

Zellen wurden in KOP-R-Zellen seriell passagiert und die Zellen 48–72 h p.i. mit dem E2-Mix (anti-E2) 

gefärbt.  
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Abb. 14: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7 und CP7_DNFT in KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen 

wurden mit CP7 und CP7_DNFT (m.o.i. = 0,1) infiziert, die Zellkulturüberstände nach 0, 8, 24, 48 und 

72 h gewonnen und  titriert. 

 

 
Abb. 15: RNase-Protektions-Assay. Überstände der mit DNaseI-verdauten in vitro-synthetisierten 

NCP7∆Erns_TPcom-, NCP7∆Erns_TPdel-, NCP7∆Erns_1563-, NCP7∆Erns_1254-, NCP7∆Erns_1686-, 

CP7∆RQLGILG-, CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR-, CP7_DNFT- und 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA-transfizierten Zellen wurden 72 h p.t. einem RNase-Protektions-Assay 

unterzogen und mit einer Pestivirus-spezifischen real time RT-PCR analysiert.  
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4.1.3. Trans-Komplementierung durch Zelllinien 
 

Im Folgenden wurde untersucht, ob die  Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_RYR mit Hilfe von  

Zelllinien (MB/E2/B5, RK/WT/2), die alle  BVDV-Strukturproteine (C-E2) exprimieren, in trans 

komplementiert werden kann. Dafür wurde in vitro-transkribierte RNA des Konstrukts 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR sowohl in ovine MB/E2/B5- als auch in bovine RK/WT/2-Zellen 

elektroporiert. Die Transfektionsüberstände wurden 72 h p.t. gewonnen und der Zellrasen mit 

dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) gefärbt. In beiden Zelllinien konnte  in 80–100% 

der Zellen eine NS3-Expression und somit RNA-Replikation nachgewiesen werden (Abb. 

16). Um zu testen, ob infektiöse Viren entstanden waren, wurden die 

Transfektionsüberstände in nicht-komplementierende KOP-R-Zellen inokuliert und titriert. 

Mittels IF-Färbung mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) konnten nur einzelne 

fluoreszierende Zellen nachgewiesen werden. Die trans-komplementierten Viren waren nicht 

mehr in der Lage, sich von Zelle zu Zelle auszubreiten oder weitere Zellen zu infizieren (Abb. 

16). Die Trans-Komplementierung auf den ovinen MB/E2/B5-Zellen führte zu einem Virustiter 

von etwa 104,06 KID50/ml. Im Gegensatz dazu war die Trans-Komplementierung auf den 

bovinen RK/WT/2-Zellen effektiver und resultierte in einem Virustiter von etwa 104,94 KID50/ml 

(Abb. 16). 

 

 
Abb. 16: Trans-Komplementierung von CP7∆Erns_2ndIRES_RYR in MB/E2/B5- und RK/WT/2-Zellen. 

In vitro-transkribierte CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-RNA wurde in MB/E2/B5- und RK/WT/2-Zellen 

transfiziert und die Zellen 72 h p.t. mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) gefärbt. Die 

Transfektionsüberstände wurden anschließend in KOP-R-Zellen inokuliert und titriert. 
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4.2. Untersuchungen zur C-terminalen Prozessierung des Erns-Proteins  
 

Über die Spaltung zwischen den Hüllproteinen Erns und E1 ist bisher wenig bekannt und  

daher wurde sie in dieser Studie näher untersucht. Um die BVDV-Strukturproteine unter 

Kontrolle einer EMCV-IRES in T7-RNA-Polymerase-exprimierenden BSR-T7-Zellen 

überexprimieren zu können, wurden ausgehend vom Plasmidvektor pCITE-2a(+) 

Expressionsplasmide generiert, die entweder die für Erns und E1, Erns, E1 und E2 oder 

Kapsid, Erns und E1 kodierenden Genomregionen enthielten [(pCITE_SgErns-E1, 

pCITE_SgErns-E2 und pCITE_C-E1), (Kapitel 3.2.7.2., Abb. 17)]. Die Plasmide waren zudem 

mit der für die Translokation von Erns in das ER-Lumen notwendigen Signalsequenz (Sg) 

ausgestattet. Weitere pCITE-2a(+)- und BVDV-Volllängen-Mutanten wiesen zusätzlich 

Veränderungen im Erns-E1-Spaltstellenbereich auf (Kapitel 3.2.7.2., Abb. 18). In den 

Mutanten pCITE_SgErns-E2MutR506A sowie NCP7_R506A wurde eine putative Subtilisin 

Kexin Isozyme-1/Site-1 Protease (SKI-1/S1P)-Spaltstelle im N-Terminus des E1-Proteins 

mutiert (R9-A). Die Mutanten pCITE_SgErns-E2MutA495R sowie NCP7_A495R wiesen eine 

Mutation einer putativen SPP-Spaltstelle im C-Terminus des Erns-Proteins auf (A225-R).  

Mit Hilfe von bicistronischen Mutanten (CP7∆Erns_SgErnsmod, CP7∆Erns_SgErns-E1mod) 

sollte zusätzlich untersucht werden, welche Auswirkungen es auf die Entstehung infektiöser 

Viren hat, wenn die Expression von Erns und E1 unabhängig von einer proteolytischen 

Spaltung zwischen beiden Proteinen erfolgt (Kapitel 3.2.7.2., Abb. 19). 

Die bicistronische Mutante CP7∆Erns_SgErnsmod erlaubte eine Expression des Erns-Proteins 

des BVDV-1-Stammes PT810 unter Kontrolle einer heterologen IRES (EMCV-IRES) in der 

3`UTR. Dadurch fand die Expression von Erns und E1 unabhängig von einer proteolytischen 

Spaltung zwischen beiden Proteinen statt. Durch die bicistronische Mutante 

CP7∆Erns_SgErns-E1mod konnten sowohl  das Erns- als auch das E1-Protein  des BVDV-1-

Stammes PT810 bicistronisch exprimiert werden. Die heterologen Erns- und E1-Sequenzen 

des synthetischen C-E2-Gens des BVDV-1-Stammes PT810 wurden für die Insertion 

ausgewählt, um homologe Rekombinationen bei der Vermehrung der Plasmide in den 

Bakterien zu vermeiden.  
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Abb. 17: Schematische Darstellung der pCITE-2a(+)-Konstrukte. Die gefüllten grauen Boxen stellen 

die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die schwarze Box symbolisiert die EMCV-IRES.  

 

W F G A Y A A S P Y C E V E R K L G

W F G A Y A A S P Y C E V E A K L G

W F G R Y A A S P Y C E V E R K L G

Erns E1

CP7 / NCP7

MutR506A

MutA495R
 

Abb. 18: Darstellung der Aminosäuresequenz im Bereich der Erns-E1-Spaltstelle. Oben ist die 

Sequenz der Parentalviren CP7 bzw. NCP7 dargestellt. Darunter sind die Sequenzen der 

konstruierten Mutanten gezeigt. Mutierte Aminosäuren sind unterstrichen hervorgehoben. 
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Abb. 19: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 

bicistronischen Mutanten Cp7∆Erns_SgErnsmod und Cp7∆Erns_SgErns-E1mod. Die gefüllten grauen 

Boxen stellen die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die gefüllten Pfeile kennzeichnen 

die Spaltstellen zellulärer Proteasen. Die ungefüllten Pfeile markieren die Spaltstellen viraler 

Proteasen. Die schwarze Box symbolisiert die EMCV-IRES. Gepunktete horizontale Linien 

kennzeichnen die Deletion des Erns-Gens. Die Zahlen geben die Nukleotid-Positionen entsprechend 

der CP7-Sequenz an.  

 

4.2.1. Analyse der Proteinexpression mit Hilfe von Expressionsplasmiden 
 
Für die Expression der BVDV-Strukturproteine wurden die DNAs der neu generierten 

Konstrukte pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-E2 und pCITE_C-E1 sowie DNAs der bereits 

vorhandenen Plasmide pCITE_SgErns, pCITE_C-Erns, pCITE_C-E2 mittels chemischer 

Transfektion in T7-RNA-Polymerase-exprimierende BSR-T7-Zellen verbracht  und die Zellen 

24 h p.t. mittels IF-Färbung beurteilt. Für den Nachweis des Erns-Proteins wurde der mAk 

WB210 (anti-Erns) verwendet. Das E2-Protein  wurde mit Hilfe des E2-Mix (anti-E2) gefärbt. 

IF-Analysen ergaben, dass alle transfizierten Zellen das Erns-Protein exprimierten. In Zellen, 

die mit den Plasmiden pCITE_SgErns-E2 und pCITE_C-E2 transfiziert wurden, konnte 

zusätzlich noch eine E2-Expression detektiert werden (Abb. 20). Als Negativkontrollen 

dienten nicht-transfizierte Zellen. Die Transfektionseffizienz variierte bei den Konstrukten 

kaum und betrug 30–50%. Aufgrund der Überexpression der BVDV-Proteine war die 

Fluoreszenzfärbung sehr intensiv (Abb. 20) und  übertraf die Intensität der IF-Färbung von 

KOP-R-Zellen nach Transfektion in vitro-synthetisierter BVDV-RNA deutlich.  

Das E1-Protein konnte mittels IF-Färbung nicht detektiert werden, da keine geeigneten 

Antikörper zur Verfügung standen. Daher wurde die Expression des E1-Proteins in Western 

Blot-Experimenten untersucht. Dafür wurden BSR-T7-Zellen mit Plasmiden (pCITE_SgErns, 

pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-E2, pCITE_C-Erns, pCITE_C-E1, pCITE_C-E2) transfiziert. 

Die Zellen wurden 24 h p.t. lysiert, die Proteine unter reduzierenden Bedingungen mittels 
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einer SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Für den 

Nachweis des E1-Proteins wurde das polyklonale anti-E1-Kaninchenserum (anti-E1) 

verwendet. In Lysaten von Zellen, die mit den Plasmiden pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-

E2, pCITE_C-E1 und pCITE_C-E2 transfiziert worden waren, konnte ein E1-Protein mit etwa 

25 kDa detektiert werden. Zusätzlich war eine deutliche Bande bei 60–65 kDa zu 

beobachten, die dem nicht-prozessierten Erns-E1-Protein zugeordnet werden konnte (Abb. 

21). Nicht-transfizierte Zellen dienten als Negativkontrolle. 

Um die Stabilität des Erns-E1-Proteins näher zu untersuchen, wurden BSR-T7-Zellen 

metabolisch markiert und einer RIP-Analyse unterzogen. Die Zellen wurden dazu mit dem 

Plasmid pCITE_SgErns-E1 transfiziert und 23 h p.t. für 1 h mit 100 µCi (3,7 MBq)/ml [35S]Met-

[35S]Cys markiert. Nach 0, 30, 60, 120 und 180 min wurden die Zellen lysiert, die Proteine mit 

dem polyklonalen anti-E1-Kaninchenserum (anti-E1) präzipitiert und unter reduzierenden 

Bedingungen mittels SDS-PAGE getrennt. Mit dem anti-E1-Kaninchenserum konnte das Erns-

E1-Protein mit einer Größe von 60–65 kDa präzipitiert werden. Die Menge dieses Proteins 

blieb über 3 h relativ konstant. Freies E1-Protein konnte dagegen nicht detektiert werden 

(Abb. 22). Als Negativkontrolle dienten ebenfalls nicht-transfizierte Zellen.  
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Abb. 20: IF-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen. Die Plasmide pCITE_SgErns, 

pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-E2, pCITE_C-Erns, pCITE_C-E1 und pCITE_C-E2 wurden in BSR-

T7-Zellen transfiziert und die Zellen 24 p.t. mit den mAk WB210 (anti- Erns) und dem E2-Mix (anti-E2) 

gefärbt.  
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Abb. 21: Western Blot-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen. Die Plasmide 

pCITE_SgErns, pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-E2, pCITE_C-Erns, pCITE_C-E1 und pCITE_C-E2 

wurden in BSR-T7-Zellen transfiziert und die Zellen 24 p.t. lysiert. Die Proteine wurden unter 

reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran 

transferiert und mit dem polyklonalen anti-E1-Kaninchenserum gefärbt.  

 

 

 
Abb. 22: RIP-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen. Das Plasmid pCITE_SgErns-E1 

wurde in BSR-T7-Zellen transfiziert und die Zellen 23 p.t. für 1 h radioaktiv markiert. Die Zellen wurden 

nach 0, 30, 60, 120 und 180 min lysiert, die Proteine mit dem polyklonalen anti-E1-Kaninchenserum 

präzipitiert und unter reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE getrennt.  
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4.2.2. Analyse der Proteinexpression und des Wachstumsverhaltens von 
Mutanten mit Veränderungen im Bereich der Erns-E1-Spaltstelle  
 
Um die Spaltung zwischen Erns und E1 näher zu analysieren, wurden die Plasmide 

pCITE_SgErns-E2, pCITE_SgErns-E2MutR506A und pCITE_SgErns-E2MutA495R in BSR-T7-

Zellen transfiziert. Die Zellen wurden 24 h p.t. lysiert, die Proteine unter reduzierenden 

Bedingungen mittels einer SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran 

transferiert. Der Nachweis des E1-Proteins erfolgte mit Hilfe des polyklonalen anti-E1-

Kaninchenserums (anti-E1). Das Erns-Protein wurde mit Hilfe des mAk 0103 (anti-Erns) 

detektiert. In allen transfizierten Zellen konnte ein Erns-E1-Protein mit 60–65 kDa 

nachgewiesen werden. Freies E1-Protein mit einer Größe von etwa 25 kDa sowie freies Erns-

Protein mit einer Größe von etwa 48 kDa konnte jedoch nur in Zellen, die mit den Plasmiden 

pCITE_SgErns-E2 und pCITE_SgErns-E2MutR506A transfiziert worden waren, detektiert 

werden (Abb. 23). In Zellen, die mit dem Plasmid pCITE_SgErns-E2MutA495R transfiziert 

waren, konnten dagegen kein freies E1 und Erns, sondern nur große Mengen des Erns-E1-

Proteins detektiert werden (Abb. 23).  

 

 
Abb. 23: Western Blot-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen. Die Plasmide 

pCITE_SgErns-E2, pCITE_SgErns-E2MutR506A und pCITE_SgErns-E2MutA495R wurden in BSR-T7-

Zellen transfiziert und die Zellen 24 p.t. lysiert. Die Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen 

mittels einer SDS-PAGE getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem 

polyklonalen anti-E1-Kaninchenserum bzw. dem mAk 0103 (anti-Erns) gefärbt.  

 

Die Spaltung zwischen Erns und E1 wurde auch mit Volllängenkonstrukten untersucht. Dafür 

wurden die in vitro-transkribierten RNAs der Konstrukte NCP7_R506A und NCP7_A495R in 

bovine KOP-R-Zellen elektroporiert und die Zellen 48–72 h p.t. mittels IF-Färbung mit dem 

NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) untersucht. Beide Konstrukte (NCP7_R506A, 



Ergebnisse 

76 
 

NCP7_A495R) waren zur autonomen RNA-Replikation befähigt und führten nach 

Transfektion zu einer NS3-Expression in 80–100% der Zellen (Abb. 24). Zum Nachweis 

infektiöser Virionen wurden die Transfektionsüberstände in KOP-R-Zellen inokuliert und 

diese 48–72 h p.i. mittels IF-Färbung mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3) 

beurteilt. Die IF-Färbung zeigte, dass nur Überstände von Zellen, die mit NCP7_R506A-RNA 

transfiziert worden waren, infektiöse Viren enthielten. Die Infektion führte zu einer NS3-

Expression in mehr als  80% der Zellen. Wurden Zellen mit dem Transfektionsüberstand der 

Mutante NCP7_A495R inokuliert, konnte keine NS3-Expression beobachtet werden (Abb. 

24). Die Kontroll-Sequenzierung der NCP7_A495R-DNA im Bereich der Gene C-p7 ergab 

keine zusätzlichen Mutationen. 

 

 
Abb. 24: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit den  

Transfektionsüberständen. Die in vitro-transkribierten RNAs der Konstrukte NCP7_R506A und 

NCP7_A495R wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 48–72 h p.t. mit dem mAk C16 (anti-

NS3) gefärbt. Die Transfektionsüberstände wurden anschließend in KOP-R-Zellen inokuliert und diese 

48–72 h p.i. mit dem mAk C16 (anti-NS3) gefärbt. 

 

Die mit den in vitro-synthetisierten RNAs der Spaltstellen-Mutanten NCP7_R506A und 

NCP7_A495R transfizierten Zellen wurden auch mittels Western Blot-Analysen untersucht. 

Dafür wurden bovine KOP-R-Zellen mit den in vitro-synthetisierten RNAs elektroporiert und 

die Zellen 48 h p.t. lysiert. Die Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen mittels 

einer SDS-PAGE getrennt und auf eine Nitrozellulosemembran transferiert. Das E1-Protein 
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wurde mit Hilfe des polyklonalen anti-E1-Kaninchenserums (anti-E1) detektiert. Für den 

Nachweis des Erns-Proteins wurde der mAk 0103 (anti-Erns) genutzt. Zellen, die mit 

NCP7_R506A-RNA elektroporiert wurden, exprimierten das E1-Protein (25 kDa) sowie das 

Erns-E1-Protein (60–65 kDa). In Zellen, die mit NCP7_A495R-RNA transfiziert waren, konnte 

jedoch ausschließlich das Erns-E1-Protein und kein freies E1-Protein detektiert werden (Abb. 

25). Freies Erns-Protein mit einer Größe von etwa 48 kDa war nur in NCP7_R506A-RNA-

transfizierten Zellen nachweisbar. Zellen, die mit NCP7_A495R-RNA transfiziert worden 

waren, zeigten hingegen keine Expression von freiem Erns-Protein (Abb. 25).  

Um das Wachstumsverhalten der Mutante NCP7_R506A mit dem des Parentalvirus NCP7 

zu vergleichen, wurden KOP-R-Zellen mit einer m.o.i. von 0,05 mit dem jeweiligen Virus 

inokuliert. Die Zellkulturüberstände wurden nach 0, 8, 24, 48 und 72 h gewonnen und titriert. 

Für jeden Zeitwert wurden zwei parallele Zellkulturüberstände verwendet. Die Mehrschritt-

Wachstumskurven zeigten, dass beide Viren vergleichbar replizierten und 72 h p.i. maximale 

Virustiter von etwa 106 KID50/ml erreichten (Abb. 26).  

 

 
Abb. 25: Western Blot-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen. Die in vitro-transkribierten RNAs 

der Spaltstellen-Mutanten NCP7_R506A und NCP7_A495R wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und 

die Zellen 48 p.t. lysiert. Die Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen mittels SDS-PAGE 

getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit dem polyklonalen anti-E1-

Kaninchenserum bzw. dem mAk 0103 (anti-Erns) gefärbt.  
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Abb. 26: Mehrschritt-Wachstumskurven von NCP7 und NCP7_R506A in KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen 

wurden mit NCP7 und NCP7_R506A (m.o.i. = 0,05) infiziert und die Zellkulturüberstände nach 0, 8, 

24, 48 und 72 h gewonnen und titriert. 

4.2.3. Analyse der Proteinexpression und des Wachstumsverhaltens von 
bicistronischen Erns-Mutanten 
 
Zunächst wurden die generierten bicistronischen Mutanten CP7∆Erns_SgErnsmod und 

CP7∆Erns_SgErns-E1mod hinsichtlich der RNA-Replikation untersucht. Dazu wurden in vitro-

transkribierte RNAs der bicistronischen Konstrukte in bovine KOP-R-Zellen transfiziert und 

die Zellen 48–72 h p.t. mittels IF-Färbung unter Verwendung des NS3-spezifischen mAk C16 

(anti-NS3) untersucht. Die IF-Färbung zeigte, dass beide Mutanten zur autonomen RNA-

Replikation befähigt waren und 80–100% der transfizierten Zellen eine positive NS3-Färbung 

aufwiesen (Abb. 27). Außerdem rief die Mutante CP7∆Erns_SgErns-E1mod einen starken CPE 

in den transfizierten KOP-R-Zellen hervor (Abb. 27). Zum Nachweis infektiöser 

Nachkommenviren wurden die Transfektionsüberstände gewonnen, in KOP-R-Zellen 

inokuliert und die Zellen 48–72 h p.i. mittels IF-Färbung mit dem NS3-spezifischen mAk C16 

(anti-NS3) beurteilt. In beiden Transfektionsüberständen konnten infektiöse Viren 

nachgewiesen werden, die in KOP-R-Zellen einen starken CPE verursachten und eine NS3-

Expression in 80–100% der inokulierten Zellen induzierten (Abb. 27). Für vergleichende 

Untersuchungen der Wachstumseigenschaften wurden KOP-R-Zellen mit den BVDV-

Mutanten CP7∆Erns_SgErnsmod, CP7∆Erns_SgErns-E1mod und dem Parentalvirus CP7 mit 

einer m.o.i. von 0,1 infiziert. Die Zellkulturüberstände wurden nach 0, 8, 24, 48 und 72 h 
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gewonnen und titriert. Für jeden Zeitwert wurden zwei parallele Zellkulturüberstände 

verwendet. Dabei zeigte sich für die beiden Viren CP7∆Erns_SgErns-E1mod und CP7 ein sehr 

ähnliches Wachstumsverhalten mit nur geringfügigen Unterschieden in den finalen 

Virustitern 105,875 KID50/ml (CP7) bzw.  105,69 KID50/ml (CP7∆Erns_SgErns-E1mod). Im 

Gegensatz dazu wies das Virus CP7∆Erns_SgErnsmod ein verzögertes Wachstum auf und lag 

mit einem maximalen Virustiter von 105,25 KID50/ml  unter den Virustitern der beiden anderen 

Viren (Abb. 28).  

 

 
Abb. 27: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit den 

Transfektionsüberständen. Die in vitro-transkribierten RNAs der bicistronischen Konstrukte 

CP7∆Erns_SgErnsmod und CP7∆Erns_SgErns-E1mod wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 

48–72 h p.t. mit dem mAk C16 (anti-NS3) gefärbt. Die Transfektionsüberstände wurden anschließend 

in KOP-R-Zellen inokuliert und diese 48–72 h p.i. mit dem mAk C16 (anti-NS3) gefärbt. 
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Abb. 28: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7, CP7∆Erns_SgErnsmod und CP7∆Erns_SgErns-E1mod 

in KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen wurden mit CP7, CP7∆Erns_SgErnsmod und CP7∆Erns_SgErns-E1mod 

(m.o.i. = 0,1) infiziert und die Zellkulturüberstände nach 0, 8, 24, 48 und 72 h gewonnen und titriert. 
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4.3. Untersuchungen zum Erns-Protein des atypischen Pestivirus 
Bungowannah Virus  
 

Das 2007 identifizierte atypische Pestivirus Bungowannah Virus weist ein Erns-Protein mit 

einigen Sequenzbesonderheiten auf (Frost et al., 2007). Im Sequenzvergleich von CP7-Erns 

und Bungowannah Virus-Erns wird eine Deletion von sieben Aminosäuren im 

Membranankerbereich deutlich. Außerdem weist das  Bungowannah Virus-Erns zwei 

zusätzliche basische Aminosäuren an den Positionen 12 und 167 auf, die auch bei anderen 

Pestiviren nicht beobachtet wurden (Abb. 29). Welchen Einfluss diese Sequenzunterschiede 

auf die Substitution des BVDV-Erns im CP7-Hintergrund durch Bungowannah Virus-Erns hat, 

sollte im Folgenden untersucht werden.  Da für den Nachweis des Bungowannah Virus-Erns 

mittels IF-Färbung und Western-Blot-Analyse keine spezifischen Antikörper zur Verfügung 

standen, musste zunächst ein Bungowannah Virus-Erns-spezifisches Antiserum hergestellt 

werden. 

 

 
Abb. 29: Aminosäuresequenzvergleich von CP7-Erns und Bungowannah Virus-Erns. Die Deletion von 

sieben Aminosäuren im Membranankerbereich des Bungowannah Virus-Erns-Proteins sowie die 

Insertion zweier basischer Aminosäuren sind durch Ellipsen hervorgehoben.  
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Abb. 30: Schematische Darstellung des pBAD_BungoErns -Konstrukts. Die gefüllte graue Box stellt 

das Bungowannah Virus-Erns–Protein dar. Die Zahlen geben die Aminosäure-Positionen entsprechend 
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der Bungowannah Virus-Erns-Sequenz an. Die N- und C-terminalen Bungowannah Virus-Erns-

Sequenzen sind unterstrichen.  

4.3.1. Generierung und Charakterisierung eines Antiserums gegen das 
Bungowannah Virus-Erns-Protein 
 

Für die bakterielle Expression des Bungowannah Virus-Erns-Proteins mit einem 6x His-Tag 

wurde das Plasmid pBAD_BungoErns konstruiert (Kapitel 3.2.7.3. Abb. 30). Das 6xHis-Tag 

ermöglichte die Aufreinigung des exprimierten Bungowannah Virus-Erns-Proteins durch Ni-

NTA-Affinitätschromatografie. Dazu wurden 200 ml LB-Medium mit 5 ml einer 

Übernachtkultur E. coli Stamm TOP10, die das Plasmid pBAD_BungoErns enthielten, 

inokuliert und bis zu einer OD660 von etwa 0,6 bei 37°C inkubiert. Die Proteinexpression 

wurde durch Zugabe einer Arabinoselösung induziert. Die Bakterienkultur wurde für weitere 

4 h bei 37°C inkubiert, sedimentiert und lysiert. Die Reinigung der Bungowannah Virus-Erns-

Proteine erfolgte unter denaturierenden Bedingungen. Die Eluate wurden gegen PBS 

dialysiert und im Western Blot unter reduzierenden Bedingungen mit einem His-Tag-

spezifischen mAk (anti-His) beurteilt. Nach der affinitätschromatografischen Reinigung 

konnte ein bakteriell exprimiertes Bungowannah Virus-Erns-Protein mit einer Größe von 30-35 

kDa detektiert werden (Abb. 31). Zwei Kaninchen (Nr. 346 + Nr. 347) wurden jeweils mit 1 ml 

gereinigtem Bungowannah Virus-Erns-Protein in Kombination mit Polygen als Adjuvants 

immunisiert. Während der Immunisierungsperiode wurde den Kaninchen regelmäßig Blut 

entnommen und das Serum mittels Western Blot-Analysen auf das Vorhandensein 

spezifischer Antikörper untersucht. Zu diesem Zweck wurden BSR-T7-Zellen mit DNA des 

Plasmids pCITE_SgErns-E2Bungo, das für die Expression der Bungowannah Virus-

Hüllproteine Erns, E1 und E2 unter Kontrolle einer EMCV-IRES konstruiert wurde, transfiziert. 

Die Zellen wurden 24 h p.t. lysiert und die Proteine mittels SDS-PAGE elektrophoretisch 

getrennt. Nachdem die Proteine auf Nitrozellulosemembranen überführt worden waren, 

wurden diese mit den seriell verdünnten Kaninchenseren inkubiert. Die Western-Blot-

Analysen zeigten, dass beide Kaninchen Antikörper gebildet hatten, die in der Lage waren,  

Bungowannah Virus-Erns zu detektieren. Nach sieben Immunisierungen wurden die Tiere 

entblutet und das Serum gewonnen. Das Bungowannah Virus-Erns-Protein konnte mit den 

Seren beider Kaninchen in Verdünnungen von 1:500 bis 1:2000 nachgewiesen werden. Die 

Gebrauchsverdünnung des Serum Nr. 346 wurde mit 1:2000 und für das Serum Nr. 347 mit 

1:1000 festgelegt (Abb. 32). Die Western Blot-Analysen zeigten, dass das Molekulargewicht 

des Bungowannah Virus-Erns-Proteins mit etwa 38 kDa deutlich unter dem Molekulargewicht 

des BVDV-Erns-Proteins mit etwa 48 kDa liegt. 

Die Eignung des Bungowannah Virus-Erns-spezifischen Kaninchenserums Nr. 346 für IF-

Analysen wurde getestet, indem BSR-T7-Zellen mit dem Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo 
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transfiziert wurden und 24 h p.t. durch IF-Färbung, unter Verwendung serieller 

Verdünnungen des Kaninchenserums Nr. 346, untersucht wurden. Ein Nachweis des 

Bungowannah Virus-Erns-Proteins war  mit einer Serumverdünnung von 1:100 prinzipiell 

möglich, eine starke unspezifische Hintergrundfärbung erschwerte jedoch die Beurteilung der 

Zellen (Abb. 33). 

 

 
Abb. 31: Western Blot-Analyse des bakteriell exprimierten gereinigten Bungowannah Virus-Erns-

Proteins. Das Bungowannah Virus-Erns-Protein wurde mit einem 6x His-Tag bakteriell exprimiert und 

unter denaturierenden Bedingungen über Ni-NTA-Affinitätschromatografie gereingt. Die gereinigten 

Bungowannah Virus-Erns-Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE 

getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit einem His-Tag-spezifischen mAk (anti-

His) gefärbt.  
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Abb. 32: Western Blot-Analyse von transient Bungowanah Virus-Erns-, -E1- und -E2-exprimierenden 

BSR-T7-Zellen. Das Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo wurde in BSR-T7-Zellen transfiziert und die 

Zellen 24 p.t. lysiert. Die Proteine wurden unter reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE 

getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran transferiert und mit den polyklonalen anti-Bungowannah 

Virus-Erns Kaninchenseren (Nr. 346 + Nr. 347)  in den angegebenen Verdünnungen gefärbt.  

 

 
Abb. 33: IF-Analyse von transient Bungowanah Virus-Erns-, -E1- und -E2-exprimierenden BSR-T7-

Zellen. Das Plasmid pCITE_SgErns-E2Bungo wurde in BSR-T7-Zellen transfiziert und die Zellen 24 p.t. 

mit dem  polyklonalen anti-Bungowannah Virus-Erns Kaninchenserum (Nr. 346, 1:100 verdünnt) 

gefärbt.  
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4.3.2. Charakterisierung von BVDV/Bungowannah Virus-Chimären 
 

Die Möglichkeit der Komplementierung von BVDV-Erns-Deletionsmutanten mit Bungowannah 

Virus-Erns wurde mit bicistronischen Konstrukten untersucht (Kapitel 3.2.7.3., Abb. 34). Die 

bicistronischen Mutanten CP7∆Erns_SgErnsBungo und CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo 

ermöglichten die Expression des Erns- bzw. des Erns- und E1-Proteins des Bungowannah 

Virus unter Kontrolle einer heterologen IRES in der 3`UTR. In der bicistronischen Mutante 

CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins wurden in das Bungowannah Virus-Erns die sieben „fehlenden“ 

Aminosäuren in der Membranankerregion durch die entsprechenden Aminosäuren des CP7 

ersetzt. Alle Konstrukte enthalten auch die für die korrekte Translokation in das ER-Lumen 

notwendige Signalsequenz des Bungowannah Virus-Erns. Bei der Mutante 

CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo sind das Bungowannah Virus-Erns-Gen und das BVDV-E1-

Gen durch eine heterologe IRES getrennt worden, so dass die Expression des 

Bungowannah Virus-Erns- und BVDV-E1-Proteins unabhängig von einer proteolytischen 

Spaltung zwischen diesen beiden Proteinen stattfinden konnte. Für die korrekte 

Translokation des E1-Proteins in das ER-Lumen wurde die Signalsequenz für das CP7-Erns-

Protein vor die für das BVDV-E1 kodierende Genomregion inseriert.  
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Abb. 34: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 

bicistronischen Mutanten. Die gefüllten grauen Boxen stellen die Strukturprotein-kodierenden 

Genombereiche des CP7 dar. Die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche des Bungowannah 

Virus werden durch gestreifte Boxen gekennzeichnet. Die schwarze Box symbolisiert die EMCV-IRES. 

Gepunktete horizontale Linien entsprechen den deletierten Genombereichen. Die Zahlen geben die 

Nukleotid-Positionen entsprechend der CP7-Sequenz an. Die im Bungowannah Virus-Erns-Protein 

inserierten sieben Aminosäuren sind unterstrichen.  

 

4.3.2.1. Analyse der Proteinexpression und des Wachstumsverhaltens  
 
Im Folgenden wurde untersucht ob die generierten bicistronischen BVDV/Bungowannah 

Virus-Chimären in der Lage waren, infektiöse Nachkommenviren zu generieren. Hierzu 

wurden die in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte CP7∆Erns_SgErnsBungo, 

CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins, CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo und CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo 

in bovine KOP-R-Zellen elektroporiert. Die Zellen wurden 48-72 h p.i. mittels IF-Färbung mit 

dem E2-Mix (anti-E2) beurteilt. Bei allen Konstrukten konnte in mehr als 80% der Zellen eine 

E2-Expresssion detektiert werden (Abb. 35). Für den Nachweis infektiöser 

BVDV/Bungowannah Virus-Chimären wurden die Transfektionsüberstände in KOP-R-Zellen 

inokuliert und die Zellen 48–72 h p.i. mit dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. Infektiöses Virus 

konnte in allen Transfektionsüberständen detektiert werden. Allerdings gab es Unterschiede 

in der Anzahl infizierter Zellen und in der Virusausbreitung. Während die beiden Mutanten 

CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins und CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo in der 2. Passage nur noch zur 

Bildung von kleinen Foci infizierter Zellen fähig waren, konnten die Mutanten 

CP7∆Erns_SgErnsBungo und CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo wesentlich größere Areale des 

Zellrasens infizieren (Abb. 35).  
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Abb. 35: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen. In vitro-transkribierte RNAs der chimären 

Konstrukte CP7∆Erns_SgErnsBungo, CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins, CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo sowie  

CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 48–72 h p.t. mit 

dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. Die Transfektionsüberstände wurden anschließend zweimal in KOP-R-

Zellen passagiert und die Zellen 48–72 h p.i. mit dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. 
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4.4. Reinigung und Charakterisierung  rekombinanter BVDV mit Epitop-
markierten Erns- oder E2-Proteinen 
 
Für die Reinigung und Charakterisierung von BVDV wurden auf der Basis des Plasmids 

pA/BVDV Volllängen-cDNA-Konstrukte generiert, die die Expression von Erns- bzw. E2-

Proteinen mit einem N-terminalen FLAG- (DYKDDDDK) oder STREPII-(WSHPQFEK)Tag 

zusammen mit einem linker (SG) erlauben (Kaptel 3.2.7.4., Abb. 36 und 37).  

Die Mutante CP7_Erns_flag diente der Expression eines Erns-Proteins, das am N-Terminus 

mit einem FLAG-Tag und einem linker fusioniert ist. Eine weitere Mutante, CP7_Erns_flagII, 

wies ein modifiziertes FLAG-Tag (CDYKDDDDK) sowie eine Mutation im Bereich einer 

potentiellen N-Glykosylierungsstelle im Erns-Protein (T102-A) auf. In der Mutante 

CP7_Erns_strep wurde das Erns-Protein am N-Terminus mit einem STREPII-Tag und einem 

linker fusioniert. Die Mutante CP7_E2_flag wurde für die Expression eines N-terminal mit 

FLAG-markierten E2-Proteins konstruiert und wies wie die oben beschriebenen Mutanten 

einen linker zwischen dem FLAG-Tag und dem E2-Protein auf. Die Mutante CP7_E2_strep  

war analog aufgebaut und wies am N-Terminus von E2 das STREPII-Epitop und einen linker 

auf.  
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Abb. 36: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 

Mutanten, die FLAG-markierte Erns- oder E2-Proteine exprimieren. Die gefüllten grauen Boxen stellen 

die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die schwarze Box symbolisiert das FLAG-Tag 

mit einem linker. Die FLAG-Tag-Sequenz ist unterstrichen, die linker-Sequenz kursiv dargestellt. 

Mutierte Aminosäuren  sind durch ein Sternchen gekennzeichnet. 
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Abb. 37: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 

Mutanten, die STREPII-markierte Erns- oder E2-Proteine exprimieren. Die gefüllten grauen Boxen 

stellen die Strukturprotein-kodierenden Genombereiche dar. Die schwarze Box symbolisiert das 

STREPII-Tag mit einem linker. Die STREPII-Tag-Sequenz ist unterstrichen, die linker-Sequenz ist 

kursiv dargestellt. 

 

4.4.1. Charakterisierung von BVDV-Mutanten mit FLAG-markierten Erns- oder 
E2-Proteinen 
 

4.4.1.1. Analyse der Proteinexpression und des Wachstumsverhaltens 
 
Um die Replikationsfähigkeit der generierten BVDV-Mutanten mit FLAG-Tags zu überprüfen, 

wurden die DNAs der Konstrukte CP7_Erns_flag, CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag in vitro 

transkribiert. Die RNAs wurden durch Elektroporation in bovine KOP-R-Zellen transfiziert und 

die Zellen 48-72 h p.t. mittels IF-Färbung mit dem E2-Mix (anti-E2) untersucht. Eine E2-

Expression war für alle Mutanten nachweisbar. Nach Transfektion der RNA der Mutanten 

CP7_Erns_flag und CP7_Erns_flagII konnten nur einzelne Foci E2-exprimierender Zellen 

detektiert werden, während nach Transfektion der RNA der Mutante CP7_E2_flag fast alle 

Zellen E2 exprimierten. (Abb. 39). Um zu prüfen, ob nach der Transfektion infektiöse 

Virionen gebildet wurden, wurden die Transfektionsüberstände in bovine KOP-R-Zellen 

inokuliert und der Zellrasen 48–72 h p.i. mittels IF-Färbung mit dem E2-Mix (anti-E2) 

untersucht. Dabei konnte festgestellt werden, dass alle Transfektionsüberstände infektiöses 

Virus enthielten. Die generierten rekombinanten Viren unterschieden sich allerdings 

hinsichtlich ihrer Replikationsfähigkeit. Während die Mutanten CP7_Erns_flag und 

CP7_Erns_flagII in der 1. Passage nur zur Bildung von Plaques E2-exprimierender Zellen 

fähig waren, replizierte die Mutante CP7_E2_flag bereits nach der Transfektion effizient und 

infizierte den gesamten Zellrasen (Abb. 38). Die Effizienz der Virusvermehrung glich sich 

während der Passagen 1-3 in KOP-R-Zellen an, so dass ab der 3. Passage alle Mutanten in 
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der Lage waren, den gesamten Zellrasen zu infizieren (Abb. 38). IF-Färbungen von 

infizierten KOP-R-Zellen mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3), dem E2-Mix (anti-

E2), dem Erns-spezifischen mAk WB210 (anti-Erns) sowie dem mAk anti-FLAG M2 (anti-

FLAG) zeigten, dass auch das Nichtstrukturprotein NS3 sowie die Strukturproteine E2 und 

Erns exprimiert wurden. Die Expression des FLAG-Epitops konnte jedoch nur für die 

Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag detektiert werden (Abb. 39). Aus den mit den 

Mutanten infizierten KOP-R-Zellen wurde RNA isoliert, eine RT-PCR sowie eine 

Sequenzierung des für Erns bzw. E2 kodierenden Genombereichs durchgeführt. Für das 

Virus CP7_Erns_flag konnten dabei zwei Nukleotidaustausche identifiziert werden. Ein 

Nukleotidaustausch betraf die Sequenz des FLAG-Epitops und führte zu einer Y-C Mutation. 

Ein weiterer Nukleotidaustausch bewirkte eine T102-A Mutation im Erns-Protein. Im Virus 

CP7_Erns_flagII wurden ebenfalls zwei Nukleotidaustausche detektiert, die eine Veränderung 

der Aminosäuresequenz zur Folge hatten. Eine Mutation (C-Y) betraf das modifizierte FLAG-

Epitop und die zweite Mutation (L135-S) befand sich im zentralen Bereich des Erns-Proteins. In 

der CP7_E2_flag-Mutante konnten keine adaptiven Mutationen detektiert werden. Aufgrund 

der schlechten Wachstumseigenschaften und der Mutation im FLAG-Epitop, wurde die 

Mutante CP7_Erns_flag nicht in weitere Untersuchungen einbezogen. 

 
Abb. 38: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit den 

entsprechenden Zellkulturüberständen. Die in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte 

CP7_Erns_flag, CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 

48–72 h p.t. mit dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. Die Überstände der CP7_Erns_flag-, CP7_Erns_flagII- 

und CP7_E2_flag-RNA-transfizierten Zellen wurden in KOP-R-Zellen seriell passagiert und die Zellen 

48–72 h p.i. mit dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. 
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Abb. 39: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen wurden mit CP7_Erns_flag, 

CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag inokuliert und 48–72 h p.i. mit dem mAk C16 (anti-NS3), dem E2-

Mix (anti-E2), dem mAk WB210 (anti-Erns) und dem mAk anti-FLAG M2 (anti-FLAG) gefärbt.  
 

Die FLAG-markierten Viren und entsprechende Konjugate ermöglichten Doppelfärbungen 

von Erns- und E2-Proteinen in einer Zelle. Für erste Ko-Lokalisationsstudien wurden KOP-R-

Zellen mit der Mutante CP7_E2_flag infiziert und 48 h p.i. mittels Doppelfärbung mit dem 

mAk anti-FLAG M2 (anti-FLAG, Kaninchen) und dem Erns-spezifischen mAk WB210 (anti-

Erns, Maus) beurteilt. Als Konjugate wurden anti-mouse IgG ALEXA488 sowie anti-rabbit IgG 

ALEXA594 genutzt. Das Erns-Protein ist somit grün und das E2-Protein ist rot gefärbt. Die IF-

Färbung zeigte deutliche zytoplasmatische Ansammlungen der Erns- und E2-Proteine, 

besonders auch an den Zellpolen, die deckungsgleich waren und eine Ko-Lokalisation beider 

Proteine vermuten lassen (Abb. 40).   
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Abb. 40: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen wurden mit CP7_E2_flag inokuliert 

und 48 h p.i. mit dem mAk WB210 (Maus, anti-Erns) und dem mAk anti-FLAG M2 (Kaninchen, anti-

FLAG) gefärbt. 

 

Für Western Blot-Analysen wurden bovine KOP-R-Zellen mit den Viren CP7, CP7_Erns_flagII 

und CP7_E2_flag inokuliert. Die Zellen wurden 48 h p.i. lysiert, die Proteine unter 

reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE getrennt und auf eine 

Nitrozellulosemembran transferiert. Das E2-Protein wurde mit Hilfe des mAk WB214 (anti-

E2) detektiert. Für den Nachweis des FLAG-Epitops wurde der mAk anti-FLAG M2 (anti-

FLAG) genutzt. Als Kontrollen dienten nicht-infizierte sowie CP7-infizierte Zellen. Eine E2-

Expression konnte in allen infizierten Zellen (CP7, CP7_Erns_flagII, CP7_E2_flag) beobachtet 

werden und demonstrierte, dass in etwa gleiche Mengen Virusprotein aufgetragen wurden 

(Abb. 41). In Lysaten von CP7_Erns_flagII-infizierten Zellen konnte neben einem FLAG-

markierten Erns-Protein mit etwa 48 kDa, ein FLAG-markiertes Erns-E1-Protein mit einer 

Größe von 60–65 kDa detektiert werden. In Lysaten von CP7_E2_flag-infizierten Zellen war 

ein FLAG-markiertes E2-Protein mit einer Größe von etwa 55 kDa nachweisbar. (Abb. 41).  

Um das Wachstumsverhalten der Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag mit dem des 

Parentalvirus CP7 zu vergleichen, wurden KOP-R-Zellen mit einer m.o.i. von 0,01 mit dem 

jeweiligen Virus inokuliert. Die Zellkulturüberstände wurden nach 0, 8, 24, 48 und 72 h 
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gewonnen und titriert. Für jeden Zeitwert wurden zwei parallele Zellkulturüberstände 

verwendet. Die Mehrschritt-Wachstumskurven zeigten einen fast deckungsgleichen Verlauf 

für beide Mutanten und das Parentalvirus mit maximalen Virustitern von etwa 105 KID50/ml 

nach 72 h (Abb. 42).  

 

 
Abb. 41: Western Blot-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen wurden mit CP7,  

CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag inokuliert und 48 p.i. lysiert. Die Proteine wurden unter 

reduzierenden Bedingungen mittels einer SDS-PAGE getrennt, auf eine Nitrozellulosemembran 

transferiert und mit dem mAk anti-FLAG M2 (anti-FLAG) sowie dem mAK WB214 (anti-E2) gefärbt.  
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Abb. 42: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7,  CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag in KOP-R-Zellen. 

KOP-R-Zellen wurden mit CP7,  CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag (m.o.i. = 0,01) infiziert, die 

Zellkulturüberstände nach 0, 8, 24, 48 und 72 h gewonnen und titriert. 

 

4.4.1.2. Affinitätschromatografische Virusreinigung  
 
Für die affinitätschromatografische Reinigung von FLAG-markierten BVDV wurden die 

Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag auf bovinen KOP-R-Zellen bis zur 3. Passage 

(CP7_E2_flag) bzw. bis zur 6. Passage (CP7_Erns_flagII) vermehrt. Dabei diente die jeweils 

letzte Passage zur Herstellung eines Virus-Stocks mit FKS-freiem Medium. Die 

Zellkulturüberstände wurden filtriert und auf KOP-R-Zellen titriert. Als Negativkontrolle für die 

nachfolgenden affinitätschromatographischen Reinigungen wurde ein CP7-Stock  in gleicher 

Weise generiert. Für die beiden Mutanten konnten Ausgangsvirustiter von 104,75 KID50/ml 

(CP7_Erns_flagII) und 105,375 KID50/ml (CP7_E2_flag) ermittelt werden. Das Parentalvirus 

CP7 hatte vor der Reinigung einen Virustiter von 105,125 KID50/ml. Die 

affinitätschromatografische Reinigung erfolgte entweder unter Verwendung von Anti-FLAG 

M2-Agarosepartikeln bzw. Anti-FLAG M2-Magnetpartikeln. Für die Reinigung der Viren mit 

Anti-FLAG M2-Agarose wurden die Antikörper-beladenen Agarosepartikel zunächst mit 

Glycin-HCl (pH 3,5) äquilibriert, mit PBS gewaschen und für 1 h bei Raumtemperatur mit 1 

ml infektiösem Zellkulturüberstand inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die 

über das FLAG-Tag gebundenen Virionen mit 1 ml einer synthetischen FLAG-Peptidlösung 

von den Agarosepartikeln eluiert. Die nach der Reinigung erhaltenen Eluate wurden filtriert 
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und titriert. In die Auswertung wurden drei parallele Reinigungen einbezogen. Nach 

Aufreinigung des Zellkulturüberstandes CP7-infizierter Zellen konnten nur noch minimale 

Mengen infektiöser Virionen und Virustiter von etwa 101,2 KID50/ml festgestellt werden (Abb. 

43). Im Gegensatz dazu konnten in den Eluaten der beiden FLAG-Mutanten CP7_Erns_flagII 

und CP7_E2_flag Virustiter von mehr als 103,5 KID50/ml ermittelt werden (Abb. 43). In einem 

weiteren Versuch wurden in einem Doppelansatz CP7 sowie die FLAG-Mutanten mit Hilfe 

von Anti-FLAG M2-Magnetpartikeln gereinigt. Dazu wurden die Antikörper-beladenen 

Magnetpartikel mit PBS gewaschen und für 1 h bei Raumtemperatur mit 1 ml der infektiösen 

Zellkulturüberstände inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die gebundenen 

Virionen durch Zugabe von 1 ml einer synthetischen FLAG-Peptidlösung von den 

Magnetpartikeln eluiert. Die filtrierten Eluate wurden titriert und für die FLAG-markierten 

Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag wurden nach der Reinigung Virustiter von mehr 

als 103,8 KID50/ml ermittelt (Abb. 44). Im Gegensatz dazu war auch nach der Reinigung durch 

Magnetpartikel im Überstand CP7-infizierter Zellen kaum noch Infektiosität (100,6 KID50/ml) 

nachweisbar (Abb. 44).  

 

 
Abb. 43: Virusreinigung mittels Anti-FLAG M2-Agarose-Partikeln. FKS-freie Virusstocks des 

Parentalvirus CP7 sowie der Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag wurden mit Hilfe der Anti-

FLAG M2 Agarosepartikel gereinigt und auf KOP-R-Zellen titriert. 
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Abb. 44: Virusreinigung mittels Anti-FLAG M2 Magnetpartikeln. FKS-freie Virusstocks des 

Parentalvirus CP7 sowie der Mutanten CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag wurden mit Hilfe der Anti-

FLAG M2 Magnetpartikel gereinigt und auf KOP-R-Zellen titriert. 

 
Um die gereinigten BVDV elektronenmikroskopisch darstellen zu können, waren Virustiter 

von >108 KID50/ml und somit eine weitere Konzentrierung notwendig. Hierzu wurden 330 ml 

FKS-freier Überstand von CP7_E2_flag-infizierten KOP-R-Zellen mit 8% PEG 6000 sowie 

0,7 M NaCl gefällt und in ca. 2 ml TEN-Puffer resuspendiert. Das Virus-Konzentrat wurde 

anschließend mit Hilfe von Anti-FLAG M2-Magnetpartikeln gereinigt und durch Zugabe von 

100 µl einer synthetischen FLAG-Peptidlösung von den Magnetpartikeln eluiert. Der 

hierdurch erreichte Virustiter im Eluat betrug 108,75 KID50/ml. 

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden von H. Granzow (FLI Insel Riems) 

durchgeführt. Für die Negativkontrast-Elektronenmikroskopie wurden die BVDV-Partikel an 

Nickel-Grids adsorbiert und mit Uranylacetat gefärbt. Mit Hilfe des Elektronenmikroskops 

konnten zahlreiche, vor allem sphärische Partikel, dargestellt werden und die Partikelzahl 

wurde auf etwa 109-1010/ml geschätzt (Abb. 45). Die Vermessung der Virionen ergab 

Partikeldurchmesser von 43-58 nm, wobei für die meisten Viruspartikel ein Durchmesser von 

48 nm ermittelt wurde (Abb. 45). Für immunelektronenmikroskopische Untersuchungen 

wurden die BVDV-Partikel nach Adsorption an Nickel-Grids mit dem E2-spezifischen mAk 

WB214 bzw. dem Erns-spezifischen mAk WB210 inkubiert. Als Sekundärantikörper wurde ein 

anti-Maus Gold-Konjugat (Größe der Goldpartikel 10 nm) verwendet. Sowohl nach Einsatz 

des E2-spezifischen mAk als auch nach Verwendung des Erns-spezifischen mAk konnte eine 
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Goldmarkierung der Virionen detektiert und somit die Assoziation von E2 und Erns mit der 

BVD-Virushülle nachgewiesen werden (Abb. 45).  

 

 
Abb. 45: Elektronenmikroskopische Analyse von gereinigten BVDV. Der Überstand von CP7_E2_flag-

infizierten KOP-R-Zellen wurde mit PEG gefällt und mit Anti-FLAG M2-Magnetpartikeln gereinigt. (A) 

Negativkontrastfärbung von BVDV-Partikeln mit Uranylacetat. (B) Immunogold-Färbung von BVDV-

Partikeln mit dem BVDV-E2-spezifischen mAk WB214. (C) Immunogold-Färbung von BVDV-Partikeln 

mit dem BVDV-Erns-spezifischen mAk WB210. Die Balken haben jeweils eine Länge von 300 nm 

sowie 100 nm in der Vergrößerung. 
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4.4.2. Charakterisierung von BVDV-Mutanten mit STREPII-markierten Erns- und 
E2-Proteinen 
 

4.4.2.1. Analyse der Proteinexpression und des Wachstumsverhaltens 
 
Die Replikationsfähigkeit der in vitro-transkribierten RNAs der Konstrukte CP7_Erns_strep 

und CP7_E2_strep wurde geprüft, indem bovine KOP-R-Zellen mit der RNA transfiziert  und 

48-72 h p.t. mittels IF-Färbung mit dem E2-Mix (anti-E2) beurteilt wurden. Für beide 

Mutanten konnte eine E2-Expression nachgewiesen werden (Abb. 46). Um zu testen, ob die 

Zellkulturüberstände nach der Transfektion infektiöses Virus enthielten, wurden die 

Transfektionsüberstände in KOP-R-Zellen inokuliert und der Zellrasen 48–72 h p.i. mittels IF-

Färbung mit dem E2-Mix (anti-E2) untersucht. In beiden Transfektionsüberständen konnte 

infektiöses Virus nachgewiesen werden, das sich im gesamten Zellrasen ausbreiten konnte 

(Abb. 46). Durch IF-Färbungen mit dem NS3-spezifischen mAk C16 (anti-NS3), dem E2-Mix 

(anti-E2), und dem Erns-spezifischen mAk WB210 (anti-Erns) konnten auch die BVDV-Proteine 

NS3, E2 und Erns in infizierten Zellen detektiert werden (Abb. 47). Die Expression des 

STREPII-Epitops konnte dagegen nur für CP7_E2_strep-infizierte Zellen gezeigt werden. 

CP7_Erns_strep-infizierte Zellen reagierten in der IF-Färbung mit dem  mAk anti-STREP (anti-

STREP) nicht (Abb. 47). RNA wurde aus den infizierten Zellen isoliert, eine RT-PCR sowie 

eine teilweise Sequenzierung durchgeführt. Für beide Mutanten konnte die Sequenz des 

STREPII-Epitops im Genom nachgewiesen werden, adaptive Mutationen wurden nicht 

identifiziert.  
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Abb. 46: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit den 

entsprechenden Zellkulturüberständen. Die in vitro-synthetisierten RNAs der Konstrukte 

CP7_Erns_strep und CP7_E2_strep wurden in KOP-R-Zellen transfiziert und die Zellen 48–72 h p.t. mit 

dem E2-Mix (anti-E2) gefärbt. Die Überstände der CP7_Erns_strep-  und CP7_E2_strep-RNA 

transfizierten Zellen wurden in KOP-R-Zellen inokuliert und die Zellen 48–72 h p.i. mit dem E2-Mix 

(anti-E2) gefärbt. 

 

 
 
Abb. 47: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen. KOP-R-Zellen wurden mit CP7_Erns_strep und 

CP7_E2_strep inokuliert und 48–72 h p.i. mit dem mAk C16 (anti-NS3), dem E2-Mix (anti-E2), dem 

mAk WB210 (anti-Erns) und dem mAk anti-STREP (anti-STREP) gefärbt.
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5. DISKUSSION 
 
Im Gegensatz zu anderen Flaviviren kodiert das pestivirale RNA-Genom für zwei zusätzliche 

Proteine, das Nichtstrukturprotein Npro und das Strukturprotein Erns. Während Npro für die 

virale Replikation in Zellkultur nicht essentiell ist, wird Erns für die Bildung infektiöser Virionen 

benötigt (Frey et al., 2006; Tratschin et al., 1998; Widjojoatmodjo et al., 2000).  Die 

Verfügbarkeit infektiöser cDNA-Klone für Pestiviren ermöglicht es, die Viren in vitro gezielt zu 

manipulieren und die Auswirkungen dieser genetischen Veränderungen auf das Virus zu 

analysieren (Mayer et al., 2003; Meyers et al., 1996; Mischkale et al., 2010; Rüggli et al., 

1996).  

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, das Erns-Protein des BVDV-1-Stammes CP7 näher zu 

untersuchen. Im ersten Teil der Arbeit wurden BVDV-Mutanten mit Deletionen, Insertionen 

oder Mutationen im Erns-Protein generiert, um zu analysieren, ob alle Bereiche von Erns für die 

Bildung infektiöser Nachkommenviren essentiell sind. Weiterhin wurde eine Mutante mit 

einer kompletten Erns-Deletion sowie einer heterologen IRES im Genom mit Hilfe von 

Zelllinien in trans komplementiert. Im zweiten Teil der Arbeit wurde die Prozessierung des C-

Terminus von Erns mit Hilfe von Expressionsplasmiden sowie BVDV-Mutanten mit 

Veränderungen im Erns-E1-Spaltstellenbereich untersucht. Im dritten Teil wurde das Erns-

Protein des atypischen Pestivirus Bungowannah Virus, welches einige 

Sequenzbesonderheiten gegenüber den klassischen Pestiviren aufweist, untersucht (Frost et 

al., 2007).  Im letzten Teil der Arbeit wurde eine effiziente Methode zur Konzentrierung und 

Reinigung von BVDV-Mutanten mit Epitop-markierten Hüllproteinen (Erns, E2) für 

elektronenmikroskopische Untersuchungen etabliert. 

 

5.1. Charakterisierung von BVDV-Mutanten mit Veränderungen in der 
Erns-kodierenden Region 
 
Für das nur bei Pestiviren vorkommende Strukturprotein Erns sind einige strukturell und 

funktionell wichtige Bereiche bekannt. So weist Erns eine intrinsische RNase-Aktivität auf, die 

für die Inhibition der Interferoninduktion durch extrazelluläre virale RNAs von großer 

Bedeutung ist (Magkouras et al., 2008; Mätzener et al., 2009; Schneider et al., 1993; 

Windisch et al., 1996). Zum katalytischen Zentrum der RNase gehören neben einer 

Glutaminsäure auch zwei Histidine (H30 und H79). Wird Histidin H30 substituiert bzw. Histidin 

H79 deletiert, entstehen RNase-negative CSFV- und BVDV-Mutanten, die ähnlich wie das 

Wildtyp-Virus replizieren, aber im Tier attenuiert sind (Meyer et al., 2002; Meyers et al., 

1999). Weiterhin besitzt Erns zwei Cluster mit basischen Aminosäuren (KKGK und 
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KKLENKSK), die zum einen die Bindung von dsRNA und damit eine Inhibition der 

Interferonexpression induzieren und zum anderen die Bindung an Glucosaminoglykane der 

Zellmembran vermitteln (Iqbal et al., 2000 und 2004). Im C-terminalen Bereich des Erns ist ein 

37 Aminosäuren langes Transporterpeptid lokalisiert (Langedijk, 2002). Zudem repräsentiert 

der C-terminale Erns-Bereich einen untypischen Membrananker in Form einer 

amphiphatischen Helix, wobei elf zentrale Aminosäuren für eine Membranbindung notwendig 

sind (Fetzer et al., 2005; Tews und Meyers, 2007). Wird die Integrität des Membranankers z. 

B. durch Alanininsertionen gestört, können keine infektiösen Nachkommenviren mehr 

generiert werden (Tews und Meyers, 2007).  

In der vorliegenden Arbeit wurden BVDV-Mutanten auf Basis der infektiösen cDNA-Klone 

pA/BVDV und pA/BVDV/Ins- (Meyers et al., 1996) generiert, um zu untersuchen, ob 

nichtessentielle Bereiche für die Bildung infektiöser Virionen im Erns-Protein definiert werden 

können. In der Mutante NCP7∆Erns_TPcom wurden der N-Terminus mit dem Histidin H30 

sowie der C-Terminus mit der Transporteraktivität und dem basischen Cluster KKLENKSK 

erhalten. Die NCP7∆Erns_TPdel-Mutante weist eine fast komplette Deletion der C-terminalen 

Region mit der Transporteraktivität  und dem basischen Cluster KKLENKSK auf, die 

Aminosäuren 225-227 wurden jedoch als potentielle Signalpeptid-Peptidase (SPP)-

Spaltstelle erhalten. Die Mutante NCP7∆Erns_1563 weist eine zentrale Erns-Deletion auf.  Die 

N-terminale Region mit dem Histidin H30, beide Cluster basischer Aminosäuren (KKGK und 

KKLENKSK) sowie die C-terminale Transporterpeptidregion blieben erhalten. Die beiden 

Mutanten NCP7∆Erns_1254 und  NCP7∆Erns_1686 besitzen kleine Deletionen in der N-  bzw. 

C-terminalen Erns-Region. Das Transporterpeptid, beide Cluster basischer Aminosäuren 

(KKGK und KKLENKSK) sowie beide Histidine (H30 und H79) wurden nicht verändert. Die 

Mutanten CP7∆RQLGILG und CP7∆RQLGILG_K12+R167 weisen eine Deletion von sieben 

Aminosäuren in der C-terminalen Membranankerregion auf, die natürlicherweise beim 

atypischen Pestivirus Bungowannah Virus vorkommt (Frost et al., 2007). Bei der Mutante 

CP7∆RQLGILG_K12+R167 wurden zusätzlich ein Lysin an der Aminosäure-Position 12 

sowie ein Arginin an der Aminosäure-Position 167 entsprechend der Bungowannah Virus-

Erns-Aminosäuresequenz inseriert (Frost et al., 2007). Die Mutanten CP7∆QPLR und 

CP7_DNFT  enthalten eine kleine Deletion bzw. Substitution von vier Aminosäuren in einer 

zentralen und relativ variablen Region des Erns-Proteins. Die CP7∆Erns_2ndIRES_RYR-

Mutante weist eine komplette Erns-Deletion auf. In den Bereich der Deletion wurde eine 

EMCV-IRES inseriert, um die Generierung des N-Terminus von E1 ohne eine proteolytische 

Spaltung zu ermöglichen. Um die korrekte Translokation des E1-Proteins in das ER-Lumen 

zu gewährleisten, wurde die Erns-Signalsequenz vor die E1-kodierende Genomregion 

inseriert. Mittels IF-Färbung des BVDV-Nichtstrukturproteins NS3, einem Marker für die 

pestivirale RNA-Replikation, konnte gezeigt werden, dass alle generierten Erns-Mutanten 
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nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in BVDV-hochempfängliche KOP-R-Zellen in 

der Lage waren, autonom RNA zu replizieren. Allerdings konnte die Expression des Erns-

Proteins in der IF-Färbung mit dem mAk WB210 nur für NCP7∆Erns_TPdel-, CP7∆RQLGILG, 

CP7∆RQLGILG_K12+R167-, CP7∆QPLR- und CP7_DNFT-RNA-transfizierte KOP-R-Zellen 

nachgewiesen werden. Alle anderen Erns-Mutanten waren nach Transfektion in vitro-

transkribierter RNA in KOP-R-Zellen in der IF-Färbung mit dem mAk WB210 negativ. 

Vermutlich wurde das Epitop des mAk WB210 bei diesen Mutanten durch die Deletionen im 

Erns zerstört oder war unzugänglich. Veränderungen im C-Terminus von Erns (As 190-224) 

sowie kleine Veränderungen in der zentralen Erns-Region (As 105-108) beeinflussten 

dagegen das Epitop des mAk WB210 wenig oder gar nicht. Mit Hilfe des kommerziell 

erhältlichen BVDV-Antigen-ELISA (HERDCHEK* BVDV Ag/Serum Plus), der auf einem nicht 

näher beschriebenem mAk-Mix für BVDV-Erns basiert, konnte nur das Erns-Protein der 

Mutanten CP7∆RQLGILG und CP7_DNFT im Überstand RNA-transfizierter KOP-R-Zellen 

detektiert werden. Das Erns-Protein der Mutante CP7∆RQLGILG_K12+R167 konnte mit 

diesem Testkit nicht nachgewiesen werden, obwohl es sich nur durch zwei Aminosäuren von 

dem Erns der Mutante CP7∆RQLGILG unterschied. Möglicherweise gehören diese beiden 

Aminosäuren zu den Epitopen der im Testkit enthaltenen mAk. Es ist aber auch nicht 

auszuschließen, dass die Insertion der beiden zusätzlichen basischen Aminosäuren die Erns-

Struktur so sehr verändert, dass eine Erkennung im ELISA nicht mehr möglich war. Auch 

beim BVDV-1-Stamm AU501 konnten Gripshover et al. (2007) beobachten, dass eine 

Mutation (L35-F) in der Erns-kodierenden Region zum Versagen eines kommerziellen Antigen-

ELISA führte, der allerdings nur auf zwei mAk basierte. Denkbar ist auch, dass die Mutante 

CP7∆RQLGILG_K12+R167 nicht mehr in der Lage ist, Erns in den Überstand zu sekretieren, 

da die Insertion des Lysins an der Aminosäure-Position 12 eine bei Pestiviren 

hochkonservierte N-Glykosylierungsstelle im Erns-Protein zerstört, was zu einer veränderten 

Erns-Sekretion führen könnte. Branza-Nichita et al. (2004) konnten zeigen, dass eine 

Inhibition der N-Glykosylierung eine verminderte Sekretion des BVDV-Erns-Proteins zur Folge 

hat. In weiterführenden Untersuchungen sollten daher Lysate RNA-transfizierter KOP-R-

Zellen anstelle der Transfektionsüberstände im BVDV-Erns-ELISA getestet werden.  

Um die Bildung infektiöser BVDV zu untersuchen, wurden die Transfektionsüberstände in 

BVDV-hochempfängliche KOP-R-Zellen inokuliert. Dabei zeigte sich, dass nur die Erns-

Mutanten CP7∆QPLR und CP7_DNFT mit einer kleinen Deletion bzw. Substitution von vier 

Aminosäuren in der zentralen Erns-Region in der Lage waren, infektiöse Nachkommenviren 

zu generieren. Allerdings konnte mit Hilfe einer Pestivirus-spezifischen real time RT-PCR 

nach einem RNase-Protektions-Assay nur wenig pestivirale RNA in den Überständen 

CP7∆QPLR- und CP7_DNFT-RNA-transfizierter KOP-R-Zellen nachgewiesen werden. 

Eventuell erlaubte erst eine adaptive Mutation (N7-Y) in der Mutante CP7_DNFT eine ähnlich 
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effiziente Replikation wie das parentale Virus CP7. Direkt nach der Transfektion kam es 

dagegen kaum zur Ausschleusung von Partikeln mit RNA. Von allen anderen Mutanten 

konnten keine infektiösen Nachkommenviren isoliert werden. Vermutlich weisen diese 

Mutanten einen Defekt des Zusammenbaus (assembly) und/oder der Freisetzung (release) 

der Virionen auf, da die Analysen mit dem RNase-Protektions-Assay ergaben, dass keine 

bzw. nur Spuren viraler RNA ausgeschleust wurden.  

Mit Hilfe von Zelllinien, welche die BVDV-Strukturproteine (C, Erns, E1, E2) konstitutiv 

exprimierten, wurde überprüft, ob die Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_RYR, die eine komplette 

Erns-Deletion und eine interne heterologe IRES im Genom aufweist, trans-komplementiert 

werden kann. Diese Mutante wurde ausgewählt, weil die interne Insertion einer heterologen 

IRES garantierte, dass die Expression des nach der Deletion lokalisierten E1-Proteins durch 

die Deletion einer potentiellen Protease-Spaltstelle nicht gestört wird. Die RNA der Mutante 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR wurde in trans-komplementierende ovine (MB/E2/B5) und bovine 

(RK/WT/2) Zellen transfiziert und die Transfektionsüberstände 72 h p.t. in nicht-

komplementierenden bovinen KOP-R-Zellen titriert. Obwohl eine Trans-Komplementierung in 

beiden Zelllinien möglich war, unterschied sich die Effizienz der Verpackung. Während im 

Überstand der RK/WT/2-Zellen ein Virustiter von etwa 104,94 KID50/ml bestimmt wurde, 

konnte für die MB/E2/B5-Zellen nur ein Virustiter von 104,06 KID50/ml ermittelt werden. Die 

Ursache für die effizientere Trans-Komplementierung in den bovinen RK/WT/2-Zellen kann 

vermutlich auf den größeren Anteil konstitutiv C-E2-exprimierender Zellen zurückgeführt 

werden (Daten nicht gezeigt). Durch die Trans-Komplementierung konnten sogenannte 

defective in second cycle (DISC)-Viren generiert werden, die aufgrund ihrer Deletion in nicht-

komplementierenden Zellen nur einmal replizierten, aber keine neuen Virusnachkommen 

bilden konnten. Solche DISC-Viren eignen sich möglicherweise für die Etablierung einer 

BVDV-Markervakzine, da nach Immunisierung geimpfte Tiere im Gegensatz zu mit 

Feldvirus-infizierten Tieren keine Erns-spezifischen Antikörper ausbilden sollten. Die 

Möglichkeit der Trans-Komplementierung von BVDV-Replikons mit Kapsid-, Erns- und E1-

Deletionen mit Hilfe von Zelllinien wurde bereits von Reimann und Mitarbeitern (2007) 

beschrieben. Die Erns-Deletionsmutante wies allerdings keine komplette Deletion auf, 

sondern enthielt noch die N- und C-terminale Erns-Region zur Erhaltung potentieller 

Protease-Spaltstellen (Reimann et al., 2007). Die Kapsid-defizienten verpackten BVDV-

Replikons erwiesen sich im Tierversuch als sichere und effiziente Vakzine, jedoch ohne 

Markereigenschaften (Reimann et al., 2007). Die Trans-Komplementierung durch Zelllinien 

wurde ebenfalls für CSFV-Replikons gezeigt. So beschrieben Widjojoatmodjo et al. (2000) 

erstmals mit Zelllinien trans-komplementierte CSFV-Erns-Deletionsmutanten, die im 

Tierversuch eine Schutzwirkung erzielen konnten und eine Unterscheidung zwischen 

geimpften und Feldvirus-infizierten Tieren erlaubten. Die Mutanten trugen allerdings 
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ebenfalls keine komplette Erns-Deletion, die N- und C-terminale Region des Erns-Proteins mit 

ihren potentiellen Protease-Spaltstellen wurde jeweils erhalten. Frey et al. (2006) trans-

komplementierten eine CSFV-Erns-Deletionsmutante mit einer kompletten Erns-Deletion mit 

Hilfe einer konstitutiv Erns-exprimierenden Zelllinie und zeigten im Tierversuch ihre 

Schutzwirkung und Markereigenschaften.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass alle generierten Erns-Mutanten in der Lage 

waren, nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in bovine KOP-R-Zellen autonom RNA 

zu replizieren. Durch die meisten Deletionen wurde allerdings die Bildung infektiöser Virionen 

verhindert, so dass keine nichtessentiellen Erns-Regionen definiert werden konnten. Lediglich 

nach Deletion bzw. Substitution der Aminosäuren 105-108 und der Entstehung adaptiver 

Mutationen konnte noch infektiöses Virus generiert werden. Aufgrund der starken Faltung 

des Erns-Proteins führten Deletionen offensichtlich zu drastischen Veränderungen in der 

Proteinstruktur und damit zu einem Verlust der Funktionalität. Die Mutante 

CP7∆Erns_2ndIRES_RYR mit einer kompletten Erns-Deletion und einer internen heterologen 

IRES konnte mit Hilfe von konstitutiv BVDV-Strukturprotein-exprimierenden Zelllinien effizient 

verpackt werden. Die entstandenen DISC-Viren sollen zukünftig auf ihre Eignung als 

potentielle BVDV-Markervakzine in einem Immunisierungs- und Belastungsversuch an 

Rindern geprüft werden.  

 

5.2. Untersuchungen zur C-terminalen Prozessierung des Erns-Proteins 
 

Das pestivirale Polyprotein wird durch zelluläre und virale Proteasen in die Strukturproteine 

C, Erns E1 und E2 sowie die Nichtstrukturproteine Npro, p7, NS2, NS3, NS4A, NS4B, NS5A 

und NS5B gespalten (Collett et al., 1988b; Collett, 1992; Heimann et al., 2006;  Rümenapf et 

al., 1993; Stark et al., 1993; Tautz et al., 1997). Die Spaltungen C-Erns, Erns-E1, E1-E2, E2-p7 

und p7-NS2 werden von zellulären Proteasen ausgeführt. Die Prozessierung der 

Glykoproteine Erns, E1 und E2 läuft vermutlich in einer festgelegten Reihenfolge ab und 

beginnt mit der Translokation des Signalpeptids stromabwärts vom Kapsidprotein in das ER-

Lumen, gefolgt von der Freisetzung des Kapsid- und E2-Proteins (Heimann et al., 2006; 

Rümenapf et al., 1993). Durch eine SPP-Spaltung wird der C-Terminus des Kapsidproteins 

generiert (Heimann et al., 2006). Die Spaltstellen zwischen C und Erns sowie E1 und E2 

erfüllen die Regeln einer SPP-Spaltstelle, die aromatische, geladene oder große polare 

Aminosäuren an Position P3 ausschließt (von Heijne, 1986). Die Erns-E1-Spaltstelle 

unterscheidet sich von den vorhergenannten Spaltstellen, da sie zwar Alanine entsprechend 

der von Heijne-Regeln an den P1- und P3-Positionen aufweist, aber kein hydrophobes 

Signalpeptid vorhanden ist. Die Spaltung zwischen Erns und E1, die vermutlich als letztes 

stattfindet (Rümenapf et al., 1993), sollte im Rahmen dieser Arbeit näher untersucht werden. 
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Dazu wurden zunächst pCITE-2a(+)-Expressionsplasmide hergestellt, welche die für Erns 

kodierende Genomregion in Kombination mit den für die anderen Strukturproteine (C, E1, 

E2) kodierenden Sequenzen enthielten (pCITE_SgErns-E1, pCITE_SgErns-E2, pCITE_C-E1). 

In einige Plasmide wurde außerdem die für die Translokation in das ER-Lumen von Erns 

notwendige Signalsequenz (Sg) inseriert. Sowohl die neu generierten als auch bereits 

vorhandene Plasmide (pCITE_SgErns, pCITE_C-Erns, pCITE_C-E2) wurden in BSR-T7-Zellen 

transfiziert und die Zellen mit dem Erns-spezifischen mAk WB210 bzw. dem E2-Mix gefärbt. In 

allen transfizierten Zellen konnte die Expression des Erns-Proteins nachgewiesen werden. In 

pCITE_SgErns-E2- und pCITE_C-E2-transfizierten Zellen konnte zusätzlich noch eine E2-

Expression detektiert werden. Das E1-Protein konnte nicht in der IF-Färbung detektiert 

werden, da keine geeigneten Antikörper zur Verfügung standen. Daher wurden Lysate der 

Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen in Western Blot-Experimenten mit einem polyklonalen 

E1-Kaninchenserum untersucht. Hier konnte erstmals ein nicht-prozessiertes Erns-E1-Protein 

mit einer Größe von 60-65 kDa identifiziert werden. Das ermittelte Molekulargewicht des Erns-

E1-Proteins mit 60-65 kDa widerspricht dem theoretischen Molekulargewicht von etwa 75 

kDa. Dieser Unterschied ist vermutlich dadurch zu erklären, dass das Erns-E1-Protein 

unreifes Erns und E1 enthält, welche ihre endgültige und vollständige Glykosyklierung erst 

nach der Spaltung auf ihrem Weg durch den Golgi-Apparat erhalten. Durch metabolische 

Markierung der Zellen und eine anschließende RIP-Analyse konnte gezeigt werden, dass die 

Menge dieses Proteins über einen Zeitraum von mindestens 3 h in etwa konstant blieb.  

Um die Art der Spaltung dieses Erns-E1-Proteins näher zu untersuchen, wurden pCITE-2a(+)-

Expressionsplasmide genutzt, die zusätzlich Veränderungen im Erns-E1-Spaltstellenbereich 

aufwiesen. Beim Betrachten der Aminosäuresequenz im Bereich von Erns und E1 sind 

Ähnlichkeiten mit Spaltstellen zweier zellulärer Proteasen aufgefallen. Im N-terminalen 

Bereich von E1 wurde ein Aminosäuremotiv identifiziert, das einer Subtilisin Kexin Isozyme-

1/Site-1 Protease (SKI-1/S1P)-Spaltstelle ähnlich ist. Eine solche SKI-1/S1P ist u.a. für die 

Prozessierung des Krim-Kongo-Fieber Virus-Glykoproteins oder des Lymphozytären 

Choriomeningitis Virus-Glykoproteins verantwortlich und benötigt ein Arginin an Position P4 

(Bergeron et al., 2007; Beyer et al., 2003).  Im Konstrukt pCITE_SgErns-E2MutR506A wurde 

diese putative SKI-1/S1P-Spaltstelle im N-Terminus des E1-Proteins mutiert (R9-A). Im C-

Terminus von Erns werden die Charakteristika einer SPP-Spaltstelle zum Teil erfüllt. An der 

P1- und P3-Position befinden sich Alanine, aber das vorausgehende hydrophobe 

Signalpeptid fehlt (von Heijne, 1986). Im Konstrukt pCITE_SgErns-E2MutA495R wurde 

deshalb die putative SPP-Spaltstelle im C-Terminus des Erns-Proteins mutiert (A225-R). Die 

Auswirkungen dieser beiden Mutationen wurden in Western Blot-Experimenten mit Lysaten 

von pCITE_SgErns-E2MutR506A- und pCITE_SgErns-E2MutA495R-transfizierten BSR-T7-

Zellen untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine Mutation der putativen SKI-1/S1P -Spaltstelle 
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im N-Terminus des E1-Proteins keinen Einfluss auf die Spaltung des Erns-E1-Proteins hat. 

Die Mutation der putativen SPP-Spaltstelle im C-Terminus des Erns-Proteins verhinderte 

jedoch die Spaltung des Erns-E1-Proteins vollständig.  

Welchen Einfluss diese Mutationen auf die BVDV-Replikation haben, wurde mit Hilfe von 

Volllängen-Mutanten (NCP7_R506A, NCP7_A495R) untersucht. Mittels IF-Färbung des 

BVDV-Nichtstrukturproteins NS3 konnte gezeigt werden, dass beide Erns-Mutanten nach 

Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in KOP-R-Zellen zur autonomen RNA-Replikation 

befähigt waren. Jedoch war nur die Mutante NCP7_R506A in der Lage, infektiöse 

Nachkommenviren zu generieren, die ähnlich wie das parentale Virus NCP7 replizierten. In 

der NCP7_A495R-DNA konnten keine für die Bildung infektiöser Virionen letalen Mutationen 

im Bereich der Gene C bis p7 identifiziert werden. Western Blot-Analysen mit Lysaten 

NCP7_R506A- und NCP7_A495R-RNA-transfizierter KOP-R-Zellen zeigten in 

Übereinstimmung mit den pCITE-2a(+)-Experimenten, dass die Mutation R506-A keinen 

Einfluss auf Erns-E1-Spaltung hat, während die Mutation A495-R die Erns-E1-Spaltung 

verhinderte. Unter Berücksichtigung der Ergebnisse und da in der NCP7_A495R-DNA keine 

für die Bildung infektiöser Virionen letalen Mutationen identifiziert werden konnten, kann 

festgestellt werden, dass die Erns-E1-Spaltung essentiell für die BVDV-Replikation ist. Die 

Spaltung wird vermutlich durch eine SPP ausgeführt, da das Alanin an Position P3 

entsprechend der von Heijne-Regeln nicht durch ein Arginin ersetzt werden konnte. Bintintan 

und Meyers (2010) konnten ebenfalls zeigen, dass Erns-E1 im ER durch eine 

Signalpeptidase, die eine untypische Spaltstelle erkennt, gespalten wird. In Zell-freien in 

vitro-Translationsexperimenten konnte eine Blockade der Erns-E1-Spaltung durch einen 

Signalpeptidase-Inhibitor nachgewiesen werden (Bintintan und Meyers, 2010). Aufgrund 

ihrer Mutationsanalysen kamen die Autoren zu dem Schluss, dass die Erns-E1-Spaltung sehr 

stringenten Regeln folgt, so dass neben den von Heijne-Regeln für die P1- und P3-Position 

noch weitere Bedingungen für eine effiziente Spaltung erfüllt sein müssen (Bintintan und 

Meyers, 2010). 

Um zusätzlich die Bedeutung des Erns-E1-Proteins für die Generierung infektiöser 

Nachkommenviren zu untersuchen, wurden bicistronische Mutanten (CP7∆Erns_SgErnsmod, 

CP7∆Erns_SgErns-E1mod) genutzt. Die Mutante CP7∆Erns_SgErnsmod exprimierte das Erns-

Protein des BVDV-1-Stammes PT810 unter Kontrolle einer heterologen IRES in der 3`UTR. 

Dadurch wird Erns vom zweiten Cistron und E1 vom ersten Cistron unabhängig von einer 

proteolytischen Spaltung zwischen beiden Proteinen exprimiert. Die Mutante 

CP7∆Erns_SgErns-E1mod exprimiert sowohl  Erns als auch E1 des BVDV-1-Stammes PT810 

vom zweiten Cistron. Die Konstrukte enthielten außerdem die für die Translokation ins ER-

Lumen notwendige Signalsequenz (Sg). Erns- und E1-Sequenzen des BVDV-1-Stammes 

PT810 wurden verwendet, um Rekombinationen zwischen homologen Sequenzen aus dem 
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ersten und zweiten Cistron bei der Vermehrung der Plasmide in den Bakterien zu vermeiden. 

Die IF-Färbung des BVDV-Nichtstrukturproteins NS3 zeigte, dass beide Erns-Mutanten nach 

Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in KOP-R-Zellen zur autonomen RNA-Replikation 

fähig waren. Zudem waren beide Mutanten in der Lage, infektiöse Nachkommenviren zu 

generieren, was bewies, dass das Erns-E1-Protein nicht essentiell für die BVDV-Replikation 

ist. Dieses Ergebnis stimmt mit früheren Studien von Widjojoatmodjo et al. (2000) und Frey 

et al. (2006) überein, in denen eine Trans-Komplementierung von Erns-Deletionen bei CSFV 

durch ausschließlich Erns-exprimierende Zelllinien gezeigt wurde. Wachstumskinetiken in 

KOP-R-Zellen zeigten, dass das Virus CP7∆Erns_SgErns-E1mod, welches Erns-E1 vom 

zweiten Cistron exprimierte, sich in seinen Wachstumseigenschaften kaum vom parentalen 

Virus CP7 unterschied. Im Gegensatz dazu, zeigte das Virus CP7∆Erns_SgErnsmod, welches 

ausschließlich Erns vom zweiten Cistron exprimierte, ein verzögertes Wachstum. Dieses 

Ergebnis lässt vermuten, dass das beobachtete Erns-E1 Protein zwar nicht essentiell, aber 

förderlich für die Generierung infektiöser Virionen ist.  

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass erstmals ein Erns-E1-Protein mit 60-65 

kDa identifiziert werden konnte, welches nicht essentiell, aber förderlich für die Bildung 

infektiöser BVD-Virionen ist. Die Spaltung von Erns-E1 konnte durch die Mutation eines SPP-

Motivs verhindert werden, was dazu führte, dass keine infektiösen Nachkommenviren 

generiert wurden.  

Die genaue Funktion des Erns-E1-Proteins konnte bisher allerdings nicht näher definiert 

werden. Vorstellbar ist, dass Erns-E1 die Freisetzung des E1-Proteins und damit die Bildung 

von E1-E2-Heterodimeren, die essentiell für die Bildung infektiöser Virionen sind, reguliert.  

 

5.3. Untersuchungen zum Erns-Protein des atypischen Pestivirus 
Bungowannah Virus  
 

Das durch Kirkland et al. (2007) identifizierte atypische Pestivirus Bungowannah Virus weist 

ein Erns-Protein mit einigen Sequenzbesonderheiten auf und wurde mit in die 

Untersuchungen einbezogen. Zu den Besonderheiten gehören u. a. das „Fehlen“ von sieben 

Aminosäuren im Membranankerbereich und zwei zusätzliche basische Aminosäuren an den 

Positionen 12 und 167 (Frost et al., 2007). Da für den Nachweis des Bungowannah Virus-

Erns keine spezifischen Antikörper zur Verfügung standen, musste zunächst ein 

Bungowannah Virus-Erns-spezifisches Antiserum hergestellt werden. Außerdem stand das 

Bungowannah Virus selbst zunächst nicht zur Verfügung, so dass für Western Blot-Analysen 

ein pCITE-2a(+)-Konstrukt, welches die Bungowannah Virus-Hüllproteine Erns, E1 und E2 

sowie ein für die Translokation ins ER-Lumen notwendiges Signalpeptid kodierte 

(pCITE_SgErns-E2Bungo), hergestellt wurde. 
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Zur Generierung des Bungowannah Virus-Erns-spezifischen Antiserums wurde das 

Bungowannah Virus-Erns-Protein mit einem 6x His-Tag bakteriell exprimiert, unter 

denaturierenden Bedingungen gereinigt und für die Immunisierung von Kaninchen genutzt. 

In Western-Blot-Analysen mit Lysaten pCITE_SgErns-E2Bungo-transfizierter BSR-T7-Zellen 

konnte gezeigt werden, dass die Kaninchen nach der 7. Immunisierung Bungowannah Virus-

Erns–spezifische Antikörper gebildet hatten. Außerdem wurde festgestellt, dass das 

Molekulargewicht des Bungowannah Virus-Erns-Proteins mit etwa 38 kDa deutlich unter dem 

Molekulargewicht des BVDV-Erns-Proteins mit etwa 48 kDa lag (Donis et al., 1988). Der 

Größenunterschied kann möglicherweise durch eine unterschiedlich starke Glykosylierung 

von BVDV-Erns und Bungowannah Virus-Erns erklärt werden, da Bungowannah Virus-Erns zwei 

potentielle N-Glykosylierungsstellen weniger besitzt als das CP7-Erns. Es werden daher 

zukünftig Untersuchungen mit deglykosyliertem Bungowannah Virus-Erns folgen. Es besteht 

allerdings auch die Möglichkeit, dass das generierte Bungowannah Virus-Erns-spezifische 

Antiserum nur wenig bzw. unglykosyliertes Bungowannah Virus-Erns detektiert. Ein Erns-E1-

Protein wie es für BVDV identifiziert werden konnte, war für pCITE_SgErns-E2Bungo-

transfizierte BSR-T7-Zellen nicht nachweisbar. Im Gegensatz zu BVDV, spielt daher ein Erns-

E1-Protein vermutlich keine oder nur eine geringe Rolle im Bungowannah Virus-

Replikationszyklus. 

In weiter oben beschriebenen Versuchen konnte gezeigt werden, dass bicistronisch 

exprimiertes Erns sowie Erns-E1 vom BVDV-1-Stamm PT810 eine Erns-Deletion im CP7-

Genom komplementieren kann. Nun sollte geprüft werden, ob bicistronisch exprimiertes 

Bungowannah Virus-Erns trotz der geringen Aminosäurehomologie von 59,4% und der sieben 

„fehlenden“ Aminosäuren im Membranankerbereich ebenfalls eine Erns-Deletion im CP7-

Hintergrund komplementieren kann. Zu diesem Zweck wurden zunächst die bicistronischen 

Mutanten CP7∆Erns_SgErnsBungo und CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo generiert. Sie exprimierten 

das Erns- bzw. des Erns- und E1-Protein des Bungowannah Virus unter Kontrolle einer 

heterologen IRES in der 3`UTR. Nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in KOP-R-

Zellen waren beide bicistronischen Chimären (CP7∆Erns_SgErnsBungo, CP7∆Erns_SgErns-

E1Bungo) in der Lage, infektiöse Nachkommenviren zu generieren, allerdings mit 

unterschiedlicher Effizienz. Während CP7∆Erns_SgErns-E1Bungo nur zur Bildung von kleinen 

Foci infizierter Zellen fähig war, infizierte CP7∆Erns_SgErnsBungo größere Bereiche des 

Zellrasens. Die zusätzliche Expression des Bungowannah Virus-E1 wirkte sich hingegen 

eher negativ auf die Generierung infektiöser Virionen aus. Vermutlich ist das zusätzliche 

Bungowannah Virus-E1 nicht kompatibel mit dem CP7-E2 und stört daher die Bildung von 

CP7-E1-E2-Heterodimeren. 

Da die Mutante CP7∆Erns_SgErnsBungo schlechter replizierte als CP7, wurde eine Mutante 

(CP7∆Erns_SgErnsBungo_Ins) generiert, bei der im bicistronisch exprimiertem Bungowanah 
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Virus-Erns die sieben „fehlenden“ Aminosäuren in der Membranankerregion durch die 

entsprechenden Aminosäuren des CP7 ersetzt wurden. Von dieser bicistronischen Chimäre 

wurden nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in KOP-R-Zellen nur ineffizient 

infektiöse Nachkommenviren gebildet. Vorstellbar ist, dass die zusätzlichen sieben 

Aminosäuren die natürliche Faltung und damit die Funktionalität des Bungowannah Virus-

Erns veränderten. Die inserierten sieben Aminosäuren sind Teil der Membranankerregion des 

CP7-Erns-Proteins und gehören sogar zur zentralen Region im C-Terminus, die essentiell für 

eine Membranbindung ist (Fetzer et al., 2005). Da Bungowannah Virus ein Erns-Protein mit 

einer Deletion in dieser zentralen Region aufweist, muss davon ausgegangen werden, dass 

sich Bungowannah Virus- und BVDV-Erns sowohl in ihrer Struktur als auch in ihrer Funktion 

unterscheiden. 

In eigenen Untersuchungen wurde beobachtet, dass die Insertion eines zweiten Cistrons in 

die 3`UTR des CP7-Genoms zu einer verminderten RNA-Replikation führt (Daten nicht 

gezeigt). Um die Effizienz der Virusgenerierung der Mutante CP7∆Erns_SgErnsBungo noch 

weiter zu erhöhen, wurde die Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo generiert. In dieser 

Mutante wurde eine EMCV-IRES nicht in die 3`UTR, sondern in den kodierenden 

Genombereich zwischen das Bungowannah Virus-Erns- und BVDV-E1-Gen inseriert. Dadurch 

war es möglich, Bungowannah Virus-Erns und BVDV-E1 unabhängig von einer 

proteolytischen Spaltung zwischen beiden Proteinen zu exprimieren. Für die korrekte 

Translokation des E1-Proteins in das ER-Lumen wurde die Signalsequenz für das CP7-Erns-

Protein vor die für das BVDV-E1 kodierende Genomregion inseriert. Nach Transfektion der in 

vitro-transkribierten RNA in KOP-R-Zellen infizierte CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo große 

Bereiche des Zellrasens. Prinzipiell scheint eine effiziente Komplementierung einer Erns-

Deletion mit Bungowannah Virus-Erns nur bicistronisch möglich zu sein. Richter (2009) 

konnte mit einer BVDV/Bungowannah Virus-Chimäre, bei der das CP7-Erns-Gen in frame 

durch das Bungowannah Virus-Erns-Gen substituiert wurde, zeigen, dass zwar infektiöse 

Viren gebildet werden, diese aber nur zweimal passagiert werden können. Wurden dagegen 

das CSFV-Erns-Gen des Stammes Alfort 187 oder das BDV-Erns-Gen des Stammes Gifhorn 

anstelle des CP7-Erns-Gens  in frame in das CP7-Genom inseriert, war eine effiziente 

Vermehrung der so generierten chimären Mutanten möglich (I. Reimann, FLI Insel Riems, 

unpubliziert). Diese Daten unterstützen die Annahme, dass Bungowannah Virus genetisch 

weit entfernt von den klassischen Pestiviren ist. Probleme gab es auch beim Austausch der 

Hüllproteine E1 und E2 im BVDV CP7-Hintergrund. Mutanten, bei denen entweder CP7-E1 

oder -E2 durch Bungowannah Virus-E1 oder –E2 substituiert wurden, replizierten zwar, 

infektiöses Virus konnte jedoch nicht gewonnen werden (Richter, 2009). Im Gegensatz dazu 

konnten von einer Mutante, bei der CP7-E2 durch das E2 des atypischen HoBi Virus ersetzt 

wurde, infektiöses Virus isoliert und hohe Virustiter erhalten werden (Richter, 2009). Die 
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Besonderheiten der Bungowannah Virus-Proteine, insbesondere des Erns-Proteins, machen 

das Virus besonders interessant für weitere Untersuchungen zur Morphogenese von 

Pestiviren. Vergleichende Untersuchungen mit der Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_ErnsBungo 

könnten z.B. Aufschluss darüber geben, wie das pestivirale Erns-Protein mit der Virushülle 

assoziiert ist. 

In Rahmen der Untersuchungen wurde ein polyklonales Bungowannah Virus-Erns-

spezifisches Antiserum generiert mit dem in Zellen, welche die Bungowannah Virus-

Hüllproteine transient überexprimierten, ein Bungowannah Virus Erns-Protein mit einer Größe 

von etwa 38 kDa detektiert werden konnte. Ein Erns-E1-Protein war nicht nachweisbar und 

spielt daher im Bungowannah Virus-Replikationszyklus keine oder eine untergeordnete 

Rolle. Weiterhin konnten BVDV-Erns-Deletionen erfolgreich mit Bungowannah Virus-Erns 

komplementiert werden, wenn das Bungowannah Virus-Erns und das BVDV-E1 unabhängig 

von einer proteolytischen Spaltung exprimiert wurden.  

 

5.4. Reinigung und Charakterisierung rekombinanter BVDV mit Epitop-
markierten Erns- oder E2-Proteinen 
 

Da die Konzentrierung und Reinigung von BVD-Viren aus infizierten Zellen äußerst schwierig 

und nur wenig effizient ist, konnten bisher nur sehr eingeschränkte Untersuchungen zur 

BVDV-Morphogenese durchgeführt werden. In Studien von Ohmann (1990) konnten 

elektronenmikroskopische Aufnahmen von BVDV gemacht werden und Virusdurchmesser 

von 40–60 nm abgeschätzt werden. Auch Weiland et al. (1999) gelangen 

elektronenmikroskopische Aufnahmen von BVD-Viren, allerdings nur in enger Assoziation zu 

Zellmembranen. Daher konnte bisher auch nicht abschließend geklärt werden, ob Erns 

wirklich Bestandteil reifer BVD-Viren ist. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Studie war es 

daher, eine geeignete Methode zur Reinigung von Epitop-markierten BVDV zu erarbeiten. Es 

war jedoch ungewiss ob es gelingen würde, die Strukturproteine Erns und E2 mit Epitop-Tags 

zu fusionieren, ohne die Replikationsfähigkeit der Viren drastisch zu beeinflussen. So 

konnten von den in dieser Arbeit konstruierten BVDV-Mutanten mit Veränderungen in der 

Erns-kodierenden Genomregion kaum infektiöse Virusnachkommen generiert werden. Die 

Veränderungen führten häufig zu fehlgefalteten Erns-Proteinen, die nicht mehr durch Erns-

spezifische mAk detektierbar waren. Auch Tews und Meyers (2007) konnten zeigen, dass 

Störungen der Integrität des C-terminalen Membranankers, z.B. durch Alanininsertionen, zu 

einem Verlust der Infektiosität führen. Aufgrund der Studien von Tews und Meyers (2007) zur 

Bedeutung der Membranankerintegrität von Erns und den eigenen Arbeiten mit Erns-internen 

Veränderungen sowie zur Spaltung zwischen Erns und E1 kam nur eine N-terminale Fusion 

von Erns mit einem Epitop-Tag in Frage. Auch für das E2-Protein schien ein N-terminal 
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lokalisiertes Epitop-Tag eine praktikable Möglichkeit zu sein. Takahashi et al. (2010) gelang 

bereits die Generierung rekombinanter HCV, die ein E2-Protein mit einem FLAG-Tag in der 

hypervariablen Region 1 exprimierten. Allerdings erforderte die interne Insertion des FLAG-

Tags eine adaptive Mutation und zudem war die Reinigungseffizienz der FLAG-markierten 

HCV sehr gering (Takahashi et al., 2010). Die N-terminale Fusion des HCV-E2-Proteins mit 

einem FLAG-Tag führte hingegen zur Generierung infektiöser Viren ohne dass adaptive 

Mutationen erforderlich waren (Merz et al., 2011; Prentoe et al., 2011). 

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Mutanten für die Reinigung und Charakterisierung von 

BVDV generiert, die Erns- bzw. E2-Proteine mit einem N-terminalen FLAG-(DYKDDDDK) 

oder STREPII-(WSHPQFEK)Tag exprimierten. Die Mutante CP7_Erns_flag diente zur 

Expression eines Erns-Proteins mit einem FLAG-Tag sowie einem linker (SG) am N-

Terminus. Mittels IF-Färbung des BVDV-Strukturproteins E2 musste allerdings festgestellt 

werden, dass von der Mutante CP7_Erns_flag nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA 

in KOP-R-Zellen nur wenige infektiöse Nachkommenviren generiert wurden. Außerdem 

konnte in der IF-Färbung keine Expression des FLAG-Epitops detektiert werden. Verursacht 

wurde das Versagen der FLAG-Färbung höchstwahrscheinlich durch eine adaptive Mutation 

in der FLAG-Sequenz, die einen Aminosäure-Austausch (Y-C) im FLAG-Epitop bewirkte. 

Eine weitere Mutation (T102-A) wurde im Bereich einer potentiellen N-Glykosylierungsstelle 

im Erns-Protein detektiert. Die Mutationen waren vermutlich notwendig, um die korrekte 

Faltung des Erns-Proteins wieder herzustellen oder zu kompensieren. Normalerweise neigen 

kleine Tags wie das FLAG-Tag nicht dazu, die Struktur und damit die biologische Aktivität 

des zu untersuchenden Proteins zu verändern. Allerdings ist das pestivirale Erns-Protein sehr 

stark gefaltet und in unseren Studien konnte gezeigt werden, dass bereits verhältnismäßig 

kleine Veränderungen, wie das Inserieren einzelner Aminosäuren, zu einem Nichterkennen 

des Proteins durch monoklonale Antikörper führen können. Takahashi et al. (2010) 

beobachteten ebenfalls eine Mutation einer potentiellen N-Glykosylierungsstelle bei der 

Vermehrung eines rekombinanten HCV mit einem E2-Protein, welches ein FLAG-Tag in der 

hypervariablen Region 1 exprimierte.  

Um eine effiziente Virusvermehrung ohne adaptive Mutationen zu ermöglichen, wurde die 

Mutante CP7_Erns_flagII generiert, die ein modifiziertes FLAG-Tag (CDYKDDDDK) sowie 

eine Mutation im Bereich einer potentiellen N-Glykosylierungsstelle im Erns-Protein (T102-A) 

aufwies. Die Mutante CP7_E2_flag wurde als positive Kontrolle für die Reinigungsmethoden 

verwendet und diente zur  Expression eines E2-Proteins mit einem FLAG-Tag und einem 

linker (SG) am N-Terminus. Beide Mutanten (CP7_Erns_flagII, CP7_E2_flag) waren nach 

Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in KOP-R-Zellen in der Lage, infektiöse 

Nachkommenviren zu generieren, aber ihre Replikationsstärke unterschied sich deutlich. 

Während die Mutante CP7_Erns_flagII in der 1. Passage nur Plaques E2-exprimierender 
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Zellen induzierte, infizierte die Mutante CP7_E2_flag bereits in der 1. Passage den 

gesamten Zellrasen. Die Replikationsfähigkeit glich sich jedoch während der ersten drei 

Passagen in KOP-R-Zellen an. In der RNA des Virus CP7_Erns_flagII wurden daraufhin zwei 

Nukleotidaustausche identifiziert, die eine Mutation (C-Y) des modifizierten FLAG-Epitops 

sowie eine Mutation (L135-S) im zentralen Bereich des Erns-Proteins bewirkten. Wie bereits für 

die Mutante CP7_Erns_flag postuliert, waren diese erneuten Mutationen vermutlich 

notwendig, um die Faltung des Erns-Proteins anzupassen. In der CP7_E2_flag-Mutante 

wurden keine adaptiven Mutationen detektiert. Nach Adaption des Virus CP7_Erns_flagII, 

zeigten beide Mutanten ein fast identisches Wachstumsverhalten wie das Parentalvirus CP7. 

Da das Wachstumsverhalten des in Zellkultur adaptierten CP7_Erns_flagII kaum von dem des 

CP7 abwich, wurde darauf verzichtet beide adaptiven Mutationen (C-Y, L135-S) in den 

infektiösen cDNA-Klon zu inserieren. Die Ergebnisse lassen insgesamt vermuten, dass die 

N-terminale Fusion eines FLAG-Tags zusammen mit einer linker Sequenz die natürliche 

Struktur des E2-Proteins weniger stark beeinflusst als die natürliche Struktur des Erns-

Proteins oder aber, dass die E2-Struktur wesentlich flexibler ist als die Erns-Struktur.  

Weiterhin konnte für beide Mutanten eine Expression des FLAG-Epitops sowohl mittels IF-

Färbung als auch mittels Western Blot-Analysen nachgewiesen werden. Die mit dem FLAG-

spezifischen mAk in den Western Blots ermittelten Molekulargewichte für Erns, Erns-E1 und E2 

stimmen mit meinen Untersuchungen überein, bei denen andere proteinspezifische 

Antikörper genutzt wurden. Mit Hilfe der beiden Mutanten (CP7_Erns_flagII, CP7_E2_flag) 

war es auch möglich, erweiterte Untersuchungen zur Lokalisation von Erns- und E2-Proteinen 

in einer infizierten Zelle durchzuführen, die eine Ko-Lokalisation beider Proteine vermuten 

lassen. In zukünftigen Untersuchungen sind zusätzliche Färbungen von Zell-Kompartimenten 

wie ER und Golgi-Apparat geplant. 

Neben den FLAG-Mutanten wurden auch Mutanten mit einem STREPII-Tag und einem linker 

(SG) am N-Terminus des Erns- bzw. E2-Proteins (CP7_Erns_strep, CP7_E2_strep) hergestellt. 

Mittels IF-Färbung des BVDV-Strukturproteins E2 konnte gezeigt werden, dass beide 

Mutanten (CP7_Erns_strep, CP7_E2_strep) nach Transfektion in vitro-synthetisierter RNA in 

KOP-R-Zellen E2 exprimierten und infektiöse Nachkommenviren hervorbrachten. Jedoch 

konnte nur in CP7_E2_strep-infizierten Zellen eine Expression des STREPII-Epitops 

detektiert werden. Die Ursache dafür konnte nicht geklärt werden, adaptive Mutationen im 

STREPII-Epitop der Mutante CP7_Erns_strep konnten aber ausgeschlossen werden. Es ist 

anzunehmen, dass die Faltung des Erns-Proteins dazu führt, dass das STREPII-Tag nicht an 

der Oberfläche des Proteins exponiert wird und damit für den Antikörper in der IF-Färbung 

unzugänglich ist. Für die affinitätschromatografische Virusreinigung kam daher nur die 

Mutante CP7_E2_strep in Frage. Da für die Reinigung über das FLAG-Tag sowohl eine 

Mutante mit FLAG-markiertem E2 (CP7_E2_flag) als auch eine Mutante mit FLAG-
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markiertem Erns (CP7_Erns_flagII) zur Verfügung standen, konzentrierten sich die weiteren 

Arbeiten auf diese beiden Mutanten.  

In jüngster Zeit wurden affinitätschromatografische Reinigungen von FLAG-markierten HCV 

beschrieben (Merz et al., 2011; Prentoe et al., 2011; Takahashi et al., 2010). Dabei wurden 

von allen Arbeitsgruppen Anti-FLAG-Agarosepartikel verwendet, um die Virionen über ihre 

FLAG-Tags zu binden. Die hier vorgestellten FLAG-markierten BVDV-Mutanten 

CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag wurden affinitätschromatographisch unter Verwendung 

von Anti-FLAG M2-Agarosepartikeln bzw. Anti-FLAG M2-Magnetpartikeln gereinigt. Die 

Elution der über das FLAG-Tag gebundenen Virionen erfolgte mit einer synthetischen FLAG-

Peptidlösung, wäre jedoch auch über pH-Wert-Veränderungen mit sauren Puffern möglich 

gewesen. Die Elution mit der synthetischen FLAG-Peptidlösung erschien jedoch schonender 

für die BVD-Virionen. Mit beiden Methoden (Anti-FLAG M2-Agarosepartikel, Anti-FLAG M2-

Magnetpartikel) gelang es, infektiöse rekombinante BVDV (CP7_Erns_flagII, CP7_E2_flag)  

zu reinigen und Virustiter von mehr als 103,5 KID50/ml zu erhalten. Dabei war die 

Reinigungseffizienz für beide Mutanten vergleichbar, unabhängig davon ob Erns oder E2 

„getaggt“ waren. Der CP7-Zellkulturüberstand enthielt hingegen nur noch minimale Mengen 

infektiöser Virionen nach beiden Reinigungsmethoden. Da die Reinigung von infektiösen 

Virionen aus dem Zellkulturüberstand sowohl über „getaggtes“ E2 als auch über „getaggtes“ 

Erns möglich war, kann nun erstmals sicher davon ausgegangen werden, dass beide 

Glykoproteine Bestandteile der Hülle reifer BVDV sind. Ob die Assoziation beider Proteine 

mit der Virushülle gleich stark ist, bleibt offen und muss in weiteren Untersuchungen geklärt 

werden. Bisherige Angaben zur Zusammensetzung reifer BVDV beruhen auf 

Untersuchungen von Coria et al. (1983), die vier Strukturproteine mittels SDS-PAGE in 

gereinigten BVD-Virionen nachweisen konnten. Aufgrund der einfacheren Handhabbarkeit 

wurden für weitere Virusreinigungen die Anti-FLAG M2-Magnetpartikel verwendet. Für 

elektronenmikroskopische Untersuchungen der gereinigten BVDV wurde der Überstand 

CP7_E2_flag-infizierter KOP-R-Zellen vor der Reinigung durch PEG-Fällung konzentriert. 

Für das finale Eluat konnte ein Virustiter von 108,75 KID50/ml ermittelt werden. Mittels 

Negativkontrast-Elektronenmikroskopie konnten erstmalig zahlreiche, vor allem sphärische, 

Partikel, dargestellt werden. Die Partikelzahl wurde auf etwa 109-1010/ml geschätzt. Die 

vermessenen BVD-Virionen hatten Partikeldurchmesser von 43-58 nm, wobei die meisten 

Viruspartikel einen Durchmesser von 48 nm aufwiesen. Die Ergebnisse konkretisieren nun 

erstmals die Studien von Ohmann (1990), in denen Durchmesser von 40-60 nm für BVDV-

Partikel geschätzt wurden. Immunelektronenmikroskopische Untersuchungen mit einem E2- 

bzw. einem Erns-spezifischen mAk zeigten eine deutliche Assoziation von E2 und Erns mit der 

BVD-Virushülle, wobei die Erns-spezifische Goldmarkierung der Virushülle stärker zu sein 

scheint als die E2-spezifische Markierung. Ähnliche Beobachtungen machten auch Weiland 
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et al. (1999) als sie BVDV-Partikel elektronenmikroskopisch untersucht haben. Die Ursache 

dafür konnte bisher nicht geklärt werden. Ob diese Beobachtung tatsächlich einem 

quantitativen Unterschied zwischen den Proteinen Erns und E2 in der BVD-Virushülle 

geschuldet ist oder ob es sich nur um ein Antikörper-Phänomen handelt, muss in weiteren 

Untersuchungen geklärt werden. Da das Erns-Protein sezerniert wird und im Überstand 

infizierter Zellen nachweisbar ist (Fetzer et al., 2005; Rümenapf et al., 1993), wäre auch 

vorstellbar, dass dieses sekretierte Erns eine lockere Bindung mit der Hülle reifer BVD-

Virionen eingeht und damit exponierter und für Antikörper besser zugänglich ist als das E2-

Protein. 

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass infektiöse BVDV mit FLAG- und STREPII-

markierten Erns- und E2-Proteinen generiert werden konnten. Die FLAG-Mutanten waren in 

der Lage effizient zu replizieren und die Expression des FLAG-Tags konnte in IF- und 

Western Blot-Analysen gezeigt werden. Es ist erstmalig gelungen, diese rekombinanten 

BVDV effizient zu konzentrieren und affinitätschromatografisch zu reinigen. Die gereinigten 

BVDV-Partikel waren infektiös und konnten elektronenmikroskopisch untersucht werden. Es 

wurden sphärische Partikel mit einem Durchmesser von 43-58 nm detektiert. Sowohl durch 

Virusreinigung als auch mit Hilfe von immunelektronenmikroskopischen Untersuchungen 

konnte eine Assoziation von Erns- und E2-Proteinen mit der Hülle reifer BVDV-Partikel

zweifelsfrei gezeigt werden. 
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6. ZUSAMMENFASSUNG 
 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden BVDV-Mutanten mit Deletionen, Insertionen 

oder Substitutionen in der Erns-kodierenden Genomregion ausgehend von den infektiösen 

cDNA-Klonen pA/BVDV und pA/BVDV/Ins- (Meyers et al., 1996) generiert. Die meisten 

Veränderungen verhinderten die Entstehung infektiöser Virionen, so dass nichtessentielle 

Regionen im Erns-Protein nicht identifiziert werden konnten. Eine Ausnahme stellen die 

Aminosäuren 105-108 dar, deren Substitution im Zusammenhang mit adaptiven Mutationen 

toleriert wurde. Mit Hilfe von Zelllinien, die die BVDV-Strukturproteine konstitutiv exprimieren, 

konnte eine Mutante mit einer kompletten Erns-Deletion und einer internen EMCV-IRES im 

Genom effizient trans-komplementiert und sogenannte DISC-Viren erhalten werden. 

Außerdem wurden Plasmide für die Expression der BVDV-Strukturproteine (C, Erns, E1, E2) 

hergestellt, mit deren Hilfe erstmals ein nicht-prozessiertes Erns-E1-Protein mit 60-65 kDa 

identifiziert werden konnte, das für mindestens 3 h relativ stabil in transfizierten Zellen vorlag. 

Durch Mutation der P3-Position eines SPP-Motivs gelang es, sowohl in pCITE-2a(+)-

Expressionsplasmiden als auch in BVDV-Vollängen-Mutanten die Spaltung dieses Erns-E1-

Proteins zu verhindern. Dadurch konnte gezeigt werden, dass die Erns-E1-Spaltung essentiell 

für die Bildung infektiöser Viren ist.  Bicistronische Mutanten wurden genutzt, um zu zeigen, 

dass das Erns-E1-Protein selbst jedoch nicht notwendig, aber förderlich für Entstehung 

infektiöser Virionen ist. Weiterhin konnte mittels eines im Rahmen dieser Arbeit generierten 

polyklonalen Bungowannah Virus-Erns-spezifischen Kaninchenserums, das Erns-Protein des 

atypischen Pestivirus Bungowannah Virus in Western Blot-Analysen mit etwa 38 kDa 

detektiert werden. Da jedoch kein Bungowannah Virus-Erns-E1-Protein nachgewiesen 

werden konnte, spielt Erns-E1 möglicherweise keine oder eine untergeordnete Rolle im 

Bungowannah Virus-Replikationszyklus. BVDV-Erns-Deletionen im CP7-Hintergrund konnten 

erfolgreich mit Bungowannah Virus-Erns komplementiert werden, wenn Bungowannah Virus-

Erns und BVDV-E1 unabhängig von einer Erns-E1-Spaltung exprimiert wurden. Ein weiterer 

Schwerpunkt dieser Arbeit war es schließlich, eine effiziente Methode zur Konzentrierung 

und Reinigung infektiöser BVDV aus infizierten Zellen zu etablieren. Zum ersten Mal wurden 

BVDV-Mutanten mit FLAG-markierten Erns- und E2-Proteinen generiert, so dass erstmalig 

BVDV mittels Affinitätschromatografie gereinigt und elektronenmikroskopisch untersucht 

werden konnten. Mittels Negativkontrast-Elektronenmikroskopie wurden sphärische Partikel 

mit Durchmessern von 43-58 nm dargestellt. Sowohl durch affinitätschromatografische 

Virusreinigung als auch durch immunelektronenmikroskopische Untersuchungen konnte eine 

Assoziation von Erns- und E2-Proteinen mit der BVD-Virushülle demonstriert werden. Die in 

dieser Arbeit vorgestellte Methode kann als Basis für weiterführende Untersuchungen zur

Morphogenese von Pestiviren genutzt werden. 
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8. ANHANG 
 

8.1. Verzeichnis der verwendeten Abkürzungen 
 

A  Adenin 

Abb.  Abbildung 

a. dest.  aqua destillata 

APS  Ammoniumpersulfat 

As  Aminosäure 

BDV  Border Disease Virus 

BHK  baby hamster kidney 

bp  Basenpaare 

BSA  Rinderserumalbumin 

BVDV  Bovine Viral Diarrhea Virus 

bzw.  beziehungsweise 

C  Cytosin 

C  Kapsid 

ca.  circa 

cDNA  komplementäre DNA 

CPE  zytopathogener Effekt 

CSFV  Classical Swine Fever Virus 

CT  cycle of treshold 

C-terminal carboxyterminal 

C-Terminus Carboxyterminus 

DISC  defective in second cycle 

DMEM  Dulbecco`s Modified Eagle Medium 

DNA  Desoxyribonukleinsäure 

DNase  Desoxyribonuklease 

dNTP  Desoxyribonukleosid-Triphosphat 

ds  double-stranded 

E. coli  Escherichia coli 

EDTA  Ethylendiamintetraessigsäure 

ELISA  Enzyme-linked Immunosorbent Assay 

EMCV  Encephalomyocarditisvirus 

ER  endoplasmatisches Retikulum 

Fa.  Firma 
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FITC  Fluoresceinisothiocyanat 

FLI  Friedrich-Loeffler-Institut 

FKS  fötales Kälberserum 

G  Guanin 

ggf.  gegebenenfalls 

HCV  Hepatitis C Virus 

IF  Immunfluoreszenz 

IgG  Immunglobulin G 

IRES  internal ribosomal entry site 

IRF  Interferon Regulatory Factor   

Jiv  J-domain protein interacting with viral protein 

kb  Kilobasen 

kbp  Kilobasenpaare 

kDa  Kilodalton 

KID50/ml kulturinfektiöse Dosis 50/ml 

LB  Luria-Bertani 

log  Logarithmus 

m.o.i.  multiplicity of infection 

mAk  monoklonaler Antikörper 

mRNA  messenger RNA 

NS  Nichtstrukturprotein 

nt  Nukleotid 

N-terminal aminoterminal 

N-Terminus Aminoterminus 

nzp  nichtzytopathogen 

OD  optische Dichte 

ORF  open reading frame 

p.i.  post infectionem 

p.t.  post transfectionem 

PAGE  Polyacrylamidgelelektrophorese 

PBS  phosphate buffered saline 

PCR  Polymerasekettenreaktion 

PEG  Polyethylenglycol 

PFA  Paraformaldehyd 

PIPES  Piperacin-N,N`-bis-(2-ethansulfonsäure) 

POD  Peroxidase 

Pol  Polarität (Primer) 
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Pos  Nukleotidposition (Primer) 

RIP  Radioimmunpräzipitation 

RNA  Ribonukleinsäure 

RNase  Ribonuklease 

rNTP  Ribonuleosid-Triphosphat 

rpm  rounds per minute 

RT  Reverse Transkriptase 

RT-PCR Reverse Transkription- Polymerasekettenreaktion 

SDS  Natriumdodecylsulfat 

SIV  Simian Immunodeficiency Virus 

SKI-1/S1P Subtilisin Kexin Isozyme-1/Site-1 Protease 

SPP  Signalpeptid-Peptidase 

ss  single-stranded 

T  Thymidin 

Ta  Annealingtemperatur 

Tab.  Tabelle 

T4  T4-Bakteriophage 

T7  T7-Bakteriophage 

TBE  Tris-Borat-EDTA 

TBS  Tris buffered saline 

TBS-T  Tris buffered saline mit Tween20 

TE  Tris-EDTA 

TEMED Tetramethylethylendiamin 

TEN      Tris-EDTA-NaCl 

Tris  2-amino-hydroxymethyl-1,3-propandiol 

U  units 

UTR  untranslatierte Region 

UV  ultraviolet 

Vol.  Volumen 

ZBV  Zellbank für Zelllinien in der Veterinärmedizin 

zp  zytopathogen 
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8.2. Aminosäuren (Ein-Buchstaben-Code) 
 
A  Alanin 
C  Cystein 
D  Asparaginsäure 
E  Glutaminsäure 
F  Phenylalanin 
G  Glycin 
H  Histidin 
I  Isoleucin 
K  Lysin 
L  Leucin 
M  Methionin 
N  Asparagin 
P  Prolin 
Q  Glutamin 
R  Arginin 
S  Serin 
T  Threonin 
V  Valin 
W  Tryptophan 
Y  Tyrosin 
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8.3. Verzeichnis der Tabellen und Abbildungen 
 
Tab. 1: Homologien auf der Basis von Aminosäuresequenzen in der Npro- und E2-
kodierenden Region ausgewählter Pestiviren zum BVDV-1 Stamm CP7 (nach Kirkland et al., 
2007)  
 
Tab. 2: Primer für die Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung der BVDV-Mutanten mit 
Veränderungen in der Erns-kodierenden Region sowie den BVDV-Mutanten mit Epitop-
markierten Erns- und E2-Proteinen 
 
Tab. 3: Primer für die Amplifikation von Fragmenten zur Herstellung der pCITE-2a(+)-
Konstrukte sowie der bicistronischen Erns-Deletionsmutanten 
 
Tab. 4: Primer für die Amplifikation des Fragments zur Herstellung des 
Expressionsplasmides für das Bungowannah Virus-Erns 
 
Tab. 5: Primer für die gerichtete Mutagenese 
 
Tab. 6: Primer für die RT-PCR und die Sequenzierung         
 
Tab. 7: Primer für die real time RT-PCR [(Pan-Pestivirus)(Hoffmann et al., 2006)] 
 
Tab. 8: Sonde für die real time RT-PCR [(Pan-Pestivirus)(Hoffmann et al., 2006)] 
 
Tab. 9: Verwendete monoklonale Antikörper 
 
Tab. 10: Verwendete polyklonale Antikörper 
 
Tab. 11: Verdünnungen der Primärantikörper für die IF-Analyse 
 
Tab. 12: Verdünnungen der Sekundärantikörper für die IF-Analyse 
 
Tab. 13: Verdünnungen der Primär- und Sekundärantikörper für die Western Blot-Analysen 

 
Abb. 1: Schematische Darstellung eines BVDV-Partikels.  
 
Abb. 2: Schematische Darstellung des BVDV-Polyproteins und seiner Prozessierung.  
 
Abb. 3: 3-dimensionales Modell des CSFV-Erns-Proteins nach Langedijk et al. (2002).  
 
Abb. 4: Schematische Darstellung bekannter strukturell und funktionell wichtiger Bereiche 
des CP7-Erns-Proteins.  
 
Abb. 5: Schematische Darstellung der Prozessierung der pestiviralen Hüllproteine nach 
Rümenapf et al. (1993) und Heimann et al. (2006).  
 
Abb. 6: Schematische Darstellung der Erns-Aminosäuresequenz der Parentalviren sowie der 
generierten BVDV-Mutanten.  
 
Abb. 7: Klonierungsschema für die BVDV-Mutante CP7∆Erns_2ndIRES_RYR.  
 
Abb. 8: Analyse in vitro-synthetisierter RNA.  
 
Abb. 9: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen.  



Anhang 

130 
 

 
Abb. 10: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 11: BVDV-Antigen-ELISA.  
 
Abb. 12: RNase-Protektions-Assay sowie Ergebnis der IF-Färbung der 1. Passage auf KOP-
R-Zellen. 
 
Abb. 13: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach Infektion mit CP7∆QPLR und CP7_DNFT.  
 
Abb. 14: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7 und CP7_DNFT in KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 15: RNase-Protektions-Assay.  
 
Abb. 16: Trans-Komplementierung von CP7∆Erns_2ndIRES_RYR in MB/E2/B5- und 
RK/WT/2-Zellen. 
 
Abb. 17: Schematische Darstellung der pCITE-2a(+)-Konstrukte.  
 
Abb. 18: Darstellung der Aminosäuresequenz im Bereich der Erns-E1-Spaltstelle.  
 
Abb. 19: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 
bicistronischen Mutanten Cp7∆Erns_SgErnsmod und Cp7∆Erns_SgErns-E1mod.  
 
Abb. 20: IF-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen.  
 
Abb. 21: Western Blot-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen.  
 
Abb. 22: RIP-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen.  
 
Abb. 23: Western Blot-Analyse von Plasmid-transfizierten BSR-T7-Zellen.  
 
Abb. 24: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit 
den  Transfektionsüberständen.  
 
Abb. 25: Western Blot-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 26: Mehrschritt-Wachstumskurven von NCP7 und NCP7_R506A in KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 27: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit 
den Transfektionsüberständen.  
 
Abb. 28: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7, CP7∆Erns_SgErnsmod und 
CP7∆Erns_SgErns-E1mod in KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 29: Aminosäuresequenzvergleich von CP7-Erns und des Bungowannah Virus-Erns.  
 
Abb. 30: Schematische Darstellung des pBAD_BungoErns -Konstrukts.  
 
Abb. 31: Western Blot-Analyse des bakteriell exprimierten geeinigten Bungowannah Virus-
Erns-Proteins.  
 
Abb. 32: Western Blot-Analyse von transient Bungowanah-Virus-Erns-, -E1- und -E2-
exprimierenden BSR-T7-Zellen.  
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Abb. 33: IF-Analyse von transient Bungowanah Virus-Erns-, -E1- und -E2-exprimierenden 
BSR-T7-Zellen.  
 
Abb. 34: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 
bicistronischen Mutanten.  
 
Abb. 35: IF-Analyse von RNA-transfizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 36: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 
Mutanten, die FLAG-markierte Erns- oder E2-Proteine exprimieren.  
 
Abb. 37: Schematische Darstellung der Genomorganisation des Parentalvirus CP7 sowie der 
Mutanten, die STREPII-markierte Erns- oder E2-Proteine exprimieren.  
 
Abb. 38: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit 
den entsprechenden Zellkulturüberständen.  
 
Abb. 39: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 40: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 41: Western Blot-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen.  
 
Abb. 42: Mehrschritt-Wachstumskurven von CP7,  CP7_Erns_flagII und CP7_E2_flag in KOP-
R-Zellen.  
 
Abb. 43: Virusreinigung mittels Anti-FLAG M2-Agarose-Partikeln.  
 
Abb. 44: Virusreinigung mittels Anti-FLAG M2 Magnetpartikeln.  
 
Abb. 45: Elektronenmikroskopische Analyse von gereinigten BVDV.  
 
Abb. 46: IF-Analyse von KOP-R-Zellen nach RNA-Transfektion bzw. nach Inokulation mit 
den entsprechenden Zellkulturüberständen. 
 
Abb. 47: IF-Analyse von infizierten KOP-R-Zellen. 
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