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1 EINLEITUNG 

1.1 Filoviren als Pathogen 

1.1.1 Taxonomie und Epidemiologie der Filoviren 
 

Das Ebola-Virus (EBOV) bildet gemeinsam mit dem Marburg-Virus (MARV) die Familie 
der Filoviridae. Diese hochpathogenen Erreger rufen sowohl beim Menschen als auch in 
Primaten schwere fieberhafte, hämorrhagische Erkrankungen hervor, die mit hohen 
Letalitätsraten einhergehen. Aufgrund ähnlicher serologischer, biochemischer und 
molekularer Eigenschaften sowie der fadenförmigen Gestalt wurden EBOV und MARV in 
einer eigenständigen Virusfamilie zusammengefasst  (Kiley, et al., 1982). Unterschiede in 
Pathogenität, Antigenität und Genomstruktur der EBOV-Isolate führten zur weiteren 
Unterteilung in die Spezies Zaire (EBOVZ), Sudan (EBOVS), Ivory Coast (EBOVIC) und 
Reston (EBOVR) (Buchmeier, et al., 1983, Cox, et al., 1983, Feldmann and Klenk, 1996) 

Die Filoviridae werden aufgrund ihrer Genomstruktur (1.2.2) zusammen mit den  
Paramyxoviridae, Rhabdoviridae und Bornaviridae in die Ordnung der Mononegavirales 
eingruppiert (ICTV, 1991). Sequenzanalysen der RNA-Genome haben gezeigt, dass die 
Filoviridae den Paramyxoviridae phylogenetisch am nächsten stehen (Mühlberger, et al., 
1992, Sanchez, et al., 1992). 

 

Abb. 1. Taxonomie der Filoviren 

 
Ausbrüche von Filoviren wurden erstmals 1967 dokumentiert als Laborangestellte in 

Marburg, Frankfurt am Main und Belgrad an schwerem hämorrhagischem Fieber erkrankten, 
nachdem sie mit infizierten Organen der aus Uganda importierten grünen Meerkatzen 
(Cercopithecus aethiops) in Kontakt gekommen waren (Siegert, et al., 1967). Insgesamt 
wurden 32 Krankheitsfälle registriert. Sieben der 26 primärinfizierten Personen verstarben, 
während die aufgetretenen Sekundärinfektionen durch einen deutlich milderen 
Krankheitsverlauf gekennzeichnet waren (Martini, et al., 1968, Slenczka, 1999). Das bis 
dahin unbekannte Virus wurde nach der Stadt Marburg benannt, in der es erstmals isoliert 
und morphologisch charakterisiert wurde (Siegert, et al., 1968). Tabelle 1 zeigt alle nach 
1967 bekannten Filovirusinfektionen. Nach 1967 wurden Ausbrüche von MARV 
hervorgerufenem hämorrhagischem Fieber (Marburg hemorrhagic fever, MHF) zunächst nur 
sporadisch in Zimbabwe, Kenia (1980, 1987) und Südafrika beobachtet (Gear, et al., 1975, 
Johnson, et al., 1996, Smith, et al., 1982). Erst Ende 1998 wurde wiederholt von MARV-
Infektionen aus Durba in der Demokratischen Republik Kongo (DRK, ehemals Zaire) 
berichtet (Bertherat, et al., 1999, WHO, 1999). Die in der Bevölkerung als Durba disease 
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bekannte Erkrankung schien schon längere Zeit in dieser Region endemisch zu sein, wobei 
die dokumentierten Fälle auf den Aufenthalt der infizierten Personen in einer nahe gelegenen 
Goldmine zurückzuführen waren. Der bisher dramatischste Ausbruch des MARV ereignete 
sich von November 2004 bis Juli 2005 in Uige der Republik Angola, wobei von 374 infizierten 
Menschen 329 verstarben (WHO, 2005). 

 

Virus Spezies Jahr Ort 
humane 

Krankheitsfälle 
(Todesfälle) 

Letalität Isolat 

Marburg   1967 
Deutschland / 
Jugoslawien 

32 (7) 22% 
Rataycak / 

Popp 
  1975 Zimbabwe 3 (1)  Ozolin 
  1980 Kenia 2 (1)  Musoke 
  1987 Kenia 1 (1)  Ravn 
  1998-2000 Republik Kongo 154 (128) 83% ? 
  2004-2005 Republik Angola 374 (329)  88% Angola 
  2007 Uganda 1 (1)  ? 
       

Ebola Sudan 1976 Sudan 284 (151) 53% Boniface 
 Zaire 1976 Zaire 318 (280) 88% Mayinga 
 Zaire 1977 Zaire 1 (1)  Bonduni 
 Sudan 1979 Sudan 34 (22) 65% Maleo 
 Reston 1989 USA 4 (0)  Philippines 
 Reston 1989-1990 Philippinen 0  Philippines 
 Reston 1992 Italien 0  Siena 
 Zaire 1994 Gabun 52 (31) 60% Gabon 
 Ivory Coast 1994 Elfenbeinküste 1 (0)  Cote d’Ivoire 
 Zaire 1995 Zaire 315 (243) 77% Kikwit 
 Zaire 1996 Gabun 37 (21) 57% Gabon 
 Zaire 1996-1997 Gabun 60 (45) 75% Gabon 
 Zaire 1996 Südafrika 2 (1)  ? 
 Reston 1996 USA 0  Pennsylvania 
 Sudan 2000-2001 Uganda 425 (224) 53% ? 
 Zaire 2001-2002 Gabun/Kongo 122 (96) 79% ? 
 Zaire 2002-2003 Republik Kongo 143 (128) 89% ? 
 Zaire 2003 Republik Kongo 35 (29) 83% ? 
 Sudan 2004 Süd-Sudan 17 (7) 41% ? 
 Zaire 2005 Republik Kongo 12 (9) 75% ? 
 Zaire 2007 Republik Kongo 25 (?) ongoing  ongoing  

 

 
 
 
 
Das durch das EBOV hervorgerufene hämorrhagische Fieber (Ebola hemorrhagic fever, 
EHF) trat weitaus häufiger auf (Tab. 1). Der Erreger wurde 1976 anlässlich zweier 
annähernd zeitgleicher, aber voneinander unabhängiger Ausbrüche in Zaire und im Sudan 
erstmals beschrieben. Die Benennung des Virus erfolgte nach einem Fluss in der Republik 
Kongo (früher Zaire), der in der Nähe der Endemiegebiete verläuft (Johnson, et al., 1977). 
Über 600 Menschen wurden infiziert und die Letalitätsraten lagen in Zaire bei 88% und in 
Sudan bei 50%. In den Folgejahren kam es immer wieder zu Ausbrüchen mit hohen 
Letalitätsraten und verheerenden Ausmaßen in den Jahren 1995 (Spezies Zaire) und 
2000/2001 (Spezies Sudan). 
Im Jahre 1989 kam es in Reston/Virginia (USA) in einer Quarantänestation zu mehreren 
Todesfällen von Cynomolgus-Affen der Gattung Macaca fascicularis. Die von den Philippinen 

Tab. 1. Ausbrüche von Filovirusinfektionen.  
In Anlehnung an CDC, 1996; Feldmann et al., 1996a; WHO 1978a, 1978b, 1992, 1996, 
1997, 1999, 2000, 2001, 2003a, 2003b, 2004a, 2004b, 2005a, 2005b, 2007. 
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importierten Tiere hatten sich vermutlich dort mit dem für Affen hochpathogenen EBOV-
Erreger infiziert, der aufgrund genetischer und serologischer Unterschiede zu den bekannten 
Spezies als EBOV-Reston klassifiziert wurde (Jahrling, et al., 1990). Die durch diese Spezies 
beim Menschen verursachten Infektionen verliefen trotz hervorgerufener Antikörper-Bildung 
bislang alle symptomlos (Miranda, et al., 1999). 
Nachdem 1994 an der Elfenbeinküste (Ivory Coast) eine Wissenschaftlerin bei der Sektion 
eines toten Schimpansen an einem schweren hämorrhagischen Fieber erkrankte, wurde 
schließlich die EBOV-Spezies Ivory Coast isoliert (Formenty, et al., 1999). 

Das natürliche Reservoir der Filoviren liegt trotz ausgedehnter Untersuchungen noch 
immer im Dunkeln. Zwar ist das EHF ein bedeutendes Problem für die Population von 
Gorillas und Schimpansen in Zentralafrika (Vogel, 2004), doch aufgrund der außerordentlich 
hohen Pathogenität der Viren können Affen lediglich als Zwischenwirte agieren. 
Fledermäuse hingegen scheiden das Virus nach Infektion mit dem Kot aus und sind somit 
eine potentielle Überträgerquelle (Swanepoel, et al., 1996). 

 

 
 

Abb. 2: Herkunft und Erstisolierung des MARV und de r EBOV-Spezies 

 
Seroepidemiologische Studien belegten das endemische Vorkommen von Filoviren im 
zentralafrikanischen Raum, dem sog. Ebola-Gürtel (Sudan, DRK, Kenia und Uganda). 
Hierbei wurden etwa 10 Prozent der untersuchten Personen in Abwesenheit einer klinischen 
Symptomatik seropositiv getestet (Becker, et al., 1992, Hughes, et al., 1986, Slenczka, et al., 
1968). Ergänzende Untersuchungen wurden im Jahre 1996 während des EBOV-Ausbruchs 
in Gabun durchgeführt, wobei das Vorkommen asymptomatisch verlaufender 
Filovirusinfektionen bestätigt wurde (Baize, et al., 1999, Leroy, et al., 2000). Auch in den 
USA, Deutschland und auf den Philippinen gelang der Nachweis Filovirus-spezifischer 
Antikörper bei Personen, die nie Symptome einer solchen Erkrankung hatten. Daher ist nicht 
auszuschließen, dass Filoviren geringerer Pathogenität weltweit kursieren, sollte es sich 
nicht um serologische Kreuzreaktionen mit anderen Vertretern der Mononegavirales handeln 
(Becker, et al., 1992). 

Marburg, Frankfurt,  
Belgrad, 1967 

Grüne Meerkatze  
Cercopithecus aethiops 

Uganda 

Sudan, 1976  

Zaire, 1976 

Javaneraffen  
Macaca fascicularis 

Philippinen 

USA, 1989 

Ivory Coa st, 
1992 

MARV 
EBOV-Zaire/ -Sudan 
EBOV-Reston 
EBOV-Ivory Coast 

Natürliches Reservoir? 
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Die Übertragung von Filoviren erfolgt hauptsächlich über Körperflüssigkeiten (Blut, Speichel, 
Sperma) infizierter Personen oder Affen (Dowell, et al., 1999), aber auch Tröpfchen- und 
Aerosolinfektionen, obwohl unwahrscheinlich, können nicht ausgeschlossen werden (Leffel 
and Reed, 2004, Roels, et al., 1999). 

1.1.2 Klinik, Pathogenese und Diagnose 
 

Filoviren rufen in Menschen und nicht-humanen Primaten ein schweres hämorrhagisches 
Fieber hervor. Beim Menschen beginnt die Erkrankung abrupt nach einer Inkubationszeit von 
vier bis sieben Tagen mit einem grippe-ähnlichen Erscheinungsbild: Fieber, Kopfschmerzen, 
Müdigkeit, Schüttelfrost, Muskel- und Gliederschmerzen. Diesen Anzeichen folgen sehr 
rasch gastrointestinale Beschwerden mit Diarrhoe, Übelkeit und Erbrechen. Kurz darauf 
verschlechtert sich der Zustand des Patienten rapide und neben hohem Fieber, 
Verwirrtheitszuständen bis hin zur Bewusstlosigkeit und starker Dehydrierung treten 
Petechien und konjunktivale Einblutungen auf. Der Tod tritt bei fatalem Verlauf der 
Infektionskrankheit etwa ein bis zwei Wochen nach Krankheitsbeginn ein und ist durch 
schwere Hämorrhagien, Verbrauchskoagulopathie, hypovolämischen Schock sowie 
Multiorganversagen gekennzeichnet (Bwaka, et al., 1999, Mahanty and Bray, 2004, Peters 
and Khan, 1999). 
Die Zellen des monozytären Phagozytensystems (MPS) sind primäres Ziel für die Filovirus-
Replikation (Ryabchikova, et al., 1996, Ryabchikova, et al., 1996). Die weitere Ausbreitung 
erfolgt über das Blutgefäß- und das Lymphsystem, wobei infizierte Monozyten und 
Makrophagen als Vehikel fungieren (Feldmann, et al., 1996, Ströher, et al., 2001). Patho-
histologisch finden sich vor allem ausgeprägte Nekrosen in Leber, Milz und Lymphknoten 
(Peters, 1996). Die im Spätstadium der Erkrankung auftretenden schweren Hämorrhagien 
sowie das Schocksyndrom resultieren aus einer massiven vaskulären Instabilität des 
Endothels. Die Erhöhung der Endothelpermeabilität ist möglicherweise auf die 
infektionsbedingte Zerstörung der Endothelzellen bzw. die veränderte Zytokinfreisetzung 
zurückzuführen (Feldmann, et al., 1996, Schnittler, et al., 1993). Die Ausschüttung des 
Tumornekrosefaktors α (TNFα) durch infizierte Makrophagen wird als mögliche Ursache für 
die Schocksymptomatik diskutiert (Villinger, et al., 1999). Die immunsupprimierende Wirkung 
des VP35 und dessen Fähigkeit die Interferon-I- (IFN-I) Antwort der infizierten Zellen zu 
inhibieren, wurde bisher nur in Zellkultur nachgewiesen (Basler, et al., 2003), weshalb noch 
ungeklärt ist, ob und inwieweit VP35 den rasanten und fatalen Verlauf einer Filovirusinfektion 
beeinflusst. 
Aufgrund der uncharakteristischen Symptomatik viraler hämorrhagischer Fieber (VHF) ist 
eine Differenzialdiagnose anhand der klinischen Symptome nicht möglich. Daher erfolgt die 
endgültige Identifizierung durch den Nachweis des Erregers (Virusisolierung aus dem Serum 
mit anschließender Anzucht in Nierenzelllinien) bzw. seiner Bestandteile oder durch den 
Nachweis spezifischer Antikörper. Die RT-PCR ermöglicht den Nachweis der viralen 
Nukleinsäure in der akuten Phase (Sanchez, et al., 1999, Weidmann, et al., 2004). Alternativ 
kann der Nachweis elektronenmikroskopisch oder mit ELISA- und Immunfluoreszenztests 
erbracht werden. 
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1.1.3 Prävention und Therapie 
 

Bisher ist weder ein Impfstoff zur Prävention noch eine spezifische antivirale Therapie 
verfügbar. Allerdings kann eine Ausbreitung durch geeignete Eindämmungs- und 
Quarantäneprozeduren verhindert oder zumindest stark eingeschränkt werden. Die 
Behandlung erfolgt symptombezogen, wobei eine intensivmedizinische Therapie des 
hämorrhagischen Schocks und der Verbrauchskoagulopathie im Vordergrund stehen. 
Die Suche nach Impfstoffen und Therapeutika wird nicht nur durch die hohen Sicherheits-
standards erschwert, sondern auch durch die Diskrepanz der Wirksamkeit in 
unterschiedlichen Tiermodellen. Derzeit stellen Meerschweinchen und nicht-menschliche 
Primaten die am besten geeigneten Tiermodelle dar, da sie der Erkrankung beim Menschen 
in ihrem Infektionsverlauf sowie der Pathogenese stark ähneln. Zur Entwicklung eines 
wirksamen Impfstoffes wurden bereits verschiedene Methoden eingesetzt, darunter 
klassische Verfahren wie attenuierte Viren, rekombinante Viren sowie virale Untereinheiten 
z.B. Replikons oder virusähnliche Partikel (VLP) (Jones, et al., 2005, Sullivan, et al., 2003, 
Vanderzanden, et al., 1998, Warfield, et al., 2005). Die erste EBOV-Vakzine, die einen 
vollständigen Schutz für nicht-menschliche Primaten bot, basierte auf humanen Adenovirus 5 
Vektoren, die für das ebolavirale Glycoprotein (GP) bzw. das Nukleoprotein (NP) kodierten 
(Sullivan, et al., 2003). Der Schutz vor einer MARV-Infektion gelang bei Grünen Meerkatzen 
(Cercopithecus aethiops) durch Gabe eines Alphavirus-Replikons (Hevey, et al., 1998). 
Allerdings bieten weder Adenovirus-Vektoren noch Alphavirus-Replikons einen Schutz 
gegen beide, EBOV und MARV. Die Vakzinierung gegen EBOV und MARV gelang 
schließlich im Cynomolgus-Affen-Model (Macaca fascicularis) durch attenuierte, 
rekombinante vesikuläre Stomatitis-Viren (rVSV), die das GP von EBOV bzw. MARV 
exprimieren (Jones, et al., 2005). Die ideale Filovirus-Vakzine, die vor allen vier EBOV-
Spezies und MARV schützt, ist jedoch noch nicht gefunden.  
Aufgrund der hohen Mortalität und der fehlenden Behandlungs- und Vakzinierungs-
möglichkeiten wurden Filoviren als Erreger der biologischen Sicherheitsstufe S4 (laboratory 
biosafety level 4, BSL4) eingestuft.  

1.2 Molekularbiologie der Filoviren 

1.2.1 Morphologie des Virions 
 

Im Elektronenmikroskop können Marburg- und Ebolaviren anhand ihrer durchschnittlichen 
Partikellänge sowie der strukturellen Unterschiede in den viralen Einschlüssen voneinander 
differenziert werden, wobei die einzelnen EBOV-Spezies nicht zu unterscheiden sind 
(Geisbert and Jahrling, 1995). Die zumeist fadenförmige Erscheinung hat den Filoviren ihren 
Namen gegeben (filum, lat.: Faden) (Kiley, et al., 1982). Die Gestalt ist pleomorph, die 
Virionen präsentieren sich langgestreckt, verzweigt, zirkulär oder „6“-förmig, bei einer 
variierenden Länge von durchschnittlich 665 nm (MARV) bzw. 805 nm (EBOV) (Slenczka, 
1999) und einem konstanten Durchmesser von etwa 80 nm (Abb. 3). 
Im Inneren des Virions befindet sich das Nukleokapsid, das sich strukturell in einen zentral 
gelegenen axialen Kanal von 19-25 nm Durchmesser (Feldmann and Klenk, 1996) und eine 
helikale Schicht von 45-50 nm gliedert. Das helikale Nukleokapsid besteht aus der viralen 
RNA, die von NP, dem Nukleoprotein, dicht enkapsidiert ist, sowie den viralen Proteinen 
VP35 und VP30 und der viralen Polymerase L (Elliott, et al., 1985). Die dichte Verpackung 
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verleiht der Nukleinsäure Resistenz gegenüber Nukleaseverdau. Die vier 
Nukleokapsidproteine sind an der Replikation und Transkription des viralen Genoms beteiligt 
(Boehmann, et al., 2005, Mühlberger, et al., 1998, Mühlberger, et al., 1999). Umgeben ist 
das Nukleokapsid von einer Hüllmembran, die das Virus beim Knospungsvorgang von der 
Wirtszelle erhält. Das einzige viruskodierte Oberflächenprotein GP ist als Homotrimer in die 
Lipidmembran inseriert und erscheint als globuläre Struktur (Volchkov, et al., 1998). 
Zwischen Hüllmembran und Nukleokapsid liegen die beiden Matrixproteine VP40 und VP24 
(Dessen, et al., 2000, Han, et al., 2003). 

 

 
 

1.2.2 Genomstruktur 
 

Wie alle Vertreter der Ordnung Mononegavirales besitzen Filoviren ein einzelsträngiges, 
nicht-segmentiertes RNA-Genom in negativer Orientierung; die virale RNA ist somit nicht 
infektiös (Kiley, et al., 1982). Die Genomlänge beträgt etwa 19 kb (EBOVZ: 18.959 nts, 
MARV: 19.111 nts), womit die Filoviren das längste Genom innerhalb der Ordnung besitzen. 
Am 3’- und 5’-Ende befinden sich kurze, nicht-transkribierte Regionen, die als leader bzw. 
trailer bezeichnet werden (Kiley, et al., 1986). In diesen Bereichen sind cis-aktive Signale für 
den Replikationsstart, die Transkriptionsinitiation und die Verpackung der replizierten RNA 
enthalten (Mühlberger, et al., 1998, Mühlberger, et al., 1999). Für beide Sequenzbereiche 
sind stabile Sekundärstrukturen vorhergesagt (Sanchez, et al., 1989, Volchkov, et al., 1999). 
Das Genom weist sieben offene Leserahmen (ORFs) in linearer Anordnung auf: 3’-NP-
VP35-VP40-GP-VP30-VP24-L-5’, die von ungewöhnlich langen (57 bis 684 nts) nicht-
translatierten Regionen (NTRs) mit bisher noch unbekannter Funktion flankiert sind. Die 
Filoviren kodieren für sieben Strukturproteine, wobei EBOV ein zusätzliches lösliches GP 
(sGP) synthetisiert. sGP wird nicht in die Viruspartikel integriert, jedoch von infizierten Zellen 
sekretiert. 
Die einzelnen Gene sind durch hoch konservierte Transkriptionsstart- (TSS) und -
stoppsignale (TStpS) begrenzt (Mühlberger, et al., 1996). Die meisten Gene sind durch kurze 
intergenische Regionen (IR) getrennt, die aus 4-7 nicht-konservierten Nukleotiden bestehen. 
Längere IRs finden sich nur zwischen GP und VP30 (MARV) und zwischen VP30 und VP24 
(EBOV-Spezies). Zudem finden sich Genüberlappungen, die bei den einzelnen Filoviren 

GP

VP24

VP40

NP
RNA

L

VP35

VP30
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100 nm

Abb. 3. Morphologie eines 
Filoviruspartikels.  (A) Elek-
tronenmikroskopische Auf-
nahme eines EBOV-Virions 
(aufgenommen von Frau Dr. 
Larissa Kolesnikova) in 
50.000-facher Vergrößerung. 
Die innere Elektronendichte 
stellt das Nukleokapsid dar, die 
äußere die Hüllmembran mit 
ein- bzw. angelagerten 
Proteinen. (B) Schematische 
Interpretation der Virusstruk-
tur. Die einzelnen Kompo-
nenten sind weder stöchio-
metrisch noch im richtigen 
Größenverhältnis dargestellt. 
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unterschiedlich lokalisiert sind (Abb. 4); die Überlappungen beschränken sich dabei auf fünf 
hoch konservierte Nukleotide „UAAUU“ der TSS (Feldmann, et al., 1992, Sanchez, et al., 
1993). 
Die Ausbildung von Sekundärstrukturen im Bereich der TSS auf mRNA-Ebene wurde 1996 
durch Computeranalysen vorhergesagt (Feldmann, et al., 1992, Sanchez, et al., 1993) und 
mit leichten Modifikationen 2002 für das TSS des NP-Gens von EBOV experimentell 
bestätigt (Weik, et al., 2002). Ob derartige Strukturen auch auf der umhüllten vRNA zu finden 
sind, ist noch ungeklärt. 
 

 
 

Abb. 4. Genomorganisation von MARV und EBOV . Beide Genome bestehen aus etwa 19 kb 
einzelsträngiger RNA in negativer Orientierung. Flankiert werden die Gene (grau) von nicht-
kodierenden Sequenzen (gelb). Die Längen der in ihrer Sequenz variablen intergenischen Regionen 
(IR) sind unterhalb der Graphik angegeben. Genüberlappungen sind durch Pfeile markiert. Am 3’-
Ende befindet sich die sog. leader-, am 5’-Ende die trailer-Sequenz. Gene, die für die 
Nukleokapsidproteine (NP, VP35, VP30, L) kodieren, sind dunkelgrau dargestellt. Die 
Transkriptionsstart-Signale (TSS) sind als grüne Dreiecke, die Transkriptionsstopp-Signale (TstpS) als 
rote Balken angezeigt. Beachte die zwei getrennten TstpS des EBOV VP24. Eine weitere 
Besonderheit ist das Gen des Oberflächenproteins GP des EBOV, das primär als lösliches sGP 
sezerniert wird, und nur nach transkriptionellem Editing als membraninseriertes strukturelles GP 
vorliegt. Die „mRNA editing site“ innerhalb des GP-Gens ist durch einen Stern angezeigt. 
 

1.2.3 Funktionen der viralen Proteine 

1.2.3.1 Nukleokapsidproteine (NP, VP35, VP30, L) 
 

Die vier Nukleokapsidproteine NP, VP35, VP30 und L bilden als strukturelle Komponenten 
zusammen mit der viralen RNA den Ribonukleoprotein- (RNP) Komplex. Darüber hinaus 
katalysieren sie Replikation und Transkription des viralen Genoms (1.2.4). 
 
Das Nukleoprotein NP  stellt die Hauptkomponente des Nukleokapsidkomplexes (NC) dar; 
es umhüllt die RNA vollständig. Es gliedert sich in einen hydrophoben N-Terminus, der die 
Interaktion mit der RNA ermöglicht und einen hydrophilen, sauren C-Terminus, der für die 
Wechselwirkung mit anderen NC-Proteinen verantwortlich ist (Weik, et al., 2002). NP wird 
phosphoryliert (Becker, et al., 1994), O-glycosyliert sowie sialyliert (Huang, et al., 2002). Die 
Phosphorylierung ist möglicherweise die Voraussetzung für die Interaktion mit der viralen 
RNA und wäre somit essentiell für die Bildung des NCs. Dies würde auch erklären, weshalb 
die nicht-phosphorylierte Form des NP in Virionen nicht vorkommt. Der Prozess des 
Filovirus-Zusammenbaus hingegen wird durch die O-Glycosylierung und Sialylierung des NP 
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reguliert. Die Modifikationen erlauben die Interaktion des NP mit den gleichzeitig 
exprimierten Virion-assoziierten Proteinen VP35 und VP24 (Huang, et al., 2002). Das „self 
assembly“ erfolgt über eine im N-terminalen Bereich gelegene Bindungsdomäne, die die 
ersten 450 Aminosäuren (AS) umfasst. Für die Formierung nukleokapsid-ähnlicher 
Strukturen werden weitere 150 benachbarte AS und die Proteine VP35 und VP24 benötigt 
(Watanabe, et al., 2006). Darüber hinaus ist das NP am Knospungsprozess beteiligt. 
Zusammen mit GP und VP24 verstärkt es die Freisetzung von Virus-ähnlichen Partikeln 
(VLPs, 1.2.3.2). Dabei interagiert NP über die C-terminalen 50 AS mit VP40 (Licata, et al., 
2004). 
 
VP35 ist das Analogon zu dem Phosphoprotein P der Paramyxo- und Rhabdoviridae, obwohl 
es im Gegensatz zu diesen nur sehr schwach phosphoryliert ist. Es fungiert als Kofaktor der 
RNA-abhängigen RNA-Polymerase (Mühlberger, et al., 1999) und ferner als Typ I Interferon 
(IFN I) Antagonist in Virus-infizierten Zellen. Die Inhibition der IFN I-Antwort basiert auf der 

Blockade der Doppelstrang (ds)-RNA- und Virus-vermittelten Induktion des IFN-β Promotors 
(Basler, et al., 2000) durch Hemmung der Aktivierung des IFN-regulierenden Faktors 3 (IRF-
3). Dabei wird die Phosphorylierung des IRF-3 verhindert, sodass weder die Dimerisierung 
noch die nukleäre Translokation stattfinden können. IRF-3 ist ein zellulärer 
Transkriptionsfaktor mit zentraler Bedeutung in der Initiierung der IFN-Antwort (Basler, et al., 
2003).  
 
Das VP30 wurde lange Zeit als Phosphoprotein-Analogon anderer Mononegavirales 
angesehen, da es stark phosphoryliert und mit dem RNP-Komplex assoziiert ist (Elliott, et al., 
1985). Dies wurde jedoch widerlegt, als für MARV gezeigt werden konnte, dass 
minigenomische RNA ohne VP30 repliziert und transkribiert werden kann (Mühlberger, et al., 
1998). Ein viertes Nukleokapsidprotein (M2-Protein) besitzen innerhalb der Ordnung der 
Mononegavirales nur noch die Pneumovirinae (Garcia, et al., 1993, Huang, et al., 1985). Für 
das M2-Protein des Respiratorischen Synzytialvirus (RSV), einem Pneumovirus, konnten 
Collins et al. (1996) zeigen, dass es sich dabei um einen Antiterminationsfaktor der 
Transkription handelt. Die Funktion des MARV VP30 blieb hingegen weiterhin unbekannt. 
Anders im Falle des EBOV, wo Transkription nicht ohne VP30 erfolgt (Mühlberger, et al., 
1999). Die Funktion des VP30 als Transkriptionsaktivator ist abhängig von der Bildung einer 
RNA-Sekundärstruktur („stem-loop“) am TSS des ersten Gens. Wird diese zerstört, erfolgt 
die Transkription VP30-unabhängig. Die VP30-abhängige Transkriptionsinitiation am ersten 
Gen ist erforderlich für die Transkription aller weiteren Gene, die der Anwesenheit von VP30 
nicht bedürfen. Bemerkenswert ist, dass die „stem-loop“ Struktur autonom und unabhängig 
von ihrer Lokalisation auf dem RNA-Genom agieren kann (Weik, et al., 2002). Die 
Phosphorylierung (6 Serine, 1 Threonin) des VP30 beeinflusst die Transkriptionsaktivierung 
negativ; die Bindung an NP wird positiv reguliert (Serine 40, 42) (Modrof, et al., 2001, 
Modrof, et al., 2002). Die VP30-Proteine von MARV und EBOV zeigen beide ein Zink-
Bindungsmotiv, welches bei MARV nicht näher charakterisiert ist. Bei EBOV ist es wichtig für 
die Aktivierung der viralen Transkription; die Bindung des VP30 zu NC-ähnlichen Strukturen 
wird nicht beeinflusst (Modrof, et al., 2003). Darüber hinaus ist die Transkriptionsaktivierung 
von der Homo-Oligomerisierung des VP30 abhängig. Die Domäne für das Self-Assembly 
umfasst die AS 94-112 und enthält ein Cluster von 4-Leucin-Resten (Hartlieb et al., 2003). 
Kristallographische Untersuchungen zeigten, dass die Faltung des VP30 in eine dimere, 
helikale Anordnung über eine C-terminale Domäne (CTD) erfolgt und der Oligomerisierung 
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vorausgeht. VP30-Dimere bilden über die N-terminale Oligomerisierungsdomäne (NTD) 
Hexamere, die in Virionen eingebaut werden. Bei der Replikation beschränkt sich die Rolle 
des EBOV VP30 auf die Stabilisierung naszierender mRNA (Hartlieb, et al., 2007). 
 
Das L-Protein (L=large) ist die katalytische Untereinheit der virus-eigenen RNA-abhängigen 
RNA-Polymerase (RdRp), die mit VP35 als Kofaktor den aktiven Polymerasekomplex bildet. 
Diese multifunktionelle Polymerase vermittelt über ihre Assoziation mit dem RNP-Komplex 
die Transkription in virus-spezifische mRNA-Spezies und die Replikation der gesamten 
genomischen RNA. Neben (i) Transkription und Replikation katalysiert die Polymerase auch 
(ii) das mRNA Capping, (iii) die Methylierung der 5’ Cap-Struktur sowie (iv) die 
Polyadenylierung.  
Die Aufklärung der Funktionen des L-Proteins sowie des Transkriptions-/ Replikations-
Mechanismus basierte zunächst auf vergleichenden Sequenzanalysen mit bereits besser 
analysierten NNS RNA-Viren. Die Vergleiche der L-Gene haben gezeigt, dass die Filoviridae 
eine größere phylogenetische Verwandtschaft zu den Paramyxoviridae haben als zu den 
Rhabdoviridae. Innerhalb der Filoviridae weist die Sequenz des L-Proteins des EBOVz eine 
Homologie von 73% zur Spezies Sudan, aber nur 44% zu MARV auf. Die Isolate innerhalb 
des MARV (Musoke; Popp) hingegen zeigen eine Übereinstimmung zu 96%. Dies bestätigt 
die Daten der Sequenzvergleiche anderer filoviraler Gene und die Einteilung der Filoviridae 
in zwei Genera, MARV und EBOV, mit der Unterteilung des EBOV in vier Spezies (Feldmann 
and Kiley, 1999, Sanchez, et al., 1996, Volchkov, et al., 1997). 
Das L-Gen des EBOV besitzt eine Länge von 6782 nts (Position auf dem Genom: 11500-
18281) und mehrere Methionin-Codons innerhalb der ersten 500 nts, die als potenzielle 
Translationsinitiatoren wirken können. Das am weitesten upstream gelegene ATG85-87, das 
an Position 18216-18218 unterbrochen wird, initiiert den offenen Leserahmen (ORF) von 
6639 nts. Das Transkriptionsstart-Signal 5’-GGAGGAAGATTAA liegt am 5’-Ende der mRNA 
und enthält einen nicht-genomischen Guanosinrest (unterstrichen), der vermutlich die CAP-
Struktur der mRNA des L repräsentiert (Volchkov, et al., 1999). Zunächst existierte nur ein 
indirekter Nachweis für das Capping, wobei die Hemmung der EBOV-Replikation in 
Anwesenheit eines Inhibitors der S-Adenosylhomocystein-Hydrolase demonstriert wurde 
(Huggins, et al., 1999). Später gelang durch die Präzipitation der VP40 mRNA mit einem 
Anti-Cap Antikörper (AK) der direkte Nachweis für das Capping EBOV-spezifischer mRNAs. 
Dadurch konnte gleichzeitig gezeigt werden, dass die in die Bildung der Sekundärstrukturen 
involvierten Transkriptionsstart-Signale nicht in eine Cap-unabhängige Translation involviert 
sind, wie es den sog. internen Ribosomeneintrittsstellen (IRES) zugeschrieben wird (Weik, et 
al., 2002). Die Sequenz 5’-ATTAAGAAAAA(A) liegt innerhalb des viralen Genoms in sieben-
facher Wiederholung vor und repräsentiert das Transkriptionsstopp-Signal am 3’-Ende der 
viralen mRNA. Einzig das Transkriptionsstopp-Signal des L-Proteins 5’-ATTATAAAAAA 
weist in diesem hoch konservierten Bereich eine Abweichung (fett, kursiv) auf (Tab. 2).  
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Gen Transkriptions – Start 
(mRNA 5’ ���� 3’) 

Transkriptions-Stopp 
(mRNA 5’ ���� 3’) 

NP GAGGAAGATTAA ATTAAGAAAAAA 

VP35 GATGAAGATTAA ATTAAGAAAAA 

VP40 GATGAAGATTAA ATTAAGAAAAAA 

GP GATGAAGATTAA ATTAAGAAAAA 

VP30 GATGAAGATTAA ATTAAGAAAAA 

VP24 GATGAAGATTAA     1)  ATTAAGAAAAA 
    2) ATTAAGAAAAAA 

L GAGGAAGATTAA ATTATAAAAAA 

 
Die Transkriptionsstart- und -stopp- (Polyadenylierung) Signale des EBOV sind hoch 
konserviert und enthalten alle, mit Ausnahme des Transkriptionsstopp-Signals des L-
Proteins, die Sequenz 5’-ATTAA (mRNA). Sie stellen ein gemeinsames Merkmal der NNS 
RNA-Viren dar. Die mRNA des L-Proteins besitzt einen 5’-untranslatierten Bereich von 80 
nts und einen 3’-untranslatierten Bereich von 63 nts.  
Das 2212 AS umfassende L-Protein des EBOV hat ein MG von 253 kDa (kalkuliert) bzw. 220 
kDa (SDS-PAGE-Analyse) (Volchkov, et al., 1999), was in Übereinstimmung mit dem MARV 
(267 kDa) (Mühlberger, et al., 1992) und anderen RdRp’s der Paramyxoviridae und 
Rhabdoviridae (242-256 kDa) ist (Elliott, et al., 1985, Kiley, et al., 1988). Darüber hinaus 
wurden für das L-Protein verschiedene Merkmale identifiziert die den L-Proteinen der NNS 
RNA-Viren eigen sind: (i) hoher (Iso-) Leucin-Gehalt (Dayhoff, et al., 1978)), (ii) große 
positive Nettoladung bei neutralem pH-Wert mit (iii) Clustern basischer AS wie sie in 
verschiedenen RNA-Bindeproteinen gefunden werden (Lazinski, et al., 1989). 
Für die verschiedenen enzymatischen Funktionen des L-Proteins sind konservierte lineare 
Domänen von Bedeutung (Poch, et al., 1990). Die Verteilung der homologen Regionen auf 
dem filoviralen L-Protein hat drei Bereiche mit größeren Abweichungen offenbart: den N-
Terminus (ersten 350AS), den C-Terminus (letzten 210AS) und AS 1649-1800 (Abb. 5). 

 

 
 

Abb. 5. Schematische Darstellung der Struktur des L -Proteins des EBOV . Dargestellt sind drei 
variable Regionen: die ersten 350 AS des N-Terminus, die letzten 210 AS des C-Terminus und AS 
1649-1800 (Doppelpfeile). Die sechs konservierten Bereiche (Block I-VI) sind als dunkelgraue Boxen 
gekennzeichnet und die drei Polymerase-Motive (Motiv A-C) mittels roter Blockpfeile markiert. Die 
Position der paarigen Cysteinreste (grüner Balken) ist unterhalb des 2213 AS umfassenden L-Proteins 
(hellgrau) angezeigt.  
 
Darüber hinaus finden sich sechs konservierte Bereiche (Block I-VI) sowie drei Polymerase-
Motive (A-C), die zunächst für die NNS Viren (Poch, et al., 1990) beschrieben wurden. Es 
folgte der Nachweis für das L-Protein des MARV (Mühlberger, et al., 1992) und des EBOV 
(Volchkov, et al., 1999). Die Polymerase-Motive enthalten: (i) ein RNA-Bindemotiv (Motiv A, 
AS 553-571), (ii) eine mögliche RNA-Erkennungsstelle und/ oder eine Domäne zur Bildung 
einer Phosphodiester-Bindung (Motiv B, AS 738-744), sowie (iii) eine ATP-Bindedomäne 
(Motiv C, AS 1815-1841). Weiterhin wurden zwei hoch konservierte paarige Cysteinreste an 
Position 1351-1352 aller L-Proteine gefunden, die möglicherweise die Sekundärstruktur des 

 C N  
1 

      

   

variable Region  variable Regionen 

1351-1352 2213 
Motiv A Motiv B Motiv C 

VI V IV III II I 

Tab. 2. Transkriptionssignale des 
EBOV. Die Sequenzen (mRNA) der 
Transkriptionsstart- und -stopp- 
(Polyadenylierung) Signale des 
EBOV sind hoch konserviert und 
enthalten alle die Sequenz 5’-ATTAA 
(unterstrichen). Abweichungen inner-
halb des konservierten Bereiches 
sind fett, kursiv dargestellt. Zusätz-
liche Adenosinreste (NP, VP40, V24) 
sind fett markiert. 
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L-Proteins stabilisieren und damit für die Konformation des Proteins wichtig sind (Blumberg, 
et al., 1988, Mühlberger, et al., 1992). 

1.2.3.2 Matrixproteine (VP40, VP24) 
 

Die beiden Matrixproteine VP40 und VP24 sind im Raum zwischen Nukleokapsid und 
Hüllmembran lokalisiert. Beide Proteine sind mit der Lipidmembran assoziiert; VP24 
assoziiert zusätzlich mit dem RNP-Komplex (Elliott, et al., 1985).  
 
VP40 stellt das Analogon zu den M-Proteinen anderer NNS-RNA Viren dar. Das VP40 ist 
beteiligt an der Ausbildung und Knospung von virus-ähnlichen Partikeln (VLPs). Es besteht 

aus zwei Domänen mit gleicher Faltung (β-Sandwich Strukturen), die vermutlich durch Gen-
Dublikationen generiert werden. Die C-terminale Domäne (CTD) vermittelt mit ihren 
hydrophoben Bereichen die Bindung an die Lipidmembran, vorzugsweise an negativ 
geladene Phospholipide (Ruigrok, et al., 2000). Nach Trypsin-Spaltung an Lysin 212 
dissoziiert die CTD ab, die N-terminale Domäne (NTD) hingegen bleibt Membran-assoziiert. 
Durch die Interaktion der NTD mit dem C-Terminus des viralen, transmembranären GP wird 
VP40 zu Hexameren vernetzt (Garoff, et al., 1998). Die Bildung solcher Membran-
gebundener Partikel ist abhängig von der Interaktion mit zellulären WW-Domänen tragenden 
Proteinen. Hierfür besitzt VP40 ein konserviertes N-terminales PPXY-Motiv (Jasenosky, et 
al., 2001). In vitro finden sich zwei verschiedene Oligomere, ringförmige Hexamere und RNA 
bindende Oktamere in Poren-ähnlicher Struktur. Die Oktamerisierung des VP40 ist abhängig 
von der sequenz-spezifischen Bindung von bis zu acht kurzen single-strand (ss) RNAs 
(Trinukleotide: 5’ U-G-A-3’) im Poreninneren, die zur Stabilisierung der Ringstruktur führen 
(Gomis-Ruth, et al., 2003). VP40-Oktamere sind essentiell für die virale Replikation, spielen 
bei der VP40-Knospung als lipid-gebundene VLPs jedoch keine Rolle (Hoenen, et al., 2005). 
 
VP24 ist ein einzigartiges Merkmal der Ordnung Mononegavirales; als zweites Matrixprotein 
ist es in geringerer Menge in reifen Virionen vorhanden. Es ist beteiligt an (i) der Bildung des 
viralen NC-Komplexes, (ii) der Ausbildung und Knospung von VLPs, (iii) der 
Wirtszelldeterminierung und (iv) der Hemmung des IFN-induzierten Signalweges. Für die 
Bildung des NC-Komplexes sind, neben VP24, die viralen Proteine VP35 und NP notwendig 
und ausreichend (Huang, et al., 2002). Die Rekrutierung des VP24 in die NC-Strukturen 
erfolgt über die Interaktion mit NP. Der Transport zur Lipidmembran kann entweder als Ko-
transport in diesen NC-Komplexen oder NC-unabhängig erfolgen. Durch die spezifische 
Inkorporation des VP24 in VP40-induzierte VLPs wird der Knospungsvorgang fortgesetzt 
(Bamberg, et al., 2005). Für die Funktion viraler Matrixproteine im Knospungsprozess ist 
neben der Fähigkeit zur Membranbindung die Oligomerisierung wichtig. VP24 oligomerisiert 
mit präferentieller Bildung von Tetrameren (Han, et al., 2003). Als Pathogenitätsfaktor 
beeinflusst es die Wirtsadaptation und verhindert die IFN-induzierte Ausbildung des 
antiviralen-Status (Volchkov, et al., 2000). 

1.2.3.3 Membranprotein (GP) 
 
Das Glykoprotein GP  ist das einzige Oberflächenprotein des Virus, und inseriert als 
Homotrimer in der Membran. Es handelt sich um ein N- und O-glycosyliertes Typ-I-Trans-
membranprotein mit hydrophobem Signalpeptid am N-Terminus und Transmembrananker im 
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C-terminalen Bereich (Feldmann, et al., 1991, Will, et al., 1993). Eine Besonderheit stellt das 
EBOV GP (130 kDa) dar, dessen primäres Genprodukt (50-70 kDa) eine verkürzte, lösliche 
Form des GP (soluble, sGP) ist. Es wird in großen Mengen produziert (bis zu 80 % der 
Transkripte) und stellt das uneditierte mRNA-Produkt dar. Das „transkriptionelle editing“, das 
die beiden Leserahmen ORF1 und ORF2 des GP verbindet, wird durch die EBOV-
Polymerase oder durch andere DNA-abhängige RNA-Polymerasen katalysiert (Volchkov, et 
al., 1995). Dabei wird mittig in eine Abfolge von sieben kodierten Adenosinen ein 
zusätzliches, nicht kodiertes Adenosin eingefügt (Sanchez, et al., 1996). Durch 
Glycosylierung wird das precursor GP (preGP) im Endoplasmatischen Retikulum (ER) und 
im Golgi modifiziert. Das reife GP wird durch die Subtilisin-ähnliche Protease Furin in die 
durch Disulfidbrückenbindung verknüpften Untereinheiten GP1 (140 kDa) und GP2 (26 kDa) 
gespalten (preGPER � preGPGolgi � GP � GP1/ 2). Die Verankerung des GP1/2-Komplexes 
in der Membran erfolgt über die in GP2 gelegene Transmembrandomäne. Nach Abspaltung 
des N-terminalen Signalpeptides oligomerisiert das Protein, wobei das „GP-spike-assembly“ 
unabhängig von anderen Proteinen erfolgt (Feldmann, et al., 1991, Volchkov, et al., 1998, 
Will, et al., 1993). Für die Oligomerisierung ist ein in GP2 gelegenes coiled-coil Motiv 
verantwortlich (Watanabe, et al., 2000). Das GP ist für den Viruseintritt in die Wirtszelle 
verantwortlich. Die Bindung an einen noch umstrittenen Rezeptor erfolgt über die ersten 150 
N-terminalen Aminosäuren des GP1. Die zusätzliche Interaktion mit Adhäsionsmolekülen wie 
den Typ-C-Lektinen DC-SIGN/R oder dem Asialoglycoprotein-Rezeptor ASGP-R steigert die 
Infektion (Marzi, et al., 2004). Das GP2 hingegen vermittelt über seine fusionsaktive 
Konformation (typisch für Klasse-I-Membranfusionsproteine) die Fusion von Virus und 
Zellmembran (Manicassamy, et al., 2005). Der Prozeß ist pH-abhängig und wird durch 
endosomale Cathepsine (CatB und CatL) katalysiert, die ein 19 kDa Intermediat des GP 
generieren, das die Fusion einleitet (Schornberg, et al., 2006). Darüber hinaus weist das GP 
eine immunsupprimierende Wirkung auf. Über die Mucin-Domäne im GP2 werden 
Oberflächenproteine mit essentieller Bedeutung für Zell-Zell-Adhäsion und Immunantwort 
herab reguliert. Die verminderte Expression des mitogen-aktivierten Proteinkinase (MAPK) 
Effektors ERK2, der Proliferation, Zellzyklus und Survival steuert, führt zur Zellzerstörung. 
Die verminderte Präsenz von MHC-I-Molekülen hingegen modifiziert die Erkennung durch 
Immunzellen, EBOV gelingt die Immunflucht (Sullivan, et al., 2005). Die Aktivierung von 
Endothelzellen und die durch GP1/2 induzierte Verminderung der Barriere-Funktion führen 
schließlich zu den typischen pathologischen Symptomen während der Virusinfektion (Wahl-
Jensen, et al., 2005). Für die Pathogenese der EBOV-Infektion von Bedeutung ist auch die 
effiziente Blockierung virus-neutralisierender Antikörper durch lösliches GP1. Die 
Freisetzung von GP1 erfolgt über ein Ectodomain Shedding mit proteolytischer Spaltung an 
AS-Position 637. Bei der beteiligten Sheddase handelt es sich um das tumor-necrosis factor 
α converting enzym (TACE), einem Mitglied der ADAM Familie Zn-abhängiger 
Metalloproteasen (Dolnik, et al., 2004). Das primäre Transkriptionsprodukt des GP ist noch 
weitgehend unerforscht. Die posttranslationelle Spaltung an einem multibasischen AS Motiv 
(AS 321-324) durch Furin oder Furin-ähnliche Endonukleasen führt zur Sekretion des sGP 
und des Delta-Peptids (Volchkov, 1999).  
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1.2.4 Replikation und Transkription 
 

Im Zytoplasma der infizierten Zelle finden zwei RNA-synthetisierende Ereignisse statt: 
Transkription zur Umschrift des Genoms in mRNAs und Replikation zur Vervielfältigung des 
gesamten Genoms (Abb. 6). Beide Prozesse werden durch eine viruskodierte RNA-
abhängige RNA-Polymerase (RdRp) katalysiert, die das negativ-strängige RNA-Genom als 
Matrize verwendet. Diese Strategie findet sich bei allen nicht-segmentierten Negativstrang- 
(NNS) RNA-Viren, wobei für die Filoviren einige einzigartige Merkmale beschrieben wurden 
(Whelan, et al., 2004). 
Nach Infektion der Zelle wird das enkapsidierte negativ-strängige RNA-Genom vom 
Transkriptionskomplex (Transkriptase) zunächst in sieben monocistronische mRNAs 
überschrieben, die polyadenyliert sind und eine Cap-Struktur aufweisen (Weik, et al., 2002). 
Der Prozess wird durch den Eintritt der RdRp an einer einzigen Polymerase-Bindungsstelle 
am 3’-Ende des Genoms initiiert. Einmal gebunden, verbleibt die RdRp an der RNA-Matrize 
und transkribiert in linearer Abfolge die einzelnen Gene, wobei sie mit der Polyadenylierung 
am TStpS jedes Gens endet und nach Reinitiation am TSS des nachfolgenden Gens 
weiterliest. Dieser Mechanismus wird auch als „single-initiation stopp-start model“ bezeichnet 
(Emerson, 1982). Auf diese Weise wird das gesamte Genom abgetastet, wobei 
intergenische Regionen ohne RNA-Synthese übersprungen werden (Abb. 4). Eine Ablösung 
der RdRp von der RNA-Matrize unterbricht die Transkription. Dadurch entsteht ein 
Transkriptionsgradient an synthetisierter mRNA, der von 3’ nach 5’ abnimmt: 
NP>VP35>VP40>sGP/GP>VP30>VP24>L (Mühlberger, et al., 1996). Die TSSs und TStpSs, 
die jedes Gen flankieren, sind hoch konserviert. Das TSS besteht aus 12 Nukleotiden (nts) 
und variiert nur leicht zwischen MARV (3’-CUUCUUA/GUAAUU-5’) und EBOV (3’-
CUC/ACUUCUAAUU-5’). Das TStpS hingegen zeigt die Sequenz 3’-UAAUUC gefolgt von 5 
bis 6 Uridin-Resten, die als Matrize für die Synthese des Poly-A-Schwanzes dienen. Die 
Polyadenylierung der mRNA’s erfolgt durch einen sog. stuttering-Mechanismus (Whelan, et 
al., 2004) Ein einzigartiges Merkmal der filoviralen TSSs ist die Bildung stabiler RNA 
Sekundärstrukturen, deren Funktion noch geklärt werden muss (Mühlberger, et al., 1996, 
Sanchez, et al., 1993). Üblicherweise werden für die Transkription von NNS RNA-Genomen 
drei Proteine benötigt: NP, P und L (Conzelmann, 2004). Bei den Filoviren handelt es sich 
dabei um die homologen Proteine NP, VP35 und L. Die Transkription des EBOV hingegen ist 
VP30-abhängig und wird über eine RNA-Haarnadelstruktur im Bereich des TSS des NP-
Gens reguliert (Weik, et al., 2002). Für die Reinitiation an internen TSS ist VP30 jedoch nicht 
erforderlich. Eine weitere Besonderheit der ebolaviralen Transkription ist das zu 20% 
stattfindende Editieren der GP-spezifischen mRNA (Sanchez, et al., 1996). 
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Abb. 6. Replikation und Transkription des EBOVz-Gen oms.  Die Replikation des negativ- 
strängigen RNA-Genoms (rot) erfolgt durch die Nukleokapsid- (NC) Proteine NP (gelb), VP35 (orange) 
und L (blau). Die Vervielfältigung des gesamten Genoms erfolgt über ein komplementäres Antigenom, 
das als positiv-strängiges Replikationsintermediat (blau) vorliegt (Abb. 6, oben). Für die Transkription 
des negativ-strängigen RNA-Genoms (rot) wird zusätzlich das NC-Protein VP30 (grün) benötigt. Es 
werden sieben monocistronische mRNAs gebildet, die alle polyadenyliert (AAAAAn) sind und eine 
CAP-Struktur aufweisen. Das GP besitzt zwei ORFs (1.2.3.3), sodass acht mRNA-Spezies auftreten 
können (Stern) 
 

Die Umschaltung von Transkription zu Replikation ist mechanistisch bisher ungeklärt. Ein 
sehr einfaches Modell stellte zunächst verfügbares NP als Regulator der Umschaltung 
heraus (Kolakofsky, 1982). Bei dem Rabiesvirus konnte später gezeigt werden, dass das 
Matrixprotein (M-Protein) die Balance zwischen Transkription und Replikation reguliert. Das 
M-Protein agiert dabei als „replication stimulatory factor“ indem es die Transkription hemmt 
und die Replikation stimuliert (Finke, et al., 2003). Inzwischen gibt es Hinweise, dass es sich 
um einen weitaus komplexeren Mechanismus handelt. Für das VSV wurde z.B. eine 
unterschiedliche Zusammensetzung des Transkriptions- und Replikationskomplexes 
nachgewiesen. Dabei handelt es sich bei der Transkriptase um einen Multi-Proteinkomplex 
aus: (i) den viruskodierten Proteinen L und P, (ii) den zellulären Proteinen translation 
elongation factor-1α (EF-1α) und heat-shock protein-60 (HSP-60) sowie (iii) der zellulären 
mRNA cap Guanylyltransferase (GT). Die Replikase hingegen besteht lediglich aus den 
viralen Proteinen L, P und N (Qanungo, et al., 2004). Es ist nicht auszuschließen, dass auch 
bei Filoviren Transkriptase und Replikase in ihrer Proteinzusammensetzung variieren. Einen 
Ansatzpunkt in diese Richtung liefert das VP30 des EBOV, das zwar als 
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Transkriptionsaktivator essentiell ist, für die Replikation jedoch nicht benötigt wird 
(Mühlberger, et al., 1999). 

Im Gegensatz zur Transkriptase startet die Replikase nicht am TSS des 1.Gens, sondern 
am 3’-Ende des Genoms und ignoriert die Start- und Stoppsignale der Transkription. Auf 
diese Weise werden über ein positiv-strängiges Replikationsintermediat, das sog. 
komplementäre Antigenom, Kopien des gesamten Genoms angefertigt (Abb. 6). Die 
Promotoren für die Replikation liegen im 3’-Bereich des Genoms bzw. des Antigenoms. 
Basen-Komplementaritäten im 3’- und 5’-Terminus des Filovirus-Genoms führen zur 
Ausbildung von Sekundärstrukturen: (i) Panhandle-Struktur (13-23 Nukleotide (nt’s) des 3’- 
und 5’-Terminus), (ii) interne hairpin-Struktur (weitere 34-40 nt’s im leader- und trailer-
Bereich), (iii) stem-loop Struktur in der leader-Region (Crary, et al., 2003). Die Promotoren 
der NNS RNA Viren werden aufgrund ihrer Struktur in zwei Gruppen unterteilt: (1) einteilige 
Promotoren mit vollständiger Lokalisation im leader-Bereich, z.B. Rhabdoviridae, 
Pneumoviridae und (2) zweiteilige Promotoren mit Lokalisation des ersten Promotorelements 
(PE1) im leader-Bereich und des zweiten (PE2) in der nicht-translatierten Region des ersten 
Gens, des NP-Gens, z.B. Paramyxoviridae. Der Replikationspromotor des EBOV ist 
ebenfalls zweigeteilt (Abb. 7). PE1 umfasst die leader-Region (Nukleotide 1-55) und PE2 
enthält die Nukleotide 81-128 innerhalb der nicht-translatierten Region des NP-Gens. PE1 
und PE2 sind durch eine spacer-Region getrennt, die das TSS des NP-Gens enthält, sowie 
eine Region, die in die Bildung einer Sekundärstruktur und die Transkriptionsinitiation 
involviert ist. Die Struktur des PE2 ist innerhalb der NNS RNA Viren einzigartig und enthält 
einen Sequenzbereich von acht aufeinander folgenden UN5 Hexameren, wobei N jedes 
beliebige Nukleotid repräsentiert. Daraus abzuleiten ist die Toleranz gegenüber Insertionen 
und Deletionen von sechs Nukleotiden oder Vielfachen von sechs innerhalb der spacer-
Region. Der Replikationspromotor folgt demnach der sog. „rule of six“, wohingegen die 
gesamte Länge des Genoms einer solchen Regel nicht unterworfen ist (Weik, et al., 2005).  
 

 
 

Abb. 7. Struktur des EBOVz Replikations-Promotors.  Der zweigeteilte Promotor befindet sich am 
3’-Ende des Genoms. Die beiden Promotorelemente, PE1 und PE2, sind durch einen spacer 
separiert, der das Transkriptionsstartsignal (TSS) des NP-Gens beinhaltet. PE1 umfasst die leader-
Region, PE2 ist in der nicht-translatierten Region des NP-Gens lokalisiert und besteht aus acht 
hintereinander gelegenen UN5 Hexameren. Die Sequenz dieser Region ist unterhalb des Schemas 
angezeigt, wobei die konservierten, hexamerischen ‚U’-Reste dunkelrot dargestellt sind. Der offene 
Leserahmen (open reading frame, ORF) des NP-Gens beginnt an Position 469. 
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1.2.5 Artifizielles Replikations- und Transkriptionssystem 
(MARV-/ EBOV-spezifisches Minigenomsystem) 

 
Zur Untersuchung der Replikations- und Transkriptionsereignisse außerhalb eines BSL-4 

Labors steht sowohl für MARV (Mühlberger, et al., 1998) als auch für EBOV (Mühlberger, et 
al., 1999) ein rekonstituiertes System zur Verfügung. Dabei werden eukaryotische Zellen mit 
Plasmiden, die für die Nukleokapsidproteine und ein Minigenom kodieren, transfiziert. Diese 
Zellen exprimieren die T7-RNA-Polymerase entweder konstitutiv (BSR-T7/5- oder HuH-T7-
Zellen) oder transient durch Infektion mit MVA-T7 oder Transfektion eines entsprechenden 
Plasmids (pCAGGS-T7). Das Minigenom besteht aus der leader-Sequenz und der 3’-NTR 
des NP-Gens sowie der 5’-NTR des L-Gens und dem trailer. Die viralen Gene wurden durch 
das Gen der Chloramphenicolacetyltransferase (CAT) ersetzt. (Abb. 8, unten). Die T7-RNA-
Polymerase transkribiert die Plasmide in mRNAs der Nukleokapsidproteine und in die 
minigenomische RNA, die dann durch die viralen Proteine verpackt, repliziert und 
transkribiert wird (Abb. 8, oben). Replikation kann durch replizierte RNA nachgewiesen 
werden, Transkription durch CAT-mRNA oder CAT-Aktivität.  
 

 
 

Abb. 8. Artifizielles Replikations- und Transkripti onssystem.  Säugerzellen mit stabiler oder 
transienter Expression der T7-RNA-Polymerase werden mit Plasmiden, die für das Minigenom (MG) 
und die Nukleokapsidproteine NP, VP30, VP35 und L kodieren, transfiziert. Da sie unter Kontrolle 
eines T7-RNA-Polymerase-Promotors stehen, werden die entsprechenden RNAs transkribiert (1). Die 
viralen mRNAs werden translatiert (2), und die Nukleokapsidproteine replizieren (3) und transkribieren 
(4) das MG. Transkription kann entweder über die mRNA (b) oder über das Translationsprodukt (CAT, 
5) nachgewiesen werden. Die enkapsidierte und daher Nuklease-resistente replizierte RNA (a) kann 
nach Mikrokokken-Nuklease-Verdau über Northern Blot detektiert werden.  
 

1.2.6 Interaktionen filoviraler Nukleokapsidproteine 
 

Die Nukleokapsidproteine NP, VP30, VP35 und L sind als strukturelle Komponenten für 
die Bildung des Nukleokapsids verantwortlich (Abb. 9). Ferner sind sie in verschiedene 
Proteinkomplexe involviert, über deren Funktionen bisher noch wenig bekannt ist. Als 
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funktionelle Komponenten sind sie an der viralen Replikation (NP, VP35, L) und der 
Transkription (NP, VP30, VP35, L) beteiligt (Mühlberger, et al., 1999). Die Regulation der 
beiden Prozesse erfolgt möglicherweise über die Ausbildung unterschiedlicher 
Proteinkomplexe. In der Virusmorphogenese spielt die Homo-Oligomerisierung des NP eine 
zentrale Rolle. Die Selbstaggregation des NP führt zur Ausbildung Nukleokapsid-ähnlicher 
Strukturen (Kolesnikova, et al., 2000). Darüber hinaus kann es sowohl mit VP35 als auch mit 
VP30 interagieren, die ebenfalls oligomerisieren können. Die Fähigkeit des L des EBOV mit 
anderen Nukleokapsidproteinen zu interagieren, ist noch völlig unklar. Für das L des MARV 
konnte hingegen bereits gezeigt werden, dass es mit VP35 interagiert. Des Weiteren wurden 
trimere Komplexe aus NP, VP35 und L für MARV identifiziert, wobei das VP35 als Brücke 
zwischen NP und L agiert. Eine direkte Interaktion zwischen NP und L des MARV ist nicht 
beschrieben (Becker, et al., 1998). Es ist davon auszugehen, dass das EBOV L in denselben 
Komplexen vorliegt.  
 

 
 

Abb. 9. Interaktionen der Nukleokapsidproteine des EBOV. Die Nukleokapsidproteine NP, VP30, 
VP35 und L sind in verschiedene Proteinkomplexe involviert. Einerseits sind sie so als strukturelle 
Komponenten an der Bildung des Nukleokapsids beteiligt, andererseits spielen sie als funktionelle 
Komponenten eine wichtige Rolle in der viralen Replikation (NP, VP35, L) und Transkription (NP, 
VP35, L und VP30). Die vermutliche Homo-Oligomerisierung des L-Proteins sowie die Fähigkeit mit 
anderen Nukleokapsidproteinen zu interagieren, ist durch ein Fragezeichen markiert. 
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1.3 Problemstellung dieser Arbeit 
 

Die Nukleokapsidproteine des EBOV haben eine duale Funktion im viralen 
Replikationszyklus: als strukturelle Komponenten sind sie in die Virusmorphogenese 
involviert, als funktionelle Komponenten katalysieren sie Replikation und Transkription des 
viralen RNA-Genoms (Mühlberger, et al., 1999). Es wird angenommen, dass die 
Zusammensetzung der gebildeten Proteinkomplexe maßgeblich für die Funktion der 
involvierten Proteine verantwortlich ist. Daher kann die Identifizierung der Interaktionspartner 
zur Aufklärung der Funktionsweise eines Proteins beitragen. 
 
 
Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der RNA-abhängigen RNA-Polymerase (RdRp) des 
EBOV, die das Schlüsselenzym der viralen Replikation und Transkription darstellt. 
 

1. Zunächst sollte geklärt werden, ob die katalytische Untereinheit L mit dem 
Polymerase-Kofaktor VP35 interagiert, um einen funktionellen Polymerasekomplex zu 
bilden. Bei nachgewiesener Komplexbildung sollte mit Hilfe von L-Deletionsmutanten 
die Lokalisation der Bindungsdomäne für das VP35 auf dem L-Protein erfolgen. Für 
diese Untersuchungen waren Ko-Immunpräzipitations-Studien und Immunfluoreszenz 
Analysen angedacht. 

 
2. Für verschiedene Negativstrang-RNA Viren ist bekannt, dass das L-Protein Homo-

Oligomere bildet, die für die Polymeraseaktivität essentiell sind (Cevik, et al., 2003, 
Sanchez and de la Torre, 2005, Smallwood and Moyer, 2004). Im Rahmen dieser 
Arbeit sollte nun geklärt werden, ob das L-Protein des EBOV ebenfalls zur Homo-
Oligomerisierung in der Lage ist. Ferner sollte im Falle einer Oligomerisierung des L-
Proteins die Lokalisation der Multimerisierungsdomäne bestimmt werden. 

 
3. Nach Kartierung der Interaktionsdomänen für das VP35 und die L-L-Oligomerisierung 

sollte untersucht werden, ob die Polymeraseaktivität durch kompetitive Hemmung der 
VP35-L-Interaktion inhibiert werden kann. Es war geplant, diese Tests mit Hilfe des 
rekonstituierten EBOV-spezifischen Replikations- und Transkriptionsassays 
durchzuführen. Diese Versuche sollten dazu beitragen, neue Angriffspunkte für 
antivirale Substanzen identifizieren zu können, die die Transkription und Replikation 
der hoch pathogenen EBOV inhibieren. 

 
 
Wir erwarten durch diese Untersuchungen ein besseres Verständnis über den Aufbau und 
die Funktion des Polymerasekomplexes des EBOV zu erhalten. Dies könnte langfristig dazu 
beitragen, antivirale Therapien gegen Ebolaviren zu entwickeln. 
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2 MATERIAL 

2.1 Geräte 
 

Gerätename Hersteller 
  
ABI PRISMTM 377 DNA Sequenzer Perkin-Elmer Cetus, Norwalk (USA) 
Beckman-Coulter Avanti J-25 Beckman Coulter GmbH, Krefeld 
Bio-Imager Analyzer BAS-1000 Fuji, Kanagawa (Japan) 
Bio-Image Screen: Imaging plate 2040S; MP Fuji, Kanagawa (Japan) 
Brutschrank B 5061 EK/CO2 Hereaus Instruments,Hanau 
Certomat S, Tischschüttelmaschine B.Braun Biotech international, Melsungen 
Consort E425 Stromquelle von Keutz, Reiskirchen 
DNA Thermal Cycler TC1 Perkin-Elmer Cetus, Norwalk (USA) 
Entwicklermaschine Optimax 2010 Protec Medizintechnik GmbH & Co KG, 

Oberstenfelde 
Eppendorf Reference Pipetten Eppendorf AG, Hamburg 
Fastblot Whatman Biometra, Göttingen 
Feinwaage Sartorius, Göttingen 
Fluoreszenzmikroskop Axioplan Zeiss, Jena 
Freezing Container, Nalgene Mr Frosty, Cryo 1°C  Sigma-Aldrich, Taufkirchen 
Gasbrenner Schütt Flamy S Schütt GmbH, Göttingen 
Geiger-Müller-Zähler Berthold, Wildbad 
Gel DocTM 2000 BIO RAD, München 
Heizblock Thermostat 5320 Eppendorf AG, Hamburg 
Heizblock Thermomixer 5436 Eppendorf AG, Hamburg 
Horizontalschüttler HS 250 Basis IKA Labortechnik, Staufen 
Keutz®-Minigelkammer von Keutz, Reiskirchen 
Kühlzentrifuge 5417 R Eppendorf AG, Hamburg 
Laminar-Flow-Box Herasafe, steril Heraeus-Christ, Hanau 
Inverses Lichtmikoskop WILOVERT Standard Hund,Wetzlar 
Luminometer LUMIstar Bmg Lab. Technol., Offenburg 
Magnetrührer MR 2002 Heidolph, Heidelberg 
MegaBace TM 1000-Sequenzierer Amersham Pharmacia Biotech Europe 

GmbH, Freiburg 
Megafuge 1.0R Heraeus Instruments, Hanau 
Mikrowellengerät Bosch 
Minifuge RF Centrifuge Hereaus Instruments, Hanau 
Mini-PROTEAN® 3 Cell, Gel System Biorad, Richmond (USA) 
Odyssey infrared imager LI-COR GmbH, Bad Homburg 
ph-Meter C6832 Schott Laborgeräte 
Photometer GeneQuant pro Biochrom, Cambridge (UK) 
Pipettboy comfort Integra Bioscience, Fernwald 
Präzisionsküvette aus Quarzglas Hellma, Mühlheim 
Sicherheitswerkbank Hereaus Instruments, Hanau 
Sonifier 450 G. Heinemann, Schwäbich Gmünd 
Spot Kamera Diagnostic Instruments, Michigan (USA) 
Steri-Cult 200 Inkubator (Brutschrank) Forma Scientific 
Taumler Typ 54131 Heidolph; Heidelberg 
Tischzentrifuge Kobe, Marburg 
UV-Schirm 302 nm Bachofer, Reutlingen 
UV-Spektrophotometer GeneQuant Amersham Pharmacia Biotech Europe 

GmbH, Freiburg 
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Überkopfrotierer Heidolph, Schwabach 
Vakuum-Geltrockner von Keutz, Reiskirchen 
Vakuum-Zentrifuge (Speed-vac) von Keutz, Reiskirchen 
Vakupack Tischschweißgerät Krups, Essen 
Vortexer REAX 2000 Heidolph, Schwabach 

2.2 Verbrauchsmaterialien 
 

Bezeichnung Hersteller 
  
Cryoröhrchen, Corning 2.0 Cryogenic Vial Corning, New York (USA) 
Deckgläser Menzel GmbH, Braunschweig 
Gewebekulturröhrchen (Polystyrolröhrchen) Greiner, Nürtingen  
Glaswaren (verschiedene) Schott, Mainz & Hirschmann, Eberstadt 
Handschuhe, Safe Skin Kimerly Clark, Roswell (USA) 
Kapillarspitzen Biozym-Diagnostik, Hess. Oldendorf 
Kieselgelplatte/ DC Kieselgel 60 Merck KGaA, Darmstadt 
Mikro-Schraubröhrchen (1,5 ml, PP) Sarstedt, Nümbrecht 
Nitrocellulose Transfermembran (0,45 µm) Schleicher & Schuell BioScience GmbH, 

Dassel 
Objektträger Menzel GmbH, Braunschweig 
Papiertücher Kimberly Clark, Roswell (USA) 
Parafilm Pechney, Chicago (USA) 
PCR-Tubes (0,2 ml) Biozym, Hess. Oldendorf 
Petrischalen Greiner, Nürtingen  
Pipettenspitzen StarLab, Ahrensburg 
Plastikpipetten (serologisch 1, 2, 5, 10, 25 ml) Greiner; Nürtingen/ Sarstedt, Nümbrecht 
Polypropylen-Röhrchen 15 ml, 50 ml Sarstedt, Nümbrecht 
Polystyrenröhrchen (RedCap, 14 ml) Greiner, Nürtingen 
PVDF-Membran (ImmobilonTM-FL/ -P) Millipore, Schwalbach 
Reaktionsgefäße (1,5 ml/ 2 ml) Eppendorf, Hamburg 
Röntgenfilme, BiomaxTM MR Kodak, Rochester (USA) 
Röntgenfilme, HyperfilmTM Amersham Biosciences, Freiburg 
Whatmann-Papier 3MM Schleicher&Schuell, Dassel 
Ultrazentrifugen Röhrchen 14 ml, non-pyrogenic Greiner, Nürtingen 
Zellkulturflaschen, 175 cm2/ 75 cm2/ 25 cm2  Costar, Cambridge (USA)  
Zellkulturplatten, 6-well,12-well, 96-well Greiner, Nürtingen 
Zellschaber Sarstedt, Nümbrecht 

2.3 Chemikalien 
 

Bezeichnung Hersteller 
  

Aceton Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Acetyl-CoA Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Acrylamid (AA) BRL, Neu-Isenburg 
Acrylamid-Lösung (29:1) Biorad, Richmond (USA) 
Agarose, ultrarein BRL, Neu-Isenburg 
Agarose, NA Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 

Freiburg 
6-Amino-n-Capronsäure Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Ammoniumchlorid Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Ammoniumhydrogenkarbonat Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
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Ammoniumpersulfat (APS) Biorad, Richmond (USA) 
Ampicillin (Natriumsalz) Serva, Heidelberg 
Bacto-Agar Difco Laboratories, Detroit (USA) 
Bacto-Trypton Difco Laboratories, Detroit (USA) 
Blocking Buffer Odyssey LI-COR GmbH, Bad Homburg 
Borsäure Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg 
Bromphenolblau (BPB) Serva, Heidelberg 
Calciumchlorid (CaCl2) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Chloroform Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Coomassie Brilliant Blue R250 Serva, Heidelberg 
DABCO Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim 
DAPI (4´, 6-Diamidino-2-phenylindol) Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Deconex Bohrer Chemie, Zuchwil (Schweiz) 
Dextranblau Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 

Freiburg 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Dinatriumcarbonat (Na2CO3) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Dinatriummethylendiamintetraacetat (EDTA) Roth, Karlsruhe 
Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Essigsäure (HOAc) Riedel-de-Haën, Seelze 
Ethanol (EtOH) Riedel-de-Haën, Seelze 
Ethidiumbromid Roche, Mannheim 
Ethylacetat (Essigsäureethylester) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Fluoprep bioMérieux, Nürtingen 
FluorSaveTM Reagent Calbiochem, Darmstadt 
Formamid BRL, Neu-Isenburg 
L-Glutamin 200MM (100×) Gibco BRL, Karlsruhe 
Glycerin (Glycerol) BRL, Neu-Isenburg 
Glycin Riedel-de-Haën, Seelze 
Glykogen (20 mg/ml) Roche, Mannheim 
Harnstoff (ultrarein) BRL, Neu-Isenburg 
Hefeextrakt Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Immersions-Öl Leica, Wetzlar 
Isopropanol Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Jodacetamid  Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Kaliumchlorid Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Kaliumhydrogenphosphat (KH2PO4) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Magermilchpulver Töpfer, Dietmannsried 
Magnesiumchloridhexahydrat (MgCl2×6H2O) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Magnesiumsulfatheptahydrat (MgSO4×7H2O) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
β-Mercaptoethanol Serva, Heidelberg 
Methanol (MeOH) Riedel-de-Haën, Seelze 
Natriumacetat (C2H3NaO2) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Natriumazid (NaN3) J.T. Baker B.V., Deventer (Holland) 
Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 
Natriumdodecylsulfat (SDS) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Natriumhydroxid (NaOH) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
N(onidet)P40 Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 

Freiburg 
Paraformaldehyd (PFA) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Penicillin/Streptomycin 5000 U/ml Gibco BRL, Karlsruhe 
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Pepton Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Phenol Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMSF) Roche, Mannheim 
Protein-A-Sepharose Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
rotiphorese Gel 30 (Acrylamidlösung) Roth, Karlsruhe 
Salzsäure (HCl) Merck Eurolab GmbH, Darmstadt 
Stickstoff (99,996 %) Messer-Griesheim, Siegen 
Sucrose Serva, Heidelberg 
Tetracyclin Serva, Heidelberg 
N, N, N´, N´, - Tetramethylethylethylendiamin 
(TEMED) 

Biorad, Richmond (USA) 

Trishydroxymethylaminomethan (Tris) Roth, Karlsruhe 
Triton X-100 Serva, Heidelberg 
Tween 20 Serva, Heidelberg 

2.4 Kits und Reagenzien 
 

Produkt Hersteller 
  
AmpliScribeTM T7 Transcription Kit Biozym Diagnostik GmbH, Oldendorf 
BD In-FusionTM Dry-Down PCR Cloning Kit BD Biosciences, Palo Alto (USA) 
Complete TM (Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) Roche, Mannheim 
Dual-Luciferase® Reporter Assay System Promega GmbH, Mannheim 
Dry Ease® Mini-Gel Drying System Invitrogen, Carlsbad (USA) 
DYEnamic ET Terminator Cycle Sequenzing Kit Amersham Biosciences GmbH, Freiburg 
E.Z.N.A.® Plasmid Miniprep Kit I & II Peqlab, Erlangen 
FAST-CAT® Chloramphenicol Acetyltransferase 
Assay Kit (F-2900) 

Molecular Probes 

FuGENE 6 Transfection Reagent Roche, Mannheim 
HiSpeed Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden 
LipofectamineTM  Invitrogen, Karlsruhe 
LipofectamineTM 2000/ LTX Reagent Invitrogen, Karlsruhe 
LipofectinTM Reagenz Invitrogen, Karlsruhe 
Luciferase Assay System Promega, Madison (USA) 
MetafecteneTM Reagent Biontex Laboratories, Martinsried 
MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit Cambrex Bio Science, Rockland (USA) 
MycoKillTM PAA Laboratories, Pasching, (Österreich) 
QIAGEN® Plasmid Purifikation Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick™ Gel Extraction Kit Qiagen, Hilden 
QIAquick™ PCR Purification Kit Qiagen, Hilden 
SuperSignal® West Dura Extended Duration Substr. Pierce, Rockford (USA) 
SuperSignal® West Femto Maximum Sensitivity Pierce, Rockford (USA) 
TNT® T7 Quick Coupled Transcr/ Transl. System Promega, Madison (USA) 
T7 SequenzingTM Kit Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, 

Freiburg 
Z-Competent E.coli Transformation Kit™ and Buffer 
Set 

Zymo Research, Orange (USA) 

 

2.5 Puffer und Lösungen 
 

Im Allgemeinen wurden (Fein-) Chemikalien von JT Baker, Merck, Serva oder Sigma-
Aldrich benutzt. Sofern nicht anders angegeben, sind Puffer und Lösungen mit Millipore-
Wasser (dH2O) angesetzt worden.  
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Arbeiten mit DNA 
  
10x TBE (pH 8,0) 892 mM Tris-Base, 890 mM Borsäure, 20 mM EDTA (pH 8,0) (A)  
50x TAE (pH 8,0) 2 mM Tris-Cl, 951 mM Eisessig, 50 mM EDTA (pH 8,0) (A) 
  

SDS-PAGE und Western Blot 
  
10x TBS 0,25 M Tris, 1,37 M NaCl; pH mit HCl auf 7,5 einstellen 
10 % SDS  10% (w/v) SDS unter HCl-Zugabe lösen, pH auf 7,0-7,5 einstellen 
5x SDS-Laufpuffer 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 0,5% (w/v) SDS 
Sammelgelpuffer 12,5% (v/v) 1M Tris/ HCl (pH 6,8), 1% (v/v) 10% SDS  
Trenngelpuffer 25% (v/v) 1,5M Tris/ HCl (pH 8,8), 1% (v/v) 10 % SDS 
2x SDS-Probenpuffer 20% (v/v) Glycerin, 10 % (v/v) β-Mercapthoethanol, 30% (v/v) 20%-ige 

SDS-Lösung, 125 mM Tris-Base, 2,5% (v/v) gesättigte 
Bromphenolblau-Lösung in dH2O 

4x SDS-Probenpuffer 20% (v/v) Glycerin, 20% (v/v) β-Mercapthoethanol, 30% (v/v) 40%-ige 
SDS-Lösung, 750 mM Tris-Base, 2,5% (v/v) gesättigte 
Bromphenolblau-Lösung in dH2O 

6x Laemmli-Probenpuffer 0,35 M Tris-HCl (pH 6,8), 30% (v/v) Glycerin, 10% (w/v) SDS, 9,3% 
DTT, etwas Bromphenolblau 

Coomassie-Färbelösung 0,25% (w/v) coomassie blue, 45% (v/v) Methanol, 10% (v/v) HOAc 
Entfärbelösung 50% (v/v) Methanol, 10% (v/v) HOAc 
Anodenpuffer I 300 mM Tris-Base, 20% (v/v) Ethanol (vergällt) 
Anodenpuffer II 25 mM Tris-Base, 20% (v/v) Ethanol (vergällt) 
Kathodenpuffer 40 mM ε-Amino-Capronsäure, 25 mM Tris, 20% (v/v) Ethanol (vergällt) 
Waschpuffer – WB 0,1% Tween20 in PBSdef  
Blockingpuffer – WB 10% Milchpulver in PBSdef 

AK-Puffer – WB 1% Milchpulver, 0,1% Tween20 in PBSdef 
Strippingpuffer 100 mM β-Mercaptoethanol, 2% SDS, 62,5 mM Tris-Cl (pH 6,8) 
Fixierer/ Entfärber 30% Ethanol (vergällt), 10% Essigsäure, 60% dH2O 
  

Immunfluoreszenz 
  
Blockingreagenz 2% (w/v) BSA, 0,2% (v/v) Tween20, 3% (v/v) Glycerin, 0,05 (w/v) NaN3 

aus 1 l mit PBSdef 
(S)  

Glycin-Waschlösung 0,1 M Glycin (in dH2O) 
Methanol/Aceton 50% Methanol, 50% Aceton 
4 % Paraformaldehyd (PFA)  4% (w/v) Paraformaldehyd bei 60°C unter Rühren in D MEM lösen 
PBS++ (pH 7,5) 8 g NaCl, 0,2 g KCl, 1,15 g Na2HPO4, 0,13 g CaCl2 auf 1 l (A) 
PBSdef (pH 7,5) Phosphatpuffer deficient � wie PBS++, jedoch ohne CaCl2 

(A) 

  

Ko-Immunpräzipitation 
  
Tris/KCl – Puffer 10 mM Tris (pH 8,0), 150 mM KCl, 0,5% NP-40, 3% BSA 
Tris/KCl - Waschpuffer wie Tris/KCl – Puffer, jedoch ohne BSA 
Ko-IP Zelllysepuffer 50 mM Tris/HCl (pH 8,0), 150 mM NaCl, 1% NP-40,  25x CompleteTM 

(Proteasen-Inhibitoren-Cocktail) kurz vor der Verwendung hinzusetzen 
  

Kulturmedien für Bakterien und Antibiotikalösungen 
  
LB-Medium (Luria Bertani) 1,0% (w/v) Bacto-Pepton (Trypton), 0,5% (w/v) Hefeextrakt, 1,0% (w/v) 

NaCl (A) 
LB-Agar, 2YT Agar 1,5% (w/v) Bacto-Agar zum Medium geben (A) 
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2YT Medium 1,6% (w/v) Bacto-Pepton (Trypton), 1,0% (w/v) Hefeextrakt, 0,5% (w/v) 
NaCl (A) 

SOB--Medium 2,0% (w/v) Bacto-Pepton (Trypton), 0,5% (w/v) Hefeextract, 0,058% 
(w/v) NACl, 0,019% (w/v) KCl, 1,0% (v/v) 1M MgCl2, 1,0% (v/v) 1M 
MgSO4 

Ampicillin stock Pulver (Ratiopharm) in sterilem dH2O aufnehmen (0,1 g/ml) (S);  
Aliquots bei -20 °C lagern 

Tetracyclin stock (0,1 g/ml) (S); Aliquots bei -20 °C lagern 
  

Medien für die Zellkultur 
  
DMEM komplett DMEM (-L-Glutamin), 2-10% (v/v) FCS, 1% (v/v) Pen/Strep, 1% (v/v) L-

Glutamin 
Glasgow MEM/ BHK-21 
komplett 

MEM (+L-Glutamin, -TPB), 10% (v/v) NCS, 1% (v/v) 100x MEM Acids, 
10% (v/v) TPB, 1% (v/v) Pen/Strep 

  
Sonstige Puffer/ Lösungen 
  
1 M Tris (pH 6,8/ 7,4) 121,14 g Tris-Base � ad 800 ml dH2O; pH einstellen, ad 1 l dH2O 

 
(S) steril filtrieren/  (A) autoklavieren 

2.6 Radioaktiv markierte Substanzen 
 

Substanz Hersteller 
  
D-threo-[dichloroacetyl-1-14C]-Chloramphenicol * 
(25 µCi/ ml) 

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 
� früher Amersham Bioscience 

L-[35S]-Methionine (10mCi/ ml) bzw. RedivueTM 
Pro-mix L-[35S] in vitro cell labeling mix  

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 
� früher Amersham Bioscience 

Rainbow [14C] Methylated protein marker, high 
molecular weight (14.300 – 220.000 Da) [1 µCi] 

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg 
� früher Amersham Bioscience 

 

* Das Chloramphenicol wurde in 250 mM Tris-Cl, pH 7,5 gelöst und bei -20 °C gelagert.  

2.7 Enzyme 
 

Enzyme Hersteller 
  

Polymerasen       (jeweils mit entsprechendem 10x Puffer) 
SAWADY Pwo-DNA-Polymerase [1 U/ µl] Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen 
Pfu TURBO DNA-Polymerase [2,5 U/ µl] Stratagene, Heidelberg 
  

Restriktionsendonukleasen  
BclI, DpnI, HindIII, NcoI, NotI, SacI New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
  

Andere Enzyme  
Alkalische Phosphatase, Calf Intestinal 
Phosphatase (CIP) [10 U/µl] 

New England Biolabs GmbH, Frankfurt 

Polynukleotidkinase (PNK) Roche, Mannheim 
T4 DNA Ligase [4 U/µl] New England Biolabs GmbH, Frankfurt 
TrypLETM Express Trypsin (with phenol red) Invitrogen, Karlsruhe 
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2.8 Antikörper 

2.9 Größenmarker 
 

Größenmarker Hersteller 
  
DNA-Größenmarker 
GeneRulerTM 100 bp DNA-Ladder Plus MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
GeneRulerTM 1 kb DNA-Ladder Plus MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
GeneRulerTM Express DNA-Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
 
  

Antikörper Hersteller 
  
Erst-Antikörper – nicht kommerziell 
Anti-EBOVz-Serum 36/ 6 aus Ziege Institut für Virologie, Marburg 
Anti-EBOVz-NP (B6G5) monoklonaler Maus AK Institut für Virologie, Marburg 
  
Erst-Antikörper gegen Epitop-Markierungen  
Anti-FLAG M2 monoclonal mouse antibody Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Anti-FLAG M2 Agarose affinity gel, from mouse Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Rabbit Polyclonal Anti-DYKDDDDK Tag Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen 
Mouse IgG1 Monoclonal Anti-DYKDDDDK Tag Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen 
  
Anti-HA clone HA-7 monoclonal mouse antibody Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Rabbit Anti-HA, affinity isolated Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Mouse Monoclonal Anti-HA-Agarose Clone HA-7 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 
Mouse Monoclonal Antibody HA.11 Covance, Berkeley (Californien) 
Rabbit Polyclonal Anti-HA Epitope Tag Acris Antibodies GmbH, Hiddenhausen 
  
Erst-Antikörper  
Anti-beta-Aktin, mouse monoclonal antibody, 
loading control [1 mg/ ml] 

Abcam, Cambridge (UK) 

  
Erst-Antikörper – POD gekoppelt  
Anti-biotin, HRP-linked Antibody Cell Signaling Technologies, Danvers MA (USA) 
  
Zweit-Antikörper; Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt 
Rhodamine RedTM-X-conjugated AffiniPure Goat 
Anti-Mouse IgG (H+L) [1,5 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 

Rhodamine RedTM-X-conjugated AffiniPure Goat 
Anti-Rabbit IgG (H+L) [1,4 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 

Alexa Fluor 594 donkey anti-goat IgG (H+L)  Invitrogen, Karlsruhe 
Fluor FITC AP F(ab’)2 donkey anti-mouse IgG 
(H+L) [1,5 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 

CyTM 2-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG 
(H+L) [1,4 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 

Alexa Fluor 680 Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) [2 
mg/ml] 

Molecular Probes 

IRDyeTM 800 Donkey Anti-Mouse IgG (H+L) Rockland, Gilbertsville PA (USA) 
  
Zweit-Antikörper; POD-gekoppelt  
Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Mouse IgG (H+L) [0,8 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 

Peroxidase-conjugated AffiniPure Goat Anti-
Rabbit IgG (H+L) [0,8 mg/ml] 

Dianova, Hamburg 
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Protein-Größenmarker  
Biotinylated Protein Ladder  Cell Signaling Technologies, Danvers MA (USA) 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder MBI Fermentas, St. Leon-Roth 
PageRulerTM Prestained Protein Ladder Plus MBI Fermentas, St. Leon-Roth 

 

���� radioaktive Marker unter 2.6 
 

2.10 Zellkultur und Viren 

2.10.1 Prokaryotische Zellen 
 

Zur Amplifikation von Plasmid-DNA wurden unterschiedliche Bakterienstämme (Tab. 3) 
eingesetzt. Die Herstllung unmethylierter Plasmid-DNA erfolgte ausschließlich in dem E.coli 
Stamm SCS-110, der dam (DNA-Adenin-Methylase)- und dcm (DNA-Cytosin-Methylase)-
negativ ist. 
 
Tab. 3. Genotypen der verwendeten E. coli  Bakterien 
 

E.coli  Stamm Genotyp Vertreiber 
 
XL1-Blue E.coli B recA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac 

[F’ proAB laclqZ∆M15 Tn10 (Tetr)]. 
Stratagene, Heidelberg 

DH10 B E.coli B F- mcrA ∆ (mrr-hsdRMS-mcrBC) 
ф80lacZ∆M15 ∆lacX74 deoR recA1 endA1 ara∆139 
∆(ara, leu)7697 galU galK λ- RPSl NUPg λ- tonA 

Invitrogen, Karlsruhe 

SCS110 rpsL (Strr) thr leu endA thi-1 lacY galK galT ara tonA 
tsx dam dcm supE44 ∆(lac-proAB) [F’ traD36 proAB 
LacIqZ∆M15] 

Stratagene, Heidelberg 

 

2.10.2 Eukaryotische Zellen 
 

HuH-T7, eine von Huh7-Zellen abgeleitete humane Hepatoma-Zelllinie, wurde von V. 
Gauss-Müller, Medizinische Molekularbiologie der Universität von Lübeck bereitgestellt 
(Beneduce, et al., 2002). Babyhamster Nierenzellen (BSR T7/5, abgeleitet von einer BHK-21 
Zelllinie) wurden von K. Conzelmann (Max von Pettenkofer Institut, München) zur Verfügung 
gestellt (Buchholz, et al., 1999). Beide Zelllinien exprimieren stabil die T7-RNA-Polymerase. 
Während für die konstitutive Expression der T7-RNA-Polymerase HeLa-Zellen (Tab. 4) mit 
dem Vacciniavirus MVA-T7 (Sutter, et al., 1995) infiziert wurden, wurden 293-, HeLa- und 
Vero-Zellen zusätzlich mit einem pCAGGS-T7 Plasmid transfiziert. 

 
Tab. 4. Zelllinien ohne stabile Expression der T7-R NA-Polymerase 
 

Bezeichnung Zelltyp Herkunft 
 

293-Zellen Humane embryonale Nierenzellen PD Dr. F. Weber, Freiburg 
HeLa-Zellen Humane Cervixkarzinom-Zellen ECACC1 
Huh7-Zellen Humane Leberkarzinom-Zellen Prof. Dr. Bartenschlager, Heidelberg 
Vero-Zellen Affen-Nierenzellen (Grüne Meerkatze) Urspr. isoliert aus Cercopithecus 

aethiops 
1European collection of cell cultures 
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2.10.3 Viren 
 

MVA-T7 (Sutter, et al., 1995) wurde unter Bedingungen der biologischen Sicherheitsstufe 
2 gehandhabt. Die Infektion von HeLa-Zellen mit dem Vacciniavirus führte zur konstitutiven 
Expression der T7-RNA-Polymerase. Untersuchungen an den Ebola-Virus Spezies Zaire und 
Reston wurden im Labor der biologischen Sicherheitsstufe 4 in Marburg durchgeführt.  
 
Tab. 5. Viren 
 

Bezeichnung Spezies/ Stamm Herkunft 
 

MVA-T7 Recombinantes Vaccinia-Virus Sutter et al., 1995 
Ebola-Virus Zaire, Mayinga CDC, Atlanta (USA) 
Ebola-Virus Reston, Reston CDC, Atlanta (USA) 
 

2.11 Nukleinsäuren 

2.11.1 Nukleotide 
 
Nukleotide Vertreiber 
  

dNTP Set (10mM each dATP, dGTP, dCTP, dTTP) Eurogentec, Seraing (Belgien) 
rATP, 2’Adenosin 5’Triphosphat 10 mM Roche, Mannheim 
 

2.11.2 Primer 
 
# Name  Sequenz   5’ ���� 3’ 
    

Oligonukleotide zur Klonierung L-spezifischer Delet ionsmutanten  
    

1449 Flag_EBOVzL fwd cac gat aat acc atg ggc ggc cgc agg atg 
    

1435 EBOVzL100 rev gac gag ctc tta taa gaa ctg ttg gca ccg cgg ctc 
1436 EBOVzL133 rev gac gag ctc tta ttg aaa gtg ttc atc aac aca gtc 
1437 EBOVzL177 rev gac gag ctc tta atc atg aac aaa cca tgt tga tct 
1438 EBOVzL333 rev gac gag ctc tta ttc ttc tag ggt gtg att tac agc 
1699 EBOVzL340 rev gac gag ctc tta tag tgc acg cat ttc tgt aat ttc 
1700 EBOVzL360 rev gac gag ctc tta cat ctc cag cct tat caa tgt tct 
1901 EBOVzL370 rev gac gag ctc tta gga aaa tag ctc aca aag ttg ttg 
1701 EBOVzL380 rev gac gag ctc tta tag cac agg atg ccc cca gtg ttt 
1688 EBOVzL400 rev gac gag ctc tta gcg taa tgc ttt tag cac cgt agc 
1583 EBOVzL450 rev gac gag ctc tta tag tag ttc ttt aat cat tgg caa 
1584 EBOVzL600 rev gac gag ctc tta cca tga tgc ttg atg caa taa gct 
    

1589 EBOVzL1200 rev gga atc cca tac att tga tca agg aca taa gat aag ata gg 
1590 EBOVzL1200 fwd cc tat ctt atc tta tgt cct tga tca aat gta tgg gat tcc 
    

1845 Flag_EBOVzL∆200 fwd 
gac agc ggc cgc agg atg gac tac aag gac gac gat gac aag  
caa gga atc ccc cat gct gct atg 

2046 Flag_EBOVzL∆220 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  gaa gcg 
gtt caa ggg cat aca cac 

2047 Flag_EBOVzL∆240 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  tgc aaa 
gat tta att aca tgt cga 

2048 Flag_EBOVzL∆260 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  gag gat 
cca gtt tgt tct gat ta 
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2049 Flag_EBOVzL∆280 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  gga gat 
tac tta ctc tcc ata tta 

1971 Flag_EBOVzL∆300 fwd gac agc ggc cgc agg atg gac tac aag gac gac gat gac aag  ttg 
tgc ttg gcc aaa att caa tta 

    
2056 Flag_EBOVzL∆380 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  cta cat 

agt gaa aca gca atc caa 
2057 EBOVzL510 rev gac gag ctc tta ttt gtg agg tgg att ata tcc tag 
2058 Flag_EBOVzL∆699 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  gga ggg 

att gaa gga ctg caa caa 
2059 EBOVzL828 rev gac gag ctc tta ccc ttg aag atc atc aaa aat tgc 
2060 Flag_EBOVzL∆1901 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  act tgg 

ttt aaa gac caa aga gca 
2061 EBOVzL2030 rev gac gag ctc tta gct tcg ttg aat ttg cag ttg caa 
2062 Flag_CAT∆36 fwd gac acc atg gga atg gac tac aag gac gac gat gac aag  acc gtt 

cag ctg gat att acg gcc 
2063 CAT165 rev gac gag ctc tta gtt gtc cat att ggc cac gtt taa 
    

Oligonukleotide zur Epitop-Markierung  
    

1733 HA-NotI fwd ggc cgc ATG TAT CCA TAT GAT GTT CCA GAT TAT GCA gc 
1734 HA-NotI rev ggc cgc TGC ATA ATC TGG AAC ATC ATA TGG ATA CAT gc 
    

Sequenzierprimer  
    

124 pTM1 fwd att gta tgg gat ctg atc tgg 
175 pTM1 rev gcc aac tca gct tcc ttt cgg 
 
Die Primer #125 und #174 wurden von Dr. M. Krause am Institut für Molekularbiologie und 
Tumorforschung in Marburg synthetisiert. Alle anderen Primer wurden von der Firma Sigma-
Genosys (Steinheim) synthetisiert. 
 
Restriktionsschnittstellen für die Endonukleasen SacI (GAG CT▼C), NotI (GC▼GGCCGC), NcoI 
(C▼CA TGG) und BclI (T▼GA TCA) wurden unterstrichen, die Stopp-Stellen in Kursivschrift 
dargestellt, die Sequenzen des Flag-Epitops  (atg gac tac aag gac gac gat gac aag) mit Fettdruck und 
die des HA-EPITOPs (ATG TAT CCA TAT GAT GTT CCA GAT TAT GCA) in Großbuchstaben 
angezeigt, sowie die Punkt-Mutationen  in fett gedruckter Kursivschrift kenntlich gemacht. 

 

2.11.3 Vektoren und Plasmide 
 

Die verwendeten Plasmide des Minigenomsystems EBOVZ sind in der Publikation 
Mühlberger et al., 1999 beschrieben. Das N-terminal Flag-markierte L-Gen der Ebola-Virus 
Spezies Zaire war, einkloniert in einen pTM1-Vektor, im Labor vorhanden. Die Klonierung 
wurde von M. Weik durchgeführt.  

 
 

Vektoren  Herkunft 
  
3E-5E_Luc S. Beck, Marburg/ Diplomarbeit 
pCAGGS Prof. Dr. Y. Kawaoka, University of Tokyo (Japan) 
pcDNA3.1 (-) Invitrogen, Karlsruhe 
pGL3-Control Promega, Madison (USA) 
pRL-SV40 Promega, Madison (USA) 
pTM1 Dr. B. Moss, NIH Bathesda (USA) 
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3 METHODEN 

3.1 Molekularbiologische Methoden 

3.1.1 Amplifikation spezifischer DNA-Sequenzen mittels Polymerase-Ketten-Reaktion 
(PCR) 

 

Das Prinzip der PCR geht auf Arbeiten von Kary B. Mullis in den Jahren 1983-85 zurück und 
ermöglicht die Vervielfältigung spezifischer DNA-Sequenzen in vitro. Dabei wird die 
gewünschte DNA-Sequenz in komplementäre Einzelstränge zerlegt, die enzymatisch kopiert 
werden und in sich wiederholenden Reaktionszyklen erneut als Matrize für eine DNA-
Synthese eingesetzt werden, so dass es zu einer exponentiellen Vermehrung der 
Zielsequenz kommt. Als Ausgangsmaterial für die PCR kann neben DNA auch RNA 
eingesetzt werden, die zuvor in einer Reverse-Transkriptase-Reaktion in cDNA 
umgeschrieben werden muss und anschließend nach demselben Prinzip wie die DNA 
vervielfältigt werden kann.  
 
Um die gewünschte DNA-Sequenz per PCR zu amplifizieren, wurden zwei verschiedene 
Primer verwendet, die an jeweils einen DNA-Strang binden und die Zielsequenz einrahmen. 
Der Vorwärts- sowie der entsprechende Rückwärts-Primer (meist 15-25 Nukleotide) 
definieren das 5’- und das 3’-Ende des zu amplifizierenden DNA-Fragments. Entsprechend 
der Klonierungsstrategie können die Primer flankierende Restriktionsschnittstellen enthalten, 
um das PCR-Produkt nach enzymatischem Verdau (3.1.7) in einen geeigneten Vektor 
ligieren (3.1.9) zu können. 
Ein Reaktionszyklus besteht aus drei verschiedenen Temperaturstufen. Am Anfang steht die 
(1) Denaturierung der DNA, wobei die doppelsträngige DNA-Matrize durch Erhitzen in ihre 
Einzelstränge zerlegt wird. Dem folgt die komplementäre Anlagerung der Primer an die 
einzelsträngige DNA-Matrize. Dabei wird der Reaktionsansatz auf eine durch die 
Basensequenz der Primer festgelegte Temperatur abgekühlt, um ein spezifisches (2) 
„Annealing“ zu erreichen. Abschließend kommt es zur (3) Extension der hybridisierten 
Primer, die vom 3’-Ende des jeweiligen Primers ausgeht und zur Synthese des 
Doppelstranges führt. Hierzu wird die Temperatur auf das Aktivitätsoptimum der 
eingesetzten, hitzestabilen DNA Polymerase erhöht. Der Reaktionszyklus wird mehrfach 
wiederholt, um die amplifizierte Zielsequenz exponentiell im Reaktionsgemisch anzureichern. 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

Abb. 10.  Prinzip einer PCR . Der 
vergrößerte DNA-Abschnitt soll 
mittels PCR amplifiziert werden. 
Nach Denaturierung der doppel-
strängigen DNA und Hybridi-
sierung der Primer an die Ziel-
sequenz erfolgt die Synthese 
des gewünschten DNA-Frag-
ments in 5’-3’-Richtung. 
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Die Reaktion wurde mit der Pwo -Polymerase der Firma Peqlab (Erlangen) durchgeführt. Ein 
100 µl Reaktionsansatz enthielt gewöhnlich: 
 

Menge  Reagenz 
   

5-50 ng  DNA-Matrize 
3 µl  Vorwärts-Primer (10 pmol/µl) 
3 µl  Rückwärts-Primer (10 pmol/µl) 
2 µl  10 mM dNTP-Mix (Stratagene) 

10 µl  10x Pwo -Puffer komplett (+ MgSO4; Peqlab) 
ad 97,5 µl  dH2O 

2,5 µl  Pwo -DNA-Polymerase (1 U/µl; Peqlab) 
 
Um am Beginn der Reaktion eine Verlängerung von evtl. unspezifisch an die DNA 
angelagerten Primern zu verhindern, wurde die PCR mit einem sog. „Hot start“ eingeleitet. 
Hierfür wurde der Reaktionsansatz zunächst ohne Polymerase auf 99 °C erhitzt. Die Zugabe 
der Polymerase erfolgte während der nachfolgenden Abkühlung des Gemisches auf 90 °C. 
Nach Ablauf der Zyklen schloss sich eine Polymerisationsphase bei 72 °C an, um verkürzte 
Fragmente zu vervollständigen. 
 
Das Grundgerüst des PCR-Profils bestand aus folgenden Schritten: 
 

Prozess Temp.  Zeit 
   
Denaturierung/ Hot start 99 °C  3 min 
Abkühlung/ Pwo -Zugabe 90 °C  2 min 

94 °C  45 s 
(variabel) 1 min 

Denaturierung 
“Annealing”             x30-35 
Synthese 72 °C  (2 min pro kb) 
Fertigstellung der Polymerisation 72 °C  10 min 
Lagerung 8 °C  ∞ 

 
Die erhaltenen Produkte wurden entweder direkt auf einem Agarosegel analysiert (3.1.5) 
oder aufgereinigt (3.1.6) und mit Restriktionsenzymen verdaut (3.1.7). 

3.1.2 In vitro-Mutagenese 
 

Diese Methode stellt eine Abwandlung der eben beschriebenen PCR dar und kann 
eingesetzt werden, um spezifisch wenige Nukleotide zu deletieren, zu inserieren oder zu 
substituieren. Es handelt sich dabei um eine Modifikation des kommerziell erhältlichen 
QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kits (Stratagene, Heidelberg): Zwei 
komplementäre Primer, die beide die gewünschte(n) Mutation(en) enthalten, werden mit der 
Matrizen-DNA in einer PCR-Reaktion inkubiert. Nach Denaturierung der Matrize 
hybridisieren die Primer an den jeweiligen Matrizen-Strang, so dass anschließend beide 
Stränge mit den entsprechenden Mutationen synthetisiert werden. Die eingesetzte PfuTurbo® 
DNA Polymerase liest hierbei in entgegengesetzter Richtung aus dem Gen hinaus und 
amplifiziert in 16 Zyklen das gewünschte DNA-Fragment inklusive der Vektor-Sequenz. Die 
modifizierten DNA-Stränge stehen in jeder weiteren Runde als Matrize zur Verfügung und 
können so exponentiell amplifiziert werden. Für den sich anschließenden DpnI-Verdau ist es 
von Bedeutung, dass die eingesetzte bakteriell exprimierte Matrizen-DNA aus Bakterien 
stammt, die Plasmid-DNA methylieren. Dadurch kann die ursprüngliche DNA von der 
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Restriktionsendonuklease DpnI fragmentiert werden, während die in vitro synthetisierten, 
nicht methylierten Doppelstränge vor dem Restriktionsverdau geschützt sind; 
hemimethylierte Doppelstränge werden ebenfalls verdaut. Nach dem Restriktionsverdau 
wurden 3-5 µl der Probe auf ein 1 % Agarosegel aufgetragen (3.1.5) und bei erfolgreicher 
PCR in Bakterien amplifiziert (3.1.10/ 3.1.11). 

Für die in vitro-Mutagenese wurde die PfuTurbo® DNA Polymerase eingesetzt, da sie mit 
einer geringen Fehlerrate auch längere DNA-Fragmente synthetisieren kann. In einer 50 µl 
Reaktion wurden folgende Komponenten eingesetzt: 
 

Menge  Reagenz 
   

250 ng  DNA-Matrize, methyliert 
125 ng  Primer 1 
125 ng  Primer 2 

2 µl  10 mM dNTP-Mix (Stratagene) 
5 µl  10x Cloned Pfu -Reaktionspuffer 

ad 49 µl  dH2O 
1 µl  PfuTurbo® DNA Polymerase (2,5 U/µl) 

 
Das Grundgerüst des PCR-Profils bestand aus folgenden Schritten: 
 

Prozess Temp.  Zeit 
   
Denaturierung/ Hot start 99 °C  3 min 
Abkühlung/ Pfu -Zugabe 90 °C  2 min 

94 °C  1 min 
55 °C  1 min 

Denaturierung 
“Annealing”             x16 
Synthese 72 °C  2 min 
Fertigstellung der Polymerisation 72 °C  10 min 
Lagerung 8 °C  ∞ 

 
Zur PCR-Reaktion wurde 1 µl (10 U) DpnI (New England Biolabs) gegeben und die Proben 
dann für 1-16 h bei 37 °C inkubiert.  

Bei schwierigen Reaktionen war oftmals ein stark geändertes Profil, das auf Angaben des 
Pfu-Herstellers (Stratagene) basiert, erfolgreich (z.B. Einfügen von Fremdsequenz durch 
Primer-Überhang): 
 

Prozess Temp.  Zeit 
   
Denaturierung/ Hot start 99 °C  3 min 
Abkühlung/ Pfu -Zugabe 90 °C  2 min 

92 °C  1 min 
40 °C  1 min 

Denaturierung 
“Annealing”             x10 
Synthese 68 °C  (2 min pro kb) 

92 °C  1 min 
(variabel) 1 min 

Denaturierung 
“Annealing”             x20 
Synthese 72 °C  (1 min pro kb)+ 10 s 
Fertigstellung der Polymerisation 72 °C  10 min 
Lagerung 8 °C  ∞ 

        Variante der in vitro-Mutagenese-PCR 
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Plasmide, in die durch überhängende Oligonukleotide Sequenzen eingefügt wurden, 
mussten zusätzlich phosphoryliert (3.1.3) und durch Ligation zirkularisiert (3.1.9) werden, 
bevor sie zur Transformation von E.coli (3.1.10) benutzt werden konnten. 

3.1.3 5’-Phosphorylierung von Oligonukleotiden 
 

Um hybridisierte Primer (Primer-Annealing, 3.1.4) in einen dephosphorylierten Vektor ligieren 
zu können, müssen die komplementären Oligonukleotide an ihren 5’-Enden mit 
Phosphatgruppen versehen werden. Die Phosphorylierung ist eine Kinasereaktion in 
Anwesenheit von rATP. Ein 10 µl Reaktionsansatz enthält folgende Komponenten: 
 

Menge  Reagenz 
   

10-15 µl  Primer (100 pmol/ µl) 
2-5 µl  rATP (10 mM) 

2 µl  10x PNK-Puffer (Roche) 
1-2 µl  PNK, Polynukleotidkinase (Roche) 

ad 20 µl  dH2O 
 
Die von der Firma Sigma-Aldrich in lyophilisiertem Zustand gelieferten Oligonukleotide 
wurden zunächst durch Lösen in der entsprechenden Menge dH2O auf 100 pmol/µl 
eingestellt und anschließend dem Ansatz zugefügt. Der Ansatz wurde dann für 2 h bei 37 °C 
inkubiert. Nach Aufreinigung mittels einer Phenol-Chloroform Extraktion (3.1.6.3) erfolgte die 
Ankonzentrierung durch Fällung (3.1.6.4). 

3.1.4 Hybridisierung komplementärer Oligonukleotide (Primer-Annealing) 
 

Zur Herstellung von Epitop-markierten Proteinen wurde die Methode des sog. Primer-
Annealings verwendet. Hierbei wurden zwei zueinander komplementäre Oligonukleotide zu 
kurzen, doppelsträngigen DNA-Fragmenten hybridisiert. Diese wurden anschließend über 
ihre flankierenden Restriktionsschnittstellen in einen zuvor entsprechend verdauten Vektor 
ligiert (3.1.9). Dazu war es notwendig, dass die Primer in ihrer 5’-phosphorylierten Form 
vorlagen (3.1.3). Für die Reaktion, die in einem Thermocycler stattfand, wurde der 
Annealing-Puffer aus dem T7 SequenzingTM Kit (Amersham) verwendet. Ein 
Reaktionsansatz enthielt: 
 

Menge  Reagenz 
   

5 µl  Primer 1, phosphoryliert* 
5 µl  Primer 2, phosphoryliert* 
7 µl  7x Annealing-Puffer 

ad 49 µl  dH2O 
 

* 2 µl des jeweiligen Primers (100 pmol/µl) wurden 5’-phosphoryliert (3.1.3). Danach erfolgte eine Phenol-
Chloroform Extraktion (3.1.6.3) mit anschließender Ethanol-Fällung (3.1.6.4). Das Pellet wurde jeweils in 5 µl 
dH2O gelöst. Anschließend wurde das gesamte Volumen von 5 µl zur Hybridisierung der Primer eingesetzt. 
 
Der Reaktionsansatz wurde zunächst für 1-5 Minuten bei 95 °C inkubiert. Die 
Oligonukleotidanlagerung fand für 20-30 Minuten bei einer Temperatur von 37 °C statt. Nach 
einer anschließenden 15-minütigen Inkubation bei 25°C (Raumtemperatur) wurden die 
hybridisierten doppelsträngigen DNA-Fragmente mittels Ethanol-/Natriumacetat-Fällung 
aufgereinigt und ankonzentriert (3.1.6.4). 
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3.1.5 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsäuren 
 

Nukleinsäuren können aufgrund negativ geladener Phosphatgruppen entsprechend ihrer 
Molekülgröße elektrophoretisch aufgetrennt werden. Unter Verwendung des interkalierenden 
Farbstoffes Ethidiumbromid werden die Nukleinsäurefragmente unter UV-Licht sichtbar 
gemacht. Zur Größenbestimmung von DNA-Fragmenten nach einer PCR oder nach 
enzymatischen Reaktionen verwendet man analytische DNA-Agarosegele, wogegen 
präparative DNA-Agarosegele zur Reinigung von Nukleinsäuren benutzt werden. Sie 
unterscheiden sich im Reinheitsgrad der Agarose, dem Laufpuffer und dem einzusetzenden 
Probenvolumen. Gemische sehr kurzer DNA-Fragmente, wie sie z.B. nach Primer-
hybridisierungen vorkommen, können in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden. 

3.1.5.1 Analytisches DNA-Agarosegel 
 

Agarosegel: 1% (w/v) UltraPURE Agarose in 1x TBE-Puffer (pH 8,0) 
Laufpuffer: 1x TBE-Puffer (pH 8,0) 
 

Die Größe der aufzutrennenden DNA-Fragmente bestimmt die Prozentualität des Gels: 
1% (w/v) für Fragmente von 2 kb bis 23 kb, 1,5% (w/v) für 0,5-2 kb und 2% (w/v) für 50-500 
bp. Die entsprechende Menge an Agarose (UltraPURE Agarose, Invitrogen) wurde in 30 ml 
1x TBE-Puffer (pH 8,0) pro Gel angesetzt. Der jeweils eingesetzte Längenstandard sowie die 
einzelnen Proben wurden mit 6x Loading Dye bzw. 6x Orange Loading Dye (Fermentas) 
versetzt. Der Auftragspuffer erhöht die Dichte der DNA-Probe und ermöglicht die Beladung 
der Geltaschen. Der enthaltene Farbstoff Bromphenolblau liefert einen Anhaltspunkt für die 
Wanderung der DNA. Nach ca. 10-minütigem Einlaufen bei 30 mA wurde die Stromstärke 
auf 50 mA erhöht und die Proben separiert, bis eine ausreichende Auftrennung erreicht war. 
Doppelstängige DNA wurde durch Interkalation von Ethidiumbromid (4-10 µl einer 10 mg/ml 
Stammlösung auf ca. 50 ml 1x TBE) markiert und unter UV-Licht bei 302 nm visualisiert. Die 
entstandenen Bandenmuster wurden durch Belichtung eines Polaroid-Films dokumentiert 
(QuantityOne 4.4.0, Bio-Rad).  

3.1.5.2 Präparatives DNA-Agarosegel 
 

Agarosegel: 1,5% (w/v) Agarose NA in 1x TAE-Puffer (pH 8,0) 
Laufpuffer: 1x TAE-Puffer (pH 8,0) 

 
Die Aufbau- und Elektrophoresebedingungen entsprachen denen analytischer DNA-

Agarosegele (3.1.5.1). Im Gegensatz zu den analytischen Gelen wurde die Agarose durch 
Erhitzen in 30 ml 1x TAE-Puffer (pH 8,0) gelöst. Nach Anfärbung der DNA-Fragmente in 
Ethidiumbromidlösung wurden die gewünschten DNA-Banden auf dem UV-Schirm 
ausgeschnitten. Anschließend erfolgte unter Anwendung des QIAquickTM Gel Extraction Kits 
die Isolierung der DNA aus der Gelmatrix (3.1.6.2). 
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3.1.5.3 Polyacrylamid-Gel 
 

Gelmatrix: 15 % (w/v) Polyacrylamid in 1x TBE-Puffer (pH 8,0) 
Laufpuffer: 1x TBE-Puffer (pH 8,0) 

 
Um den Erfolg der Primerhybridisierung zu überprüfen, wurde ein Polyacrylamid-Gel 

(alternativ ein analytisches Agarosegel) eingesetzt. Hierzu wurden je 1 µl der ungepaarten 
komplementären Primer (100 pmol/µl) und 1 µl der hybridisierten Primer aus dem 49 µl 
umfassenden Hybridisierungs-Ansatz (3.1.4) eingesetzt. Die Primer-Volumina wurden mit 3 
µl 6x Probenpuffer versetzt und mit dH2O auf ein Gesamtvolumen von 18 µl eingestellt. Als 

Größenmarker wurde der GeneRuler 100 bp DNA-Ladder eingesetzt. Die begrenzenden 
Spuren wurden ebenfalls mit Probenpuffer beladen, um ein Schräglaufen des Gels zu 
vermeiden. Nach Einlaufen bei einer Spannung von 100 V und max. Stromstärke erfolgte die 
Separierung der Proben bei 200 V. Der Anfärbung in wässriger Ethidiumbromidlösung (20-30 
min) folgte eine zehn-minütige Waschung des Gels in dH2O und letztlich die Visualisierung 
der Banden. 

3.1.6 Reinigung von Nukleinsäuren 
 

Saubere Nukleinsäurepräparationen sind Voraussetzung für jedes molekularbiologische 
Experiment. Demzufolge müssen sämtliche Kontaminationen wie Proteine, Salze, 
Detergenzien oder Rückstände vorangegangener Präparationen (Phenol, Chloroform, 
Ethanol, EDTA) restlos entfernt werden, da sich diese andernfalls störend auf 
Nachfolgereaktionen auswirken können. 

3.1.6.1 Aufreinigung von DNA über Silica-Säulchen 
 

Eine schnelle Methode zur Aufreinigung von PCR-Fragmenten (3.1.1) und geschnittener 
DNA (3.1.7) stellte das „QIAquick PCR Purification Kit“ der Firma Qiagen zur Verfügung: Die 
von Primern und Nukleotiden verunreinigten PCR-Produkte sowie die von störenden Salzen 
und Fragmenten des 5’- und 3’-Endes verunreinigten Produkte eines Restriktionsverdaus 
wurden nach Angaben des Kit-Herstellers aufgearbeitet. Dabei adsorbierte die DNA an die 
Matrix des Silica-Säulchens und wurde schließlich durch die Waschung mit einem PE-Puffer 
von den Verunreinigungen befreit. Nach Trocknung der Säule durch Zentrifugation wurde die 
gereinigte DNA in 30-50 µl dH2O eluiert.  

3.1.6.2 Aufreinigung von DNA aus Agarosegelen 
 

Um einzelne DNA-Fragmente von anderen zu isolieren, wurde die DNA zunächst über ein 
präparatives Agarosegel (3.1.5.2) elektrophoretisch aufgetrennt. Die Visualisierung der 
Banden erfolgte bei 365 nm. Mit einem sauberen Skalpell wurde die gewünschte Bande 
möglichst exakt ausgeschnitten und in einem 2 ml-Reaktionsgefäß abgewogen. Kleine 
Fragmente (50-100 bp) wurden mittels einer Glasmatrix (QIAEX II Gel Extraction Kit, Qiagen) 
extrahiert, größere Fragmente (>100 bp) über Silica-Säulchen (QIAquick Gel Extraction Kit, 
Qiagen). Die Extraktion erfolgte nach Herstellerangaben; eluiert wurde in 40 µl dH2O. 
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3.1.6.3 Phenol/ Chloroform – Extraktion von Nukleinsäuren 
 

Proteine und sonstige Verunreinigungen können durch Extraktion mit organischen 
Lösungsmitteln effektiv aus Lösungen von Nukleinsäure-Fragmenten entfernt werden. Diese 
Methode eignet sich insbesondere zur Aufreinigung sehr kurzer DNA-Fragmente, die nicht 
über eine Säulenmatrix (3.1.6.1) isoliert werden können. 
Die DNA-haltige Lösung wurde mit dH2O auf ein gut handhabbares Volumen (z.B. 300 µl) 
aufgefüllt. Anschließend wurde der wässrigen Nukleinsäure-Lösung ein gleiches Volumen 
Phenol/ Chloroform/ Isoamylalkohol (25:24:1) zugefügt. Die Verwendung eines Chloroform/ 
Isoamylalkohol-Gemisches statt reinen Chloroforms soll ein Schäumen verhindern. Nach 
sorgfältigem Mischen wurden organische und wässrige Phase durch Zentrifugation (2 min 
bei 14.000 rpm; Kühlzentrifuge 5417R, Eppendorf) getrennt, und die obere, wässrige Phase 
mit gleichem Volumen Chloroform/ Isoamylalkohol (24:1) erneut extrahiert. Die Nukleinsäure 
konnte danach durch Ethanolfällung (3.1.6.4) ankonzentriert werden.  

3.1.6.4 Fällung von Nukleinsäuren mit Ethanol/ Natriumacetat 
 

Diese quantitative Methode zur Ankonzentrierung von Nukleinsäuren besteht in der 
Fällung mit Alkohol (Ethanol (EtOH) oder Isopropanol) und hohen Konzentrationen an Salz, 
wie z.B. Natriumacetat (NaOAc) oder Natriumchlorid (NaCl). Die wässrige Lösung von DNA 
oder RNA wurde mit 1/10 Vol. 3M NaOAc pH 5,0-6,0 und 2,5 Vol. 100% EtOH versetzt und 
gemischt. Bei kleinen DNA-Fragmenten (<50bp und Primern), sehr geringen DNA-Mengen 
und bei RNA wurde zusätzlich 1,0 µl Glykogen (20 µg/µl) als Präzipitationshilfe zugegeben. 
Gefällt wurde über Nacht bei -20°C oder 15 min bis 4h lang auf einer Isopropanol/ 
Trockeneismischung. Die DNA bildet während dieser Zeit in Gegenwart des NaOAc’s und 
des 100%-igen EtOH’s einen unlöslichen Niederschlag, der durch eine 20-minütige 
Zentrifugation bei 4°C und 14.000 rpm (Kühlzentrifu ge 5417R, Eppendorf) pelletiert wurde. 
Zur Entfernung der mitgefällten Salze wurde das Pellet mit 500-1000 µl 70% EtOH 
gewaschen. Nach 10-minütiger Zentrifugation wie zuvor wurde der Überstand komplett mit 
einer ausgezogenen Spitze entfernt, das Pellet 5 min bei RT an der Luft getrocknet und in 
einem geeigneten Volumen Puffer aufgenommen oder in einer adäquaten Menge dH2O 
gelöst. 

3.1.7 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen 
 

Restriktionsenzyme wurden benutzt, um DNA an spezifischen Sequenzen zu schneiden. 
Zwei Ziele wurden damit verfolgt: 

Analytischer Verdau.  Das Vorhandensein einer Erkennungssequenz wurde z.B. nach 
einer in vitro-Mutagenese (3.1.2) oder Ligation (3.1.9) überprüft. Aus den resultierenden 
Fragmenten konnten Rückschlüsse auf den Erfolg des Versuchs gezogen werden. Darüber 
hinaus konnten so entstandene Klonierungsprodukte identifiziert werden. Dazu wurden 100-
250 ng der zu analysierenden DNA in einem 10 µl Ansatz mit 5-10 U Enzym unter definierten 
Pufferbedingungen bei der empfohlenen Temperatur für 2-18 h inkubiert. Der Ansatz des 
Restriktionsverdaus wurde in Abhängigkeit des verwendeten Puffers mit BSA (100 µg/ml) 
komplettiert. Die entstandenen Fragmente wurden anschließend mit Hilfe eines analytischen 
DNA-Agarosegels (3.1.5.1) ausgewertet. 
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Präparativer Verdau.  Größere Mengen DNA wurden verdaut, um z.B. PCR-Fragmente 
(3.1.1) oder Vektoren für die Ligation vorzubereiten. In einem 50 µl Ansatz wurden 3-10 µg 
vektorielle DNA bzw. 40 µl PCR-Ansatz mit 5 µl 10x Reaktionspuffer und 10-40 U Enzym 
unter den empfohlenen Bedingungen mind. 2 h inkubiert.  

Erfolgte der Verdau über zwei unterschiedliche Schnittstellen, wurden die zwei 
Restriktionsenzyme gleichzeitig eingesetzt, insofern die Temperatur- und Reaktions-
Bedingungen der Enzyme kompatibel waren. Der „Doppelverdau“ wurde in dem am besten 
geeigneten Puffer durchgeführt. Die Komplettierung mit BSA (100 µg/ml) wurde 
vorgenommen, sobald sie für eines der beiden Enzyme essentiell war. 
Andernfalls erfolgte der Verdau in zwei Schritten, wobei nach dem ersten Verdau die DNA 
entweder über ein präparatives Agarosegel (3.1.5.2) oder über Silica-Säulchen (3.1.6.1) 
aufgereinigt und in einem zweiten Verdau mit dem anderen Enzym geschnitten wurde. 

3.1.8 Dephosphorylierung linearisierter Plasmid-DNA  
 

Um eine Religation oder Oligomerisierung geschnittener Vektoren zu verhindern, wurden 
die 5’-Phosphatgruppen der linearisierten Plasmide durch die Behandlung mit alkalischer 
Phosphatase (Calf Intestine Phosphatase, CIP; Calf Intestine Alkaline Phosphatase, CIAP) 
von der Firma Fermentas entfernt.  
Hierzu wurden der verdauten Vektor DNA (40 µl) 5 µl 10x Reaktionspuffer, 4 µl nuklease-
freies dH2O sowie 1 µl CIP (1 U/µl) hinzugefügt. Die Inkubation erfolgte für 30 min bei 37°C. 
Im Anschluss wurde die Reaktion durch Hitze-Inaktivierung der CIP (15 min, 85°C) gestoppt. 
Da die alkalische Phosphatase in den meisten 10x Reaktionspuffern der Restriktionsenzyme 
von Fermentas aktiv ist, wurde sie dem Ansatz des präparativen Restriktionsverdaus (3.1.7) 
nach der 2-stündigen Inkubation einfach hinzugesetzt, insofern die Inkubationstemperatur 
bei 37°C lag. Anschließend wurde die DNA mit dem QI AquickTM PCR Purification Kit (3.1.6.1) 
aufgereinigt. 

3.1.9 Ligation von DNA-Fragmenten in vektorielle DNA  
 

Mit Hilfe der T4 DNA Ligase, die die Bildung von Phosphodiesterbrücken zwischen freien 
5’-Phosphatgruppen eines DNA-Stranges mit den freien 3’-OH-Gruppen eines anderen 
Stranges katalysiert, wurden linearisierte DNA-Moleküle zusammengefügt. Dabei wurden 
hybridisierte Primer oder ein geschnittenes PCR-Fragment in einen kompatiblen Vektor 
ligiert. In einem 15 µl Ansatz wurden 1,5 µl 10x Ligationspuffer und 1,5 µl 10 mM ATP 
vorgelegt. Das einzufügende Fragment wurde im Verhältnis zum dephosphorylierten Vektor 
(3.1.8) 3:1 bis 7:1 eingesetzt, das fehlende Volumen (abzüglich 0,5 µl T4 DNA Ligase (New 
England Biolabs), die als letztes zugegeben wurde) mit dH2O aufgefüllt. Als 
Religationskontrolle diente ein Ansatz ohne Insertions-Fragment. Als Positivkontrolle für die 
Ligation wurde ein mit nur einem Enzym verdautes, nicht-dephosphoryliertes Plasmid 
eingesetzt. Die Inkubation erfolgte für 1h bei RT oder über Nacht bei 16°C. Der 
Ligationsansatz wurde anschließend zur Transformation von kompetenten E. coli Bakterien 
(3.1.10) benutzt.  
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3.1.10 Transformation Z-kompetenter E. coli 
 

Die zur Vermehrung der rekombinanten Plasmide herangezogenen Bakterienzellen 
wurden zunächst für die Aufnahme der fremden Plasmid-DNA kompetent gemacht. Dies 
geschah unter Verwendung des Z-Competent E.coli Transformation KitTM and Buffer Set der 
Firma Zymotec (Orange, USA). Die Handhabung erfolgte entsprechend dem beiliegenden 
Protokoll. Die kompetenten Bakterienzellen wurden in 100 µl Aliquots aufgeteilt, in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren und anschließend bei -80°C gelagert. 
Von der zu amplifizierenden DNA wurden ja nach Herkunft unterschiedliche Mengen 
eingesetzt: Maxi/ Mini: 10-100 ng, Ligation/ in vitro-Mutagenese: 3-7,5 µl. Die DNA wurde zu 
50-100 µl Z-kompetenter Bakterien gegeben, vorsichtig durch Anschnipsen gemischt und 30-
60 min auf Eis inkubiert. Danach wurden die Transformationsansätze auf vorgewärmte LB-
Agarplatten mit 100 µg/ml Ampicillin ausgestrichen und über Nacht bei 37°C inkubiert. Am 
nächsten Tag wurden einzelne Kolonien zur Analyse gepickt. 

3.1.11 Plasmid-DNA Minipräparation (Miniprep) 
 

Einzelkolonien wurden mit einer sterilen Pipettenspitze von Agarplatten gepickt und in ein 
15 ml Falcon-Röhrchen mit 5 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin überführt; sollte noch 
am selben Tag die Miniprep durchgeführt werden, wurden nur 3 ml Medium angeimpft. Die 
Kulturen wurden bei 37°C geschüttelt, bis sie eine ausreichende Dichte hatten (meist über 
Nacht). Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit dem E.Z.N.A® Plasmid Miniprep Kit I 
der Firma Peqlab (Erlangen) nach Herstellerangaben aus 1,8 ml der Bakterienkulturen. Nach 
Durchführung aller optionalen Waschschritte wurde die DNA in 40 µl dH2O eluiert. Zur 
Überprüfung, ob das gewünschte Plasmid amplifiziert wurde und die Insertion in richtiger 
Orientierung vorlag, wurden 2-5 µl des gewonnenen Eluats mit geeigneten 
Restriktionsenzymen verdaut (3.1.7) und auf einem analytischen Agarosegel aufgetrennt 
(3.1.5.1).  

3.1.12 Plasmid-DNA Maxipräparation (Maxiprep) 
 

Für größere Plasmidmengen (>100 µg) wurden drei Kits der Firma Qiagen benutzt: 
QIAGEN® Plasmid Maxi Kit, QIAfilterTM Plasmid Maxi Kit und das Qiagen HiSpeed® Plasmid 
Maxi Kit. 100-250 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin wurden mit 100-250 µl der 
entsprechenden Miniprep-Kultur angeimpft und 16-20 h bei 37°C im Horizontalschüttler HS 
250 Basis bei 200-220 rpm inkubiert (Übernacht-Kultur). Die Plasmid-DNA wurde 
anschließend nach Herstellerangaben isoliert und gefällt. Das Pellet wurde zunächst in 200-
300 µl dH2O aufgenommen (beim HiSpeed Kit in 500 µl dH2O eluiert), die Konzentration 
spektrophotometrisch bei 260 nm bestimmt und gegebenenfalls auf 1,0 oder 0,5 µg/µl 
eingestellt. 

3.1.13 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA (OD-Messung) 
 

Die Konzentration wässriger Nukleinsäure-Lösungen wurde durch UV-Messung bei einer 
Wellenlänge von 260 nm bestimmt. Die Optische Dichte der Lösung bei 260 nm (OD260) ist 
direkt proportional zu ihrem Nukleinsäuregehalt. Um die Extinktion im linearen Bereich (0,01 
bis 0,8) zu erhalten, wurden die Proben in dH2O verdünnt. Für die Verwendung einer 10 mm 
Hellma-Quarzküvette wurden die Proben 1: 100, für die 5 mm Hellma-Präzisionsküvette 1: 
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10 eingesetzt. Die Nukleinsäurekonzentration berechnet sich aus dem Produkt der OD600, 
der Verdünnung und dem entsprechenden Nukleinsäure-Faktor (Faktor ds DNA = 50 µg/µl; 
Faktor ssDNA/ RNA = 40 µg/µl; Faktor ssOligonukleotide = 20 µg/µl). Die Reinheit einer 
Nukleinsäure-Lösung definiert sich durch das Verhältnis der Absorption bei 260 nm und bei 
280 nm. Reine Lösungen besitzen einen OD260/ OD280-Wert von 1,8. Durch Kontaminationen 
mit Proteinen ergeben sich wesentlich kleinere Werte, Verunreinigungen durch Phenol oder 
RNA resultieren in einem deutlich höheren Quotienten.  

3.1.14 Sequenzanalyse mit dem Kapillarsequenzer MegaBASETM 500 
 

Das Prinzip dieser Sequenzierung beruht auf der Kettenabbruchmethode nach Sanger 
und Coulson (Sanger and Coulson, 1975). Bei der hier verwendeten Modifikation der 
Methode wird die zu sequenzierende DNA mittels PCR synthetisiert. Ein Reaktionsansatz 
enthält: 
 

Menge  Reagenz 
   

1 µl  DNA (100-150 ng/µl) 
1 µl  Primer (7,5 pmol) 
4 µl  Ter-Mix 

ad 20 µl  dH2O 
 

Programm Temp.  Zeit 
   
Denaturierung 95 °C  3 min 

95 °C  1 min 
50 °C  15 sec 

Denaturierung 
“Annealing”             x35 
Synthese 60 °C  2 min 
Ende der Synthese 4 °C  ∞ 

 
Neben den Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) werden unterschiedlich 
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleosidtriphosphate (ddNTPs) eingesetzt, die nach Einbau 
den Abbruch der Elongation verursachen. Der „Sequenzing reagent mix“ (Amersham 
Biosciences) enthält neben einem Gemisch aus markierten Nukleotiden (DYEnamicTM ET 
dye terminators) eine sequenzspezifische Polymerase, die Thermo SequenaseTM II DNA 
Polymerase. Die Proben wurden im Anschluss an die PCR mit Hilfe von Sephadex® G-50 
Superfine in 96-well Multiscreen-Platten über mehrere Zentrifugations- und Waschschritte 
aufgereinigt. Die Sequenzierung erfolgte mit dem Kapillarsequenziergerät MegaBACETM 500, 
das fluoreszenzmarkierte DNA automatisch analysiert und mittels einer speziellen Software 
auswertet.  
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3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Kultivierung von Zellen 
 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Inkubatoren in einer feuchten 5%-igen CO2-
Atmosphäre bei 37°C. BSR-T7/5-Zellen wurden in komp lettiertem Glasgow MEM-Medium 
(2.5) mit 1 mg/ml Geneticin gehalten. Für alle anderen Zelllinien wurde komplettiertes DMEM 
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) (2.5) als Wachstumsmedium verwendet. HuH-T7-
Zellen wurden zusätzlich mit 0,5 mg/ml Geneticin behandelt. Die Subkultivierung erfolgte 
unter einer Lamina Flow im Abstand von 3-4 Tagen. Zum Passagieren wurde der konfluente 
Zellrasen 2x mit PBSdef gewaschen und die Zellen in 2 ml Trypsin/EDTA abgelöst. Durch 
Zugabe von 8 ml DMEM + 10% FCS wurde die Trypsin-Reaktion gestoppt und die 
abgelösten Zellen durch mehrmaliges Pipettieren resuspendiert. Entsprechend der 
benötigten Dichte wurden die Zellen in 20 ml bzw. 40 ml Medium (75 cm2-bzw. 162 cm2-
Flaschen) kultiviert oder in 6-well-Zellkulturplatten (54 cm2) umgesetzt. Die zur Passage von 
Zellen verwendeten Medien und Substanzen wurden zuvor im Wasserbad erwärmt. 

3.2.2 Vaccinia-Virus T7-Expressionssystem 
 

Mit Hilfe dieses Systems wurden EBOVz-Proteine in Zellen synthetisiert, die keine 
konstitutiv exprimierte T7-RNA-Polymerase besitzen. Die Zellen wurden mit dem 
rekombinanten Vaccinia-Virus Ankara T7 (MVA-T7) infiziert, welches die DNA-abhängige 
RNA-Polymerase des Phagen T7 exprimiert. Anschließend erfolgte die Transfektion der zu 
exprimierenden Gene, die unter Kontrolle eines T7-RNA-Polymerase-Promotors stehen. Die 
transfizierten Gene wurden durch die T7-RNA-Polymerase transkribiert. Die entstandenen 
mRNA-Spezies mittels der zellulären Translationsmaschinerie translatiert.  

Infektion mit dem Vaccinia-Virus MVA-T7.  Die zu infizierenden Zellen wurden bis zu 
einer Dichte von 50-70% in 6-well-Zellkulturplatten ausgesät und über Nacht kultiviert. Am 
nächsten Tag wurden die Zellen einmal mit DMEM +Pen/Strep, +L-Glutamin gewaschen und 
mit 10-100 µl Virussuspension (abh. vom verwendeten Stock) infiziert. Die Infektion erfolgte 
in einem Gesamtvolumen von 500 µl Medium (ohne FCS) pro well für 1h bei 37°C und unter 
5% CO2-Atmosphäre auf einem Kippschüttler. Das Infektionsmedium wurde danach entfernt, 
und die Zellen gegebenenfalls transfiziert (3.2.3). Die Inkubation erfolgte dann bei 33 °C.  

3.2.3 Transiente Transfektion von Plasmid-DNA mit FuGENE® 6 
 

Zellen für die Transfektion mit FuGENE® 6 Transfection Reagent (Roche) wurden in 6-
well-Zellkulturplatten bis zu einer Dichte von 50-70% ausgesät. Vor der eigentlichen 
Transfektion wurden die Zellen 2x mit DMEM +L-Glutamin (im Folgenden Medium genannt) 
gewaschen, mit 1 ml Medium versetzt und im Brutschrank inkubiert. Während der Inkubation 
wurde die zu transfizierende DNA in Schraubröhrchen in 200 µl Medium und das FuGENE® 
6 in Polystyrolröhrchen in 800 µl Medium verdünnt. Dabei wurden pro Mikrogramm DNA 3 µl 
FuGENE® 6 eingesetzt. Das Transfektionsreagenz wurde zu der verdünnten DNA gegeben 
und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren vorsichtig gemischt. Der Ansatz wurde 20 
min bei RT inkubiert, damit die spontane Bildung der Lipid-DNA-Komplexe stattfinden 
konnte. Nach der Inkubation wurde das Transfektionsgemisch auf die Zellen pipettiert. Nach 
4-8 Stunden im Brutschrank wurde das Medium gegen DMEM komplett (2.5) mit 2% FCS 
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ausgetauscht (z.B. BHK-T7-Zellen), und die Platten wurden anschließend weiter inkubiert 
oder die Transfektion erfolgte über Nacht bei 37°C unter 5% CO2-Begasung. 

3.2.4 Isolation exprimierter Proteine durch Zelllyse 
 

Die Expressionsrate synthetisierter Proteine wurde im Western-Blot bestimmt. Dazu 
wurden die transfizierten Zellen zunächst 2x mit kaltem PBSdef gewaschen, in 0,5 ml kaltem 
PBSdef abgeschabt und anschließend in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt. Es folgte eine 
Zentrifugation (Kühlzentrifuge 5417R, 4°C) bei 8.00 0 rpm, für 8 min. Das Pellet wurde in 100 
µl 1x Passive-Lysis Puffer (Komponente aus dem Dual-Luziferase-Kit von Promega) 
resuspendiert ,15 min bei RT inkubiert und im Anschluss für 15-30 s gevortext. Nach einer 
Zentrifugation (Kühlzentrifuge 5417R, 4°C) bei 10.0 00 rpm, für 2 min wurde das Zelllysat in 
6x Laemmli-Probenpuffer aufgenommen. Anschließend wurden die exprimierten Proteine 
über SDS-PAGE (3.3.4.1) aufgetrennt und im Western-Blot (3.3.4.3) detektiert.  
 

3.3 Biochemische und immunologische  Methoden 

3.3.1 Indirekte Immunfluoreszenz-Analyse (IFA) 
 

Mittels Immunfluoreszenz-Analyse können virale Proteine intrazellulär lokalisiert werden. 
Durch die hier angewandte auch als Sandwich-Technik bezeichnete Methode wird das 
Signal verstärkt. Dabei werden die durch einen spezifischen Erst-Antikörper gebildeten 
Antigen-Antikörper-Komplexe mit einem fluoreszenz-markierten Zweit-Antikörper detektiert. 
Immunfluoreszenzen wurden mit auf Deckgläschen kultivierten Zellen durchgeführt. Die 
Deckgläschen wurden 3x 5 min in PBSdef gewaschen und anschließend für 5 min bei -20°C 
mit Aceton/Methanol (1:1) permeabilisiert. Das Lösungsmittelgemisch wurde durch 3-maliges 
Waschen in PBSdef entfernt. Um unspezifische Bindungen zu minimieren, wurde zunächst 10 
min mit 0,1 M Glycin (in H2O) inkubiert und nach 3 Waschschritten mit PBSdef für 10 min mit 
IFA-Blockinglösung abgesättigt. Der jeweilige Erst-Antikörper wurde in Blockinglösung 
verdünnt. Pro Deckgläschen wurden 25 µl auf Parafilm pipettiert und das Deckgläschen mit 
der Zellseite nach unten aufgelegt. Die Inkubation erfolgte 1 h in einer verschlossenen, 
feuchten Box. Nicht gebundene Antikörper wurden in 3 Waschschritten mit PBSdef entfernt. 
Der entsprechende Zweit-Antikörper wurde ebenfalls in Blockinglösung verdünnt und wie der 
Erst-Antikörper inkubiert. Erneut wurde 3x mit PBSdef gewaschen. Zur Anfärbung der 
Zellkerne wurde der Farbstoff DAPI (10 mg/ml) 1:100 in Blockinglösung vorverdünnt und 
wiederum 1:100 verdünnt direkt zum Zweit-Antikörper gegeben. Nach 4-maligem Waschen 
in PBSdef wurden die Deckgläschen kurz in dH2O geschwenkt und vorsichtig durch 
senkrechtes Auftupfen auf ein Papiertuch getrocknet. Als Fixiermedium wurde ein Tropfen 
Fluoprep (versetzt mit 2,5% DABCO) oder 10 µl FluorSaveTM Reagent auf einen Objektträger 
gegeben, und die Deckgläschen mit der Zellseite nach unten aufgelegt. Zur Aushärtung 
wurden die Deckgläschen über Nacht im Kühlschrank gelagert. Die Fluoreszenz wurde an 
dem Fluoreszenzmikroskop Axioplan von Zeiss mit unterschiedlichen Filtern und Objektiven 
durchgeführt. Bilder wurden mit einer Spot Kamera aufgenommen und mit der Software Spot 
bearbeitet. 
 
 
 



METHODEN 

    44 

3.3.2 In vitro Translation 
 

Mit dem TNT® T7 Quick Coupled Transcription/ Translation Kit (Promega) und unter 
Verwendung von Plasmid-DNA können [35S]-Methionin-markierte Proteine im zellfreien 
System synthetisiert werden. Sofern dem zu exprimierenden Gen ein T7-RNA-Polymerase-
Promotor vorgeschaltet ist, können das im TNT® T7 Quick Master Mix enthaltene 
Kaninchen-Retikulozytenlysat und die T7-RNA-Polymerase sowohl Transkription als auch 
Translation vermitteln.  
 
Ein Reaktionsansatz enthielt folgende Komponenten: 
 

Menge  Reagenz 
   

20 µl  TNT T7 Quick Master Mix 
1 µl  L-[35S]-Methionin (10 mCi/ml) 

0,1-1µg  Plasmid-DNA I 
0,1-1µg  Plasmid-DNA II 
ad 25 µl  nukleasefreies dH2O 

 
Um Interaktionsstudien viraler Proteine durchzuführen, wurden die jeweils austitrierten 
Mengen an Plasmid-DNA zweier möglicher Bindungspartner in einem Ansatz ko-translatiert. 
Die Reaktionsansätze wurden auf Eis pipettiert und anschließend für 90 min bei 30°C 
inkubiert. Die radioaktiv markierten Proteine wurden mittels SDS-PAGE (3.3.4.1) aufgetrennt 
und mit dem Bio-Imager (3.3.4.4) analysiert.  

3.3.3 Immunpräzipitation 
 

Mit dieser Methode können Proteine durch die Kopplung von Antigen-Antikörper-
Komplexen an Protein-A-Sepharose gefällt werden. Die Ko-Immunpräzipitation ermöglicht 
darüber hinaus die Ermittlung von Protein-Interaktionen. 
 

 
 
 
 
 
 

Äquilibrierung von Protein-A-Sepharose. 250 mg Protein-A-Sepharose wurden in 4 ml 
Tris/KCl-Waschpuffer (ohne BSA) aufgenommen, gut gemischt und für 1h bei RT inkubiert. 
Die gequollene Sepharose wurde anschließend 1 min bei 5000 rpm (Megafuge 1.0R) 
pelletiert und 3x mit je 1 ml Tris/KCl-Waschpuffer (ohne BSA) gewaschen. Nach dem letzten 

A KO-IMMUNPRÄZIPITATION 

1 

IMMUNPRÄZIPITATION B 

2 

3 

Abb. 11 . Schematische 
Darstellung der Immunprä-
zipitation. (A)  Prinzip der 
Detektion: (1) Direkte AK-
Detektion, (2) AK-Detektion 
über eine Epitop-Markierung 
des Proteins, (3) Ko-Immun-
präzipitation von Interak-
tionspartnern (orange, gelb). 
(B) Ko-Immunpräzipitation in 
Lösung.  

Erläuterung der Symbole: Festkörper z.B. Säulen (quergestreiftes Rechteck), Sepharose (graues 
Achteck), AK (schwarz), variable Region des AK (graues, blaues bzw. grünes Rechteck), Epitop-
Markierung (blaues Fünfeck; grünes Dreieck), Protein z.B. L-Protein (dunkelgraues Oval), 
Interaktionspartner z.B. VP35 (oranger; gelber Kreis).  
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Waschschritt wurde die Protein-A-Sepharose in 1 Volumenteil (VT) Tris/KCl-Waschpuffer 
(ohne BSA) aufgenommen und bei 4°C gelagert. 

Prä-Adsorption. 5 µl in vitro Translat (3.3.2) wurden zunächst in 500 µl Tris/KCl-Puffer 
aufgenommen und für 20 min bei 4°C und 13.000 rpm ( Minifuge, Hereaus) zentrifugiert. Um 
den Hintergrund an unspezifischen Proteinen möglichst gering zu halten, wurden die 
Überstände in neue Eppendorf-Gefäße überführt und mit 20 µl Protein-A-Sepharose 
versetzt. Die Prä-Inkubation erfolgte bei 4°C für 1 h auf dem Überkopfrotierer (ÜKR). Nach 
einer zwei-minütigen Zentrifugation bei 10.000 rpm (Minifuge, Hereaus) wurden die 
Überstände in neue Reaktionsgefäße überführt. Bei Einsatz von Agarose-gekoppelten 
Antikörpern entfiel der Schritt der Prä-Adsorption. 

Spezifische Antigen-Antikörper-Reaktion. Die Überstände wurden bei 4°C für 1 Stunde 
mit dem spezifischen Antikörper auf dem ÜKR inkubiert. Die Inkubationszeit der Agarose-
gekoppelten Antikörper betrug 3 Stunden. In dieser Zeit erfolgten die spezifische Antigen-
Antikörper-Reaktion sowie die Präzipitation. 
 
Verdünnungsverhältnisse der verwendeten Antikörper 

Antikörper  Verdünnung 
   
Anti-Flag® M2 monoklonaler Maus-AK  1:500 
Anti-HA.7 monoklonaler Maus-AK  1:5000 

 
Präzipitation. Die Antigen-Antikörper-Komplexe wurden durch Kopplung an Protein-A-

Sepharose gefällt. Dafür wurden den Ansätzen je 20 µl Protein-A-Sepharose zugesetzt. 
Anschließend wurden die Ansätze erneut bei 4°C auf dem ÜKR für 1h oder über Nacht 
inkubiert. Die an die Protein-A-Sepharose gebundenen Immunkomplexe wurden für 2 min 
bei 3000 rpm (Minifuge, Hereaus) abzentrifugiert. Die Sedimente wurden 2-3x mit je 600 µl 
Tris/KCl-Puffer gewaschen, wobei für den letzten Waschschritt ein Tris/KCl-Waschpuffer 
(ohne BSA) verwendet wurde. Die verbleibenden Protein-A-Sepharose-Pellets wurden mit 20 
µl 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C aufgekocht. Die Analyse der 
Immunpräzipitate erfolgte mittels SDS-PAGE (3.3.4.1) und dem Bio-Imager (3.3.4.4). 

3.3.4 Elektrophoretische Auftrennung und Visualisierung von Proteinen 

3.3.4.1 SDS-Polyacrylamidgel-Elektrophorese (PAGE) 
 

Die elektrophoretische Auftrennung von Proteinproben erfolgte auf denaturierenden 
Polyacrylamidgelen entsprechend der Größe. Dabei überdeckt SDS (Natriumdodecylsulfat) 
die Eigenladung der Proteine, so dass negativ geladene SDS-Protein-Komplexe entstehen, 
die proportional zum Molekulargewicht sind. Die aufzutrennenden Proteingemische wurden 
mit 4x SDS-Probenpuffer versetzt und für 5 min bei 95°C denaturiert. Durch das Mitführen 
von Größenmarkern (2.9) wurden die Molekulargewichte der Proteine ermittelt. Das 
Gelsystem bestand aus einem 5%-igen Sammelgel und einem 10-15%-igen Trenngel 
(Sambrook et al., 1989; A8.43). Die Elektrophorese erfolgte in 1x SDS-Laufpuffer bei 30-60 
mA pro Gel, bis die Farbstofffront herausgelaufen war. Zur Darstellung der 
gelelektrophoretisch aufgetrennten nicht-radioaktiven Proteine wurden die Gele in einer 
Coomassie-Lösung gefärbt (3.3.4.2) oder auf eine ImmobilonTM-FL Membran 
elektrotransferiert (3.3.4.3). SDS-Gele mit radioaktiv-markierten Proteinen wurden für 10-20 
min in Fixierer/ Entfärber-Lösung geschwenkt, kurz in dH2O gespült, für 30-50 min auf 
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Abb. 12.  Schema tischer Aufbau 
der Western-Blot-Apparatur.  Die 
Whatman-Papiere wurden mit dem 
angegebenen Puffer getränkt; 
Blasen wurden mit einer Pipette 
„ausgerollt“. 

Kathode 

Anode 

3x Whatman/Kathodenpuffer 

3x Whatman/Anodenpuffer II 

3x Whatman/Anodenpuffer I 

SDS-Polyacrylamidgel 
PVDF-Membran 

Whatmann-Papier mit Hilfe eines Vakuum-Geltrockners getrocknet und mit dem Bio-Imager 
analysiert (3.3.4.4).  

3.3.4.2 Coomassie-Färbung 
 

Mit einer Nachweisgrenze von 1 µg BSA ist die Coomassie-Färbung die unempfindlichste 
der angewandten Methoden. Die SDS-Polyacrylamidgele wurden für 15-30 min in 
Coomassie-Färbelösung und anschließend solange in Entfärbelösung geschwenkt, bis sich 
die Proteinbanden deutlich vom Hintergrund abhoben. Die gefärbten Gele wurden in das 
DryEasy System (Invitrogen) eingespannt und über Nacht bei RT getrocknet. Eine 
Alternative ist das PageBlueTM Protein Staining Solution Kit (Fermentas), dessen Färbe-
Lösung auf toxische Substanzen wie Methanol und Eisessig verzichtet.  

3.3.4.3 Elektrotransfer von Proteinen – Western-Blot-Analyse 
 

Zum selektiven Nachweis von Proteinen (Nachweisgrenze: 1 pg) wurden die im 
Polyacrylamidgel aufgetrennten Proteine auf eine ImmobilonTM-FL Membran transferiert, an 
die sie irreversibel gebunden werden. Anschließend wurden die gewünschten Proteine mit 
spezifischen Antikörpern detektiert und über Chemilumineszenz sichtbar gemacht.  

Western-Blot.  Die PVDF-Membran wurde zunächst kurz in Methanol aktiviert und dann in 
Anodenpuffer II äquilibriert. Pro Gel wurden je drei Whatman-Papiere (6x9 cm) in Kathoden-, 
Anoden I- oder Anodenpuffer II eingeweicht und die Blotapparatur wie in Abb. 12 gezeigt 
aufgebaut. Pro Membran wurden 43 mA eingestellt (0,8 mA/cm2 Membran) und die Proteine 
für eine Dauer von 1,5 Stunden transferiert. 

 
 

Spezifische Proteindetektion mit Chemilumineszenz.  Nach dem Transfer wurden die 
Markerbanden nachgezogen und die Membran für 1h (RT) mit 10% Milchpulver in PBSdef 
abgesättigt. Der Erst-Antikörper wurde in 1% Milchpulver in PBSdef + 0,1% Tween20 
verdünnt, und der Blot 1h bei RT oder ü.N. bei  4°C  unter Schwenken inkubiert. 
Ungebundene Antikörper wurden durch dreimaliges Waschen für 10 min mit PBSdef + 0,1% 
Tween20 entfernt. Der Peroxydase-gekoppelte Zweit-Antikörper wurde ebenfalls in 1% 
Milchpulver in PBSdef + 0,1% Tween20 verdünnt und die Membran 1h bei RT unter 
Schwenken inkubiert. Ungebundene Antikörper wurden durch zweimaliges Waschen mit 
PBSdef + 0,1% Tween20 entfernt, gefolgt von zwei Waschschritten mit PBSdef. Als Substrat 
für die Peroxydase wurde das Super Signal Kit benutzt. Je 500 ml der beiden Lösungen 
wurden gemischt und auf den Blot getropft. Nach 5-minütiger Inkubation in einer 
Folientasche wurde überschüssiges Substrat herausgedrückt und ein Film aufgelegt. 
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3.3.4.4 BioImager-Analyse 
 

Radioaktiv-markierte Proteine wurden nach ihrer Auftrennung mittels SDS-PAGE (3.3.4.1) 
mit dem Bio-Imager Analyzer BAS-1000 sichtbar gemacht. Die markierten Proteinbanden 
wurden durch Exposition einer Bio-Imagingplatte nachgewiesen. Die radioaktive Strahlung 
der markierten Proteine versetzt Elektronen in der Bio-Imagingplatte in einen angeregten 
Zustand. Durch das Abtasten mit einem Helium-Neon-Laser (632,6 nm; 17 mW) werden die 
Elektronen erneut angeregt, fallen dann in ihren ursprünglichen Energiezustand zurück und 
emittieren dabei Licht. Die Daten wurden für den Computer digitalisiert und über das 
Computerprogramm TINA2.09g (Raytest, Freiburg) analysiert. Die Expositionszeiten 
variierten zwischen einigen Stunden bis zu zwei Tagen.  

3.3.5 Das EBOV-spezifische Replikations- und Transkriptionssystem 
 

Mit dem artifiziellen EBOV-spezifischen Replikations- und Transkriptionssystem 
(Mühlberger, et al., 1999) werden Reporterproteine über ihre enzymatische Aktivität 
nachgewiesen. Das verwendete 3E-5E-Plasmid kodiert für ein unter dem T7-RNA-
Polymerase-Promotor stehendes EBOV-spezifisches RNA-Minigenom. Nach Transfektion 
von 3E-5E in Zelllinien mit stabiler Expression der T7-RNA-Polymerase wird das Minigenom 
transkribiert. Das 3’- und das 5’-Ende werden durch die terminalen Bereiche des EBOV-
Genoms gebildet, und enthalten alle notwendigen Signale für die virale Transkription und 
Replikation. Die Regionen flankieren das entsprechende Reportergen, welches in negativer 
Orientierung vorliegt (Abb. 8).  

Transkription und Replikation des Minigenoms. Nach gleichzeitiger Transfektion der für 
die EBOV-Nukleokapsid-Proteine NP, VP35, VP30 und L kodierenden Plasmide mit der 
Minigenom-DNA, ebenfalls unter Kontrolle der T7-RNA-Polymerase, kommt es zu deren 
Synthese. Die viralen Proteine ihrerseits katalysieren die Transkription und Replikation des 
Minigenoms, wodurch ein Transkript des Reportergens entsteht. 

Translation des Reportergens. Die zelluläre Proteinbiosynthese-Maschinerie translatiert 
das Transkript des Reportergens und vollendet damit die Synthese des Reporterproteins. 
Der Nachweis der Enzymaktivität ist in diesem System ein Maß für die EBOV-spezifische 
Replikation und Transkription. 

3.3.5.1 Radioaktiver Aktivitätsnachweis (CAT-Assay) 
 

Der biochemische Nachweis des Reporterproteins Chloramphenicol-Acetyltransferase 
(CAT) erfolgte über dessen enzymatische Aktivität. Die CAT katalysiert die Übertragung von 
Acetyl-Gruppen des Donors Acetyl-Coenzym A auf den Akzeptor Chloramphenicol (CAMP). 
Dabei entstehen die Produkte 1’-Acetyl-CAMP, 3’-Acetyl-CAMP und 1’-3’-Diacetyl-CAMP, 
die in ihrem Laufverhalten in der Dünnschichtchromatographie (DC) unterschieden werden 
können. Durch den Einsatz von [14C]-markiertem CAMP war es möglich, die entstandenen 
Produkte nach der DC mit dem BioImager zu detektieren.  

Subkonfluente (50-70%) HuH-T7 bzw. BSR-T7/5 Zellen wurden mit 1 µg 3E-5E-
Minigenom, 0,5 µg pT/NPEBO-Plasmid, 0,5 µg pT/VP35EBO-Plasmid, 0,1 µg pT/VP30EBO-
Plasmid und 1 µg pT/LEBO-Plasmid transfiziert (Mühlberger, et al., 1999) (3.2.3). Im 
Kontrollansatz wurde das L-Plasmid nicht transfiziert, so dass kein enzymatisch aktives CAT-
Protein synthetisiert werden konnte. Die zu untersuchenden Zellen wurden 24 h nach 
Transfektion zwei Mal mit kaltem PBSdef gewaschen und mit 150 µl 1x Reporter Lysis Puffer 
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15 min bei RT lysiert. Das Zelllysat wurde mit einem Zellschaber auf Eis abgekratzt und nach 
15-sekündigem Mischen 2 min lang bei 10.000 rpm (Kühlzentrifuge 5417R), 4°C pelletiert. 
Vom Überstand wurde in der Regel 1 µl in die CAT-Reaktion eingesetzt. Das Lysat wurde mit 
1 µl Acetyl-Coenzym A (70 mg/ml) und 2 µl 14C-markiertem Chloramphenicol (25 µCi/µl) in 
einem Gesamtvolumen von 150 µl 250 mM Tris-HCl (pH 7,5) mind. 3,5 h (meist über Nacht) 
bei 37°C inkubiert. Das Chloramphenicol wurde mit 5  Volumen (750 µl) Ethylacetat durch 30-
sekündiges Mischen extrahiert und die Phasen durch 2-minütige Zentrifugation bei 10.000 
rpm (Minifuge RF) getrennt. Von der oberen, organischen Phase wurden 725 µl in ein neues 
Reaktionsgefäß mit gelöchertem Deckel überführt und in der SpeedVac unter Vakuum und 
Hitze für 15 min evaporiert. Das eingedampfte Pellet wurde in 10 µl Ethylacetat 
aufgenommen und auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Die dünnschicht-
chromatographische Auftrennung der unterschiedlich acetylierten Formen des 
Chloramphenicols erfolgte in einem Laufmittel aus 95% (v/v) Chloroform und 5% (v/v) 
Methanol. Zur Detektion der Radioaktivität wurde eine BioImager-Platte etwa eine 1h lang 
aufgelegt. Die Platte wurde in einem BioImager-Analyzer-BAS-1000 ausgelesen; das 
Programm TINA2.09g (RayTest, Freiburg) diente der Auswertung der erhaltenen Daten. 

3.3.5.2 Nicht-radioaktiver Aktivitätsnachweis (Fast-CAT-Assay) 
 

Der FastCAT® von Molecular Probes ist ein auf Fluoreszenz basierender CAT-Assay. Bei 
gleicher Sensitivität entfällt der Umgang mit Radioaktivität; die Visualisierung der CAT-
Aktivität erfolgt unter UV-Licht. Unter Verwendung des Desoxy-Chloramphenicol Substrates 
entsteht nur ein fluoreszierendes Produkt. Damit ist die Acetylierungsrate direkt proportional 
zur Enzymaktivität und somit quantitativ auswertbar (Abb. 13)  
 

 
 
 
 
 
 
 

CAT 

1‘ 

3‘ 

BODYPI FL Chloramphenicol  

Trans - 
acety- 
lierung 

A

B BODYPI FL 1-Desoxy chloram phenicol  

3‘-Acetylierung  

1‘ 
X 

+Acetyl -CoA 

BODYPI FL 
Chloramphenicol 

BODYPI FL 
1-Desoxy chloramphenicol 

BCAM 
1-AcBCAM  
3-AcBCAM  

1,3-AcBCAM  3-AcBCAM  

BCAM 

C

Abb. 13.  Acetylierung  des Chloramphe -
nicols und des 1-Desoxychloramphenicols.  
(A) Struktur des Chloramphenicols. Die Acety-
lierung erfolgt am C3-Atom (3-AcBCAM). Nach 
Transacetylierung vom C3- auf das C1-Atom 
(1-AcBCAM) wird am C3-Atom erneut acety-
liert. Dadurch entsteht eine doppelt acetylierte 
Form (1,3-AcBCAM). (B) Struktur des 1-Des-
oxychloramphenicols. Durch Entfernung des 
Sauerstoff-Atoms am C1-Atom ist eine Trans- 

acetylierung nicht mehr möglich. Es erfolgt nur die Acetylierung am C3-Atom (3-AcBCAM). (C) 
Auftrennung der acetylierten Formen des Chloramphenicols (links) und des 1-Desoxychlor-
amphenicols (rechts). 
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Die Gewinnung der Zelllysate erfolgte wie unter (3.3.5.1) beschrieben. Vom Überstand 
der Zelllysate wurden in der Regel 4 µl in die CAT-Reaktion eingesetzt. Das Lysat wurde mit 
5 µl Komponente A (BODIPY DesoxyChloramphenicol Substrat) in einem Gesamtvolumen 
von 79 µl 250 mM Tris-HCl (pH 7,5) für 5 min bei 37°C lichtgeschützt inkubiert. Nach Zugabe 
von 1 µl Acetyl-Coenzym A (70 mg/ml) wurde die Inkubation für mind. 2 h fortgesetzt. Durch 
Zugabe von 1 ml kaltem (-20°C) Ethylacetat wurde di e Reaktion abgestoppt und das 
Chloramphenicol durch 20-sekündiges Mischen extrahiert. Die Phasentrennung erfolgte 
durch 3-minütige Zentrifugation bei 14.000 rpm, 4°C . Von der oberen, organischen Phase 
wurden 900 µl in ein neues Reaktionsgefäß mit gelöchertem Deckel überführt und in der 
SpeedVac unter Vakuum und Hitze für 20 min getrocknet. Das eingedampfte Pellet wurde in 
10 µl Ethylacetat aufgenommen und auf eine Kieselgelplatte aufgetragen. Als Positiv-
Kontrolle wurden 5 µl der Komponente B aus dem Kit aufgetragen. Die dünnschicht-
chromatographische Auftrennung der unterschiedlich acetylierten Formen des 
Chloramphenicols erfolgte in einem Laufmittel aus 87% (v/v) Chloroform und 13% (v/v) 
Methanol. Die Fluoreszenz wurde mit dem GelDoc-Gerät unter UV-Licht detektiert; das 
Programm QuantityOne-4.0.0 (Basic) diente der Auswertung. 

3.3.5.3 Quantifizierung der Firefly-Luziferase (Luz-Assay) 
 

Das Dual-Luciferase® Reporter Assay System (DLRTM Assay) von Promega erlaubt die 
simultane Expression und quantitative Messung von zwei individuellen Reporter-Enzymen 
innerhalb eines Systems. Dabei spiegelt der „Experimentelle Reporter“ die spezifischen 
Versuchsbedingungen wieder, während der ko-transfizierte „Kontroll-Reporter“ als interne 
Kontrolle die Grundaktivität aufzeigt. Die Normalisierung der Aktivität des „Experimentellen 
Reporters“ mit der internen Kontrolle führt zur Minimierung experimenteller Schwankungen, 
hervorgerufen durch die unterschiedliche Vitalität der Zellen oder der Transfektionseffizienz. 

Als Reporterenzyme wurden die Firefly-Luziferase (F-Luz; aus dem Glühwürmchen 
Photinus pyralis) und die Renilla-Luziferase (R-Luz; aus der gemeinen Seefeder Renilla 
reniformis) verwendet. Die Diskriminierung der Biolumineszenz-Reaktionen erfolgt auf Grund 
der unterschiedlichen Enzym-Substrate. Die F-Luz katalysiert die ATP-, Mg2+- und O2-
abhängige Decarboxylierung von Luziferin, während die R-Luz eine oxidative 
Decarboxylierung des Coelenterazins katalysiert. Beide Lumineszenz-Reaktionen erfolgen 
unter gleichzeitiger Lichtemission bei einer Wellenlänge von λ = 562 nm (Abb. 14). 
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Abb. 14.  Biolumineszenz-Reaktionen katalysiert durch die Firefly - und Renilla -Luziferase  

 
Das Reportergen für die F-Luz wurde aus dem pGL3-Vektor in das 3E-5E-Plasmid (Andy 

Vektor, T7- Promotor) kloniert (Beck, 2005) und fungierte als „Experimenteller Reporter“. Der 
pRL-SV40 Vektor enthält die DNA-Sequenz für die R-Luz unter Kontrolle eines SV40 (Simian 
Virus 40)-Promotors und diente als „Kontroll-Reporter“. 

Subkonfluente (50-70%) HuH-T7 bzw. BSR-T7/5 Zellen wurden mit 1 µg 3E-5E_F-Luz, 
0,3 µg pRL-SV40, 0,5 µg pT/NPEBO-Plasmid, 0,5 µg pT/VP35EBO-Plasmid, 0,1 µg 
pT/VP30EBO-Plasmid und 1 µg pT/LEBO-Plasmid transfiziert (3.2.3). Im Kontrollansatz wurde 
das pT/LEBO-Plasmid nicht transfiziert, sodass kein enzymatisch aktives Luziferase-Protein 
synthetisiert werden konnte. Die zu untersuchenden Zellen wurden 24h nach Transfektion 
zwei Mal mit kaltem PBSdef gewaschen, in 0,5 ml kaltem PBSdef mit einem Zellschaber 
abgekratzt und nach Überführung in vorgekühlte 1,5 ml Reaktionsgefäße für 8 min bei 8.000 
rpm (Kühlzentrifuge 5417R), 4°C pelletiert. Durch Z ugabe von 100 µl 1x Passive-Lysis-Puffer 
(Kit-Komponente) wurde das Pellet resuspendiert und die Zellen 15 min bei RT lysiert. Nach 
15-sekündigem Mischen wurden 10 µl des Lysates in den DLRTM Assay eingesetzt. Die 
Messung der Lumineszenz der F-Luz erfolgte nach Zugabe von 50 µl des Luciferase Assay 
Reagent II (Kit-Komponente) und einer Messdauer von 10 sec. Nach Quantifizierung der 
Firefly-Lumineszenz wurde durch Zugabe des Stop & Glo® Reagent (Kit-Komponente) die 
Reaktion abgestoppt und gleichzeitig die Messung der R-Luz gestartet. Die Quantifizierung 
der Renilla-Lumineszenz dauerte 1 sec pro Ansatz. Die Lumineszenz-Messungen erfolgten 
mit dem Luminometer LUMIstar von BMG und wurden anschließend mit Excel 
(MicrosoftOffice) ausgewertet.  
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4 ERGEBNISSE 

4.1 Analyse zum Aufbau des Replikationskomplexes de s EBOVz 
 

Der Replikationskomplex des EBOVz wird von den Nukleokapsid- (NC-) Proteinen NP, 
VP35 und L gebildet (Mühlberger, et al., 1999). Auf welche Art die einzelnen viralen 
Komponenten miteinander interagieren, war bisher noch unbekannt, obwohl es Hinweise aus 
den Interaktionsstudien der MARV-Proteine gab. Hier gelang u.a. der Nachweis von 
Komplexen zwischen NP-VP35 sowie VP35-L (Becker, et al., 1998). An dieser Stelle setzten 
die Untersuchungen zur Aufklärung der Interaktionen des EBOVzL an. 

4.1.1 Optimierung der Immunfluoreszenz-Analyse 
 

Um die Interaktionsfähigkeit des L-Proteins des EBOVz (EBOVzL) mit den NC-Proteinen 
NP und VP35 zu untersuchen, wurden Immunfluoreszenzanalysen durchgeführt. 
Insbesondere bei der Ko-Expression der potentiellen Interaktionspartner stellten sich die 
kritischen Punkte im Versuchsverlauf heraus: Transfektionseffizienz und Art des 
verwendeten Agens zur Permeabilisierung der transfizierten Zellen. Die 
Transfektionseffizienz wurde im Wesentlichen vom verwendeten Zelltyp, dem 
Transfektionsreagenz und der Menge an transfizierter Plasmid-DNA beeinflusst. Im 
ungünstigsten Fall waren die Zellen zu weniger als 10 Prozent transfiziert, exprimierten bei 
Ko-Transfektion nur eines der Proteine und zeigten lediglich eine schwache Expression des 
entsprechenden Proteins. Für die Detektion der im Zytoplasma lokalisierten Proteine 
mussten die Zellen ausreichend permeabilisiert werden. Zu den verwendeten 
Permeabilisierungsmethoden zählten die Aceton/Methanol- und die Triton-X100 Behandlung. 
Die Permeabilisierung war insofern problematisch, da sie häufig zur völligen Fragmentierung 
der Zellen mitsamt ihrem Zellkern führten. Unter den getesteten Zelllinien befanden sich 
BSR-T7/5 und HuH-T7 Zellen, die durch ihre Fähigkeit zur konstitutiven Expression der 
erforderlichen T7-RNA-Polymerase bereits einen Vorteil hatten. Bei den verwendeten HeLa- 
und Vero-Zellen wurde die transiente Expression der T7-RNA-Polymerase durch Infektion 
mit MVA-T7 oder Transfektion mit dem Plasmid pCAGGS-T7 bewirkt. Die verschiedenen 
Transfektionsreagenzien u.a. Lipofectin, Lipofectamin2000, Dac30, Metafectene sowie 
FuGENE® 6 wurden in Kombination mit den unterschiedlichen Zelllinien getestet. Dabei 
wurde nach Herstellerangaben verfahren und auf Erfahrungswerte zurückgegriffen. Optimale 
Versuchsbedingungen wurden unter Verwendung FuGENE® 6-transfizierter BSR-T7/5 
Zellen mit anschließender Aceton/Methanol-Behandlung erzielt, wobei die maximale 
Inkubationszeit mit Aceton/Methanol bei 5 min bei -20°C lag. Darüber hinaus konnte durch 
die zusätzliche Transfektion von pCAGGS-T7 die Expressionsrate deutlich erhöht werden 
(Daten nicht gezeigt). 

4.1.2 Nachweis des EBOVzL über ein Flag-Epitop 
 

Zur direkten Detektion des L-Proteins des EBOV steht bislang kein spezifischer Antikörper 
zur Verfügung. Dies ist auf die geringe Menge des Proteins im Virion und dessen schwache 
Immunogenität zurückzuführen. Der immunologische Nachweis ist dennoch möglich. Hierzu 
wurde ein Fusionsprotein erzeugt, indem über eine kurze Linker-Sequenz ein Flag-Epitop an 
das 5’-Ende des L-Gens kloniert wurde. Der Linker enthält die Sequenz der NotI-
Schnittstelle, über die die Einklonierung des Epitops in den pTM1 Vektor erfolgte. Das pTM1-
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Plasmid (5357 bp) enthielt bereits das zuvor über die Schnittstellen NotI und SacI 
einklonierte L-Gen (Abb. 15).  

Bei dem Flag-Epitop handelt es sich um ein hydrophiles Oktapeptid mit der AS-Sequenz 
N’-DYKDDDDK-C’. Das L-Protein besitzt ein N-terminales Flag von neun AS Länge, da ein 
Start-Codon bei der Einklonierung vorgeschaltet wurde. Die kodierende Region des Peptids 
besitzt daher folgende Basenfolge: 
  5’- atg  gac  tac  aag  gac  gac  gat  gac  aag -3’ 

 

 
 

Abb. 15. Sequenz des N-terminalen Flag-Epitops des EBOVzL im pTM1-Vektor. Dargestellt ist ein 
Ausschnitt der Multiple Cloning Site (MCS) des pTM1-Vektors (Stern). Die Schnittstellen für die 
Klonierung des L-Gens (dunkel-graue Box) sind NotI (gc’ggccgc) und SacI (gagct’c). Das Flag-Epitop 
(gelb-graue Box) wurde über die NotI-Schnittstelle einkloniert. Die Sequenz des Flag-Epitops ist 
oberhalb der Graphik angezeigt. Es besitzt ebenso wie das L-Gen ein Startcodon (grünes Dreieck). 
Das L-Gen enthält darüber hinaus das Stopp-Codon (roter Balken). 

4.1.3 Interaktionen der viralen Polymerase L mit den Nukleokapsidproteinen NP und VP35 
 

Unter den optimierten Versuchsbedingungen der Immunfluoreszenz-Analyse (3.3.1) 
konnten reproduzierbare Daten hinsichtlich der Interaktion des EBOVzL mit NP und VP35 
erzielt werden. Zur Expression der Nukleokapsidproteine wurden BSR-T7/5-Zellen mit pTM1-
Plasmiden von L (1,0 µg), NP (0,25 µg) und/ oder VP35 (0,25 µg) transfiziert. Die 
verwendete Zelllinie zeichnet sich durch die konstitutive Expression der T7-RNA-Polymerase 
aus. Dennoch wurde das Plasmid pCAGGS-T7 (1,0 µg) zusätzlich transfiziert, um ein 
möglichst hohes Expressionslevel zu erreichen. Durch den Einsatz entsprechender Mengen 
des Leervektors pTM1 wurden die transfizierten Plasmidmengen in den unterschiedlichen 
Ansätzen angeglichen. Die exprimierten Proteine wurden mittels eines Anti-EBOVz-Serums 

aus Ziege und eines Alexa Fluor 594 Anti-Ziege IgG (H+L) Antikörpers aus Esel von 
Invitrogen sichtbar gemacht. Das L-Protein konnte mangels eines geeigneten Antikörpers 
nicht direkt detektiert werden, so dass es am N-Terminus mit einem Flag-Epitop markiert 
wurde (4.1.2). Der Nachweis des Flag-markierten L-Proteins erfolgte mittels des 
monoklonalen Maus-Antikörpers Anti-Flag® M2 von Sigma und dem Fluor FITC AP F(ab’)2 
Esel Anti-Maus IgG (H+L) Antikörper von Dianova. Die Untersuchungen zum intrazellularen 
Verteilungsmuster der rekombinant exprimierten Proteine zeigten einen deutlichen 
Unterschied zwischen dem NP-Protein und den Proteinuntereinheiten des RdRp-Komplexes, 
VP35 und L. Während letztere ein relativ homogenes Verteilungsmuster aufwiesen, zeigte 
sich NP in großen Aggregaten, wie man sie als sog. Einschlusskörperchen (inclusion bodies) 
in infizierten Zellen findet (Abb. 16a) Durch diese spezifische Verteilung des NP konnten in 
den durchgeführten Ko-Expressionsstudien Wechselwirkungen des NP mit den anderen 
Proteinen durch deren verändertes Verteilungsmuster erkennbar gemacht werden. Auf diese 
Weise gelang zunächst der Nachweis, dass L nicht in der Lage ist eine direkte Interaktion mit 
NP einzugehen (Abb. 16b, unten), aber über VP35 in die NP-Aggregate dirigiert wird, was 
zur Re-Lokalisation von VP35 und L in die typischen durch NP gebildeten 
Einschlusskörperchen führt (Abb. 16b, oben). Demzufolge wird ein trimerer Komplex aus NP-

    3‘ 5‘ 

ATG GAC TAC AAG GAC GAC GAT GAC AAG  

Flag-markiertes L 
   

L-Gen 
NcoI NotI NotI SacI FLAG EBOVzL EBOVzL 
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VP35-L gebildet, dem die Interaktion zwischen NP und VP35 sowie jene zwischen VP35 und 
L zugrunde liegt. 
 

 
 

Abb. 16. Interaktion des EBOVzL mit den Nukleokapsi dproteinen NP und VP35.  
Proteinexpression in mittels FuGENE® 6 transfizierten BSR-T7/5-Zellen. Detektion des NP mit dem 
Ziege-Anti-EBOVz-Serum (1:100) und einem Alexa Fluor® 594 Esel Anti-Ziege AK (1:500); Flag-L 
Nachweis durch den Anti-Flag® M2-AK (1:200) und dem Fluor FITC donkey anti-mouse AK (1:100). 
(A) Einzelexpression der Nukleokapsidproteine NP und Flag-L. (B) Ko-Expression von NP und Flag-L 
in An- bzw. Abwesenheit von VP35.  

4.1.4 Zusammenfassung Kapitel 4.1 
 

Die Replikation des EBOV ist von den Nukleokapsidproteinen NP, VP35 und L abhängig. 
Dabei liegt die katalytische Funktion der Replikase bei der viralen Polymerase L. Um die 
Interaktionsfähigkeit des L-Proteins mit NP und VP35 zu untersuchen, wurden 
Immunfluoreszenz-Analysen durchgeführt. Die aufgetretenen Schwierigkeiten, die oft eine 
Auswertung der Daten unmöglich machten, wurden durch eine Reihe von Vorläufertests 
ausgeräumt. Entscheidend war dabei die Wahl einer Zelllinie mit konstitutiver Expression der 
T7-RNA-Polymerase. Auf diese Weise konnte auf eine Infektion der Zellen mit MVA-T7 
verzichtet werden. Die Transfektion eines Plasmids, das für die T7-RNA-Polymerase kodiert, 
führte zu einer signifikanten Erhöhung der Expressionsrate. Die eingesetzte Plasmidmenge 
war insbesondere für das L-Protein kritisch, da eine überhöhte Expression im ungünstigsten 
Fall bereits bei der Einzelexpression des Proteins eine starke Aggregation zur Folge hatte. 
Diese Aggregate traten zwar hauptsächlich in Zellkernnähe auf, waren den 
Einschlusskörperchen des NP aber sehr ähnlich, so dass bei Ko-Expression aller drei 
Proteine (NP, VP35 und L) zwischen L-Aggregaten und in NP-Einschlusskörperchen 
relokalisiertem L nicht mehr unterschieden werden konnte.  

Die Untersuchungen zur Interaktionsfähigkeit der viralen Polymerase L mit NP und VP35 
führten schließlich zur Bestätigung der Annahme, dass die EBOVz-Proteine auf die selbe Art 
miteinander interagieren, wie es bereits für die MARV-Proteine NP, VP35 und L gezeigt 
wurde. Das L-Protein als katalytische Untereinheit des Komplexes interagiert lediglich mit 
seinem Kofaktor VP35. Eine Interaktion zwischen L und NP existiert hingegen nicht. Daher 
ist VP35 im trimeren Replikationskomplex für die Ko-Lokalisation von NP und L 
verantwortlich. 
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4.2 Charakterisierung der VP35-Bindungsdomäne auf d em EBOVzL 
 

Zunächst sollte die Bindungsdomäne für das VP35 auf dem L-Protein identifiziert werden. 
Dafür wurden Interaktionsstudien mit VP35 und verschiedenen L-Deletionsmutanten 
durchgeführt. 

4.2.1 Klonierung N-terminal Flag-markierter L-Deletionsmutanten 
 

Für das MARV wurde bereits gezeigt, dass die Interaktion der Polymerase L mit VP35 
über die ersten 530 N-terminalen Aminosäuren (AS) des L-Proteins stattfindet. Die Region 
zwischen AS 309 und 530 wurde als essentielle Bindungsdomäne charakterisiert (Becker, et 
al., 1998). Daher wurde für das L-Protein des EBOV ebenfalls eine N-terminal gelegene 
Bindungsdomäne für das VP35 vermutet. Ausgehend von dieser Annahme wurden zunächst 
C-terminal trunkierte L-Proteine hergestellt. Dabei umfasste die größte L-Deletionsmutante 
die ersten 1200 N-terminalen AS des L-Proteins, wohingegen die kleinste nur noch die 
ersten 100 N-terminalen AS repräsentierte (Abb. 17A). Zur genaueren Kartierung der 
Bindungsdomäne für das VP35 wurden zusätzlich Mutanten des L-Proteins mit deletiertem 
N-Terminus hergestellt. Als Ausgangskonstrukt diente die bereits klonierte L-
Deletionsmutante, die noch über die ersten 600 N-terminalen AS verfügte (Abb. 17B). Die 
klonierten L-Deletionsmutanten wurden alle durch ein N-terminales Flag-Epitop markiert, um 
sie später detektieren zu können. 
 

 
 

Abb. 17. Klonierte L-Deletionsmutanten des EBOVz.  Das EBOVzL besteht aus 2213 AS. 
Dargestellt ist die vermutete VP35-Bindungsdomäne im N-terminalen Bereich des L-Proteins (hell-
graue Box) sowie das N-terminale Flag-Epitop (schwarze Box mit weißem Stern). (A) C-terminale L-
Deletionsmutanten: Die drei größten Fragmente (L1200, L600 und L450) sowie das kleinste Fragment 
(L100) wurden in entsprechendem Größenverhältnis zum vollständigen L-Protein dargestellt 
(schwarze Balken). Die senkrechte, dicke gestrichelte Linie steht stellvertretend für die nicht 
dargestellten L-Fragmente. (B) C- und N-terminale L-Deletionsmutanten: die Darstellung entspricht 
der unter A beschriebenen.  
 

Für die Bezeichnung der hergestellten L-Deletionsmutanten wurde ein einheitliches 
Format verwendet: pT_EBOVzL(Anz. N-terminaler Nukleotide). Dabei steht pT für den 
verwendeten Vektor pTM1. 
 
 
 

L C   N 
1 2213 

L1200 
L600 
L450 

L100 

C-terminale  
Deletionsmutanten 

EBOVzL 

L200-600 

L300-600 

A 

B 
C- & N-terminale 
Deletionsmutanten 

Vermutete VP35-Bindungsdomäne 
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Klonierung mittels PCR:  Die Klonierung erfolgte mit Ausnahme der pT_EBOVzL1200 
Mutante nach einem einheitlichen Prinzip: Für die Amplifikation des gewünschten N-
terminalen Bereiches wurde jeweils ein entsprechendes Primerpaar verwendet (Tab. 6). 

Für die Klonierungen der C-terminalen L-Deletionsmutanten wurde der Vorwärtsprimer 
#1449 verwendet, der die Restriktionsschnittstelle NcoI und das Startcodon des Flag-Epitops 
enthält. Der Rückwärtsprimer besteht jeweils aus den letzten Nukleotiden der kodierenden 
Sequenzen des L, die amplifiziert werden sollten, sowie einem Stoppkodon und der 
Restriktionsschnittstelle SacI. 

Für die Klonierungen der C- und N-terminalen L-Deletionsmutanten wurden 
Vorwärtsprimer verwendet, die die Restriktionsschnittstelle NotI, die vollständige Sequenz 
des Flag-Epitops und direkt im Anschluss die Sequenz für die ersten acht AS des L-Proteins 
ab der jeweils gewünschten Startposition enthielten. Als Rückwärtsprimer diente der Primer 
#1584, der für die Klonierung des pT_EBOVzL600 als Rückwärtsprimer eingesetzt wurde. 
 

CC-Nr. Name Primerpaar 
   

C-terminale L-Deletionsmutanten  
   

ML-11/ 04 pT_Flag_EBOVzL1200 #1590 - #1589 
ML-10/ 04 pT_Flag_EBOVzL600 #1449 - #1584 
ML-09/ 04 pT_Flag_EBOVzL450 #1449 - #1583 
ML-12/ 04 pT_Flag_EBOVzL400 #1449 - #1688 
ML-15/ 05 pT_Flag_EBOVzL380 #1449 - #1701 
ML-19/ 05 pT_Flag_EBOVzL370 #1449 - #1901 
ML-14/ 05 pT_Flag_EBOVzL360 #1449 - #1700 
ML-13/ 04 pT_Flag_EBOVzL340 #1449 - #1699 
ML-08/ 03 pT_Flag_EBOVzL333 #1449 - #1438 
ML-07/ 03 pT_Flag_EBOVzL177 #1449 - #1437 
ML-06/ 03 pT_Flag_EBOVzL133 #1449 - #1436 
ML-05/ 03 pT_Flag_EBOVzL100 #1449 - #1435 

   
C-und N-terminale L-Deletionsmutanten  

   
ML-20/ 05 pT_Flag_EBOVzL200-600 #1845 - #1584 
ML-25/ 06 pT_Flag_EBOVzL220-600 #2046 - #1584 
ML-26/ 06 pT_Flag_EBOVzL240-600 #2047 - #1584 
ML-27/ 06 pT_Flag_EBOVzL260-600 #2048 - #1584 
ML-28/ 06 pT_Flag_EBOVzL280-600 #2049 - #1584 
ML-21/ 05 pT_Flag_EBOVzL300-600 #1971 - #1584 

 

Die über ein Agarosegel gereinigten PCR-Produkte wurden mit den entsprechenden 
Restriktionsenzymen geschnitten und in den Vektor pTM1 ligiert (3.1.9). Von einer Auswahl 
an Klonen wurden Plasmidpräparationen in kleinem Maßstab hergestellt (3.1.11) und nach 
einem analytischen Verdau (3.1.7) durch eine analytische Gelelektrophorese (3.1.5.1) auf 
den korrekten Einbau der PCR-Fragmente getestet. Plasmid-DNA mit den gewünschten 
Insertionen wurden in großem Maßstab produziert (3.1.12). Abschließend wurde die klonierte 
DNA auf Mutationen getestet. Die Sequenzierung erfolgte mit dem Vorwärtprimer #125 und 
dem Rückwärtprimer #174, die beide im pTM1-Plasmid nahe der Multiple Cloning Site (MCS) 
binden und in den Bereich der Insertion hineinlesen (3.1.14). 

Klonierung mittels in vitro-Mutagenese:  Die ortsgerichtete Mutagenese wurde 
ausschließlich zur Herstellung der größten L-Deletionsmutante pT_EBOVzL1200 angewandt. 
Dies war erforderlich, da die Amplifikation eines derart großen Sequenzabschnittes mittels 
herkömmlicher PCR generell eine zu hohe Anfälligkeit für Mutationen hat. Die verwendeten 

Tab. 6. L-Deletionsmutanten des 
EBOVz. Die Clone-Chart-Nummer 
(CC-Nr.) setzt sich zusammen aus den 
Initialen des Erzeugers sowie der Klon-
Nr. und dem Jahr der Herstellung. Die 
Bezeichnung der Klone beinhaltet den 
Vektor (pTM1), das Epitop (Flag) den 
Spenderorganismus (EBOVz) sowie 
den N-terminalen Bereich des L-
Proteins. Die Primer sind mit internen 
Nummern bezeichnet.  
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komplementären Primer wurden so gewählt, dass sie die Sequenz des L-Gens von AS 1190 
bis AS 1202 + 2 Guanosine umfassen und zwei Punktmutationen enthalten. Die Mutationen 
führten im Bereich der AS 1195 zur Erzeugung einer künstlichen BclI Schnittstelle, die in 
einem späteren Kontrollverdau verwendet wurde, um das neue Fragment auf den Erfolg der 
in vitro-Mutagenese zu überprüfen. Die AS an Position 1199 wurde durch die Substitution zu 
einem Stopp-Codon mutiert und führte damit zur Herstellung eines trunkierten L-Proteins an 
definierter Stelle. Die Identifikation positiver Klone erfolgte mittels Restriktionsverdau (3.1.7) 
und Sequenzierung (Primer F#21.1, F#22.1, #125).  

4.2.2 Ko-Lokalisation von NP, VP35 und den L-Deletionsmutanten (IFA) 
 

Die Immunfluoreszenz-Analysen von NP, VP35 und den L-Deletionsmutanten wurden 
durchgeführt wie in Kapitel 4.1.3 beschrieben. Zunächst wurde überprüft, ob die 
hergestellten L-Deletionsmutanten nach Expression in den BSR-T7/5-Zellen ein dem 
vollständigen L-Protein vergleichbares homogenes Verteilungsmuster aufwiesen. Dies war 
sowohl bei den einzeln exprimierten C-terminalen L-Deletionsmutanten (Abb. 18) als auch 
den C- und N-terminalen L-Deletionsmutanten (Abb. 21) der Fall. Auffällig war jedoch die 
insbesondere in Kernnähe aufgetretene Neigung zur Aggregatbildung der kleinen Fragmente 
(Flag_EBOVzL100/ 133/ 177/ 333 und Flag_EBOVzL300-600/ 280-600). Darüber hinaus 
wurde festgestellt, dass mit zunehmender Verkürzung des L-Proteins der Expressionslevel 
anstieg. Daher musste die transfizierte DNA-Menge der Größe des eingesetzten Fragments 
angeglichen werden.  
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Abb. 18. Einzel-Expression der Flag_EBOVzL-Fragment e (IFA). Immunfluoreszenz-Analyse von 
transfizierten BSR-T7/5 Zellen und Detektion der L-Fragmente mit dem monoklonalen Maus-
Antikörper Anti-Flag® M2 (1:200) und dem Fluor FITC AP F(ab’)2 Anti-Maus IgG (H+L) Ziege 
Antikörper (1:100). (A) L-Fragmente mit intakter VP35-Bindungsdomäne und (B) L-Fragmente mit 
inkompletter VP35-Bindungsdomäne wie nachfolgend dargestellt. 
 

Im Anschluss erfolgten die Ko-Expressionsstudien mit den L-Deletionsmutanten, wie sie 
bereits für das vollständige L-Protein in Kapitel 4.1.3 beschrieben wurden. Die EBOVzL-
Fragmente wurden jeweils in An- und Abwesenheit des VP35 mit dem NP ko-exprimiert. Das 
exprimierte NP-Protein bildete dabei unabhängig von der Ko-Expression der anderen beiden 
Nukleokapsidproteine zytoplasmatische Einschlusskörperchen. In Abwesenheit von VP35 
zeigten sämtliche L-Deletionsmutanten ein homogenes Verteilungsmuster, wie man es auch 
nach solitärer Expression der Proteine finden konnte (Abb. 18). Dies zeigt, dass das L-
Protein nicht direkt mit NP interagiert. Eine Re-Lokalisation der L-Deletionsmutanten in die 
NP-Einschlusskörperchen erfolgte nach Ko-Expression des VP35. Dies gelang jedoch nur, 
wenn die L-Deletionsmutanten trotz ihres trunkierten Bereiches noch über eine vollständig 
erhaltene VP35-Bindungsdomäne verfügten. Daher kann die Ko-Lokalisation einer L-
Deletionsmutante mit den Einschlusskörperchen des NP auf eine intakte VP35-
Bindungsdomäne zurückgeführt werden. 
Die Immunfluoreszenz-Analysen ergaben, dass Flag_EBOVzL370 die kleinste C-terminale L-
Deletionsmutante ist, die mit den Einschlusskörperchen des NP ko-lokalisierte (Abb. 19). 
Bereits die Deletion von weiteren 10 AS am C-Terminus (Fragment Flag_EBOVzL360) 
verhinderte die Ko-Lokalisation. Damit wurde gezeigt, dass die Interaktion mit VP35 über den 
N-Terminus des L-Proteins erfolgt. Die Bindungsdomäne für das VP35 ist innerhalb der 370 
N-terminalen AS des L lokalisiert, wobei die Region zwischen AS 360 und 370 essentiell für 
die Bindung ist.  
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Abb. 19. Ko-Expression der Flag_EBOVzL-Fragmente mi t NP und VP35.  Immunfluoreszenz-
Analyse von mit FuGENE® 6 transfizierten BSR-T7/5 Zellen. Detektion des NP mit einem Ziege-Anti-
EBOVz-Serum (1:100) und einem Alexa Fluor® 594 Esel Anti-Ziege AK (1:500); Flag-L Nachweis 
durch den Anti-Flag® M2-AK (1:200) und dem Fluor FITC donkey anti-mouse AK (1:100). (A-D) Ko-
Expression von NP und Flag-L-Deletionsmutanten in Anwesenheit von VP35. (A und B) Ko-
Lokalisation der L-Deletionsmutanten als Folge der erhalten gebliebenen Interaktionsfähigkeit mit 
VP35. (C und D) NP in den typischen intrazellulären Einschlusskörperchen; Flag_L-Deletionsmutanten 
mit homogener Verteilung. Diesen Deletionsmutanten fehlt die intakte VP35-Bindungsdomäne. 
 
Durch die Testung der L-Fragmente mit deletiertem C-und N-terminalen Bereich stellte sich 
heraus, dass die ersten 200 AS des N-Terminus des L-Proteins für die Komplexbildung mit 
VP35 nicht benötigt werden (Abb. 20A und B). Hingegen führte die Deletion von weiteren 
100 AS (dies entspricht dem Fragment Flag_EBOVzL300-600) dazu, dass die Ko-
Lokalisation des L-Fragments in die Einschlusskörperchen des NPs unterblieb (Abb. 20C 
und D). Die Interaktion zwischen dem L-Fragment und VP35 fand demnach nicht statt, was 
darauf hinweist, dass die Mutante keine intakte VP35-Bindungsdomäne besitzt.  
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Abb. 20. Ko-Expression der C- und N-terminalen L-De letionsmutanten mit NP und VP35.  
Immunfluoreszenz-Analyse von transfizierten BSR-T7/5 Zellen. Die zur Detektion des NP und des 
Flag-Epitops verwendeten Antikörper sind dem Text zu Abb. 19 zu entnehmen. (A, B) Ko-Expression 
der Deletionsmutante Flag_EBOVzL200-600 mit NP bzw. NP und VP35. (A) Ko-Lokalisation als Folge 
der erhalten gebliebenen Interaktionsfähigkeit mit VP35. (C, D) Ko-Expression der Deletionsmutante 
Flag_EBOVzL300-600 mit NP bzw. NP und VP35. (C) Das Fehlen einer intakten VP35-
Bindungsdomäne auf dem L-Protein verhindert die Ko-Lokalisation in den typischen 
Einschlusskörperchen des NP. 
 
Anschließend wurden mit L-Fragmenten, die zusätzliche Deletionen im N-terminalen Bereich 
aufwiesen, weitere Untersuchungen durchgeführt. Die längste dieser Mutanten umfasst AS 
220 bis 600, die kürzeste AS 280 bis 600 (Abb. 21A-F). Es war trotz vielfacher Versuche 
nicht gelungen die Deletionsmutante Flag_EBOVzL220-600 zu exprimieren (Abb. 21C), 
weshalb diese Mutante nicht auf ihre Ko-Lokalisationsfähigkeit getestet werden konnte. In 
nachfolgend durchgeführten in vitro Translationsstudien (Abb. 24A) konnte gezeigt werden, 
dass diese L-Deletionsmutante an erwarteter Position keine Bande aufwies. Daher ist 
anzunehmen, dass in diesem Fall entweder ein internes TSS bevorzugt wurde oder die 
Mutante auf Grund hoher Instabilität abgebaut wurde. Die IF-Analysen aller weiteren L-
Deletionsmutanten (Flag_EBOVzL240-600/ 260-600/ 280-600) führten zu dem Ergebnis, 
dass hier nur eine partielle Ko-Lokalisation vorlag. Das typische Bild einer partiellen Ko-
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Lokalisation wird in Abb. 21G am Beispiel der Flag_EBOVzL240-600 L-Deletionsmutante 
dargestellt.  
 

 
 

Abb. 21. Einzel-Expression der C- und N-terminalen L-Deletionsmutanten und partielle Ko-
Lokalisation von Flag_EBOVzL240-600.  Immunfluoreszenz-Analyse von transfizierten BSR-T7/5 
Zellen. Die zur Detektion des NP und des Flag-Epitops verwendeten Antikörper sind dem Text zu Abb. 
19 zu entnehmen. (A-F) Einzelexpression der C- und N-terminalen L-Deletionsmutanten in folgender 
Reihenfolge: Flag_EBOVzL200-600/ 300-600/ 220-600/ 240-600/ 260-600/ 280-600. (G) Ko-
Expression von Flag_EBOVzL240-600 mit NP und VP35. NP in den typischen intrazellulären 
Einschlusskörperchen; Ko-Lokalisation der L-Deletionsmutante als Folge der intakten VP35-
Bindungsdomäne. 
 
Möglicherweise ist in diesem Bereich (AS 240-280) die Interaktion des L-Proteins mit dem 
VP35 zwar noch möglich, jedoch instabil. Um die Interaktion zwischen VP35 und dem L-
Protein näher zu beleuchten, wurden zusätzlich Ko-Immunpräzipitationsstudien durchgeführt 
(4.2.3). 
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4.2.3 Interaktionen des VP35 mit L-Deletionsmutanten (Ko-IP) 
 

Die Ko-Immunpräzipitations-Assays ermöglichten einen direkten Nachweis der Interaktion 
des L-Proteins und der L-Deletionsmutanten mit dem VP35. Unter Verwendung des TNT® 
T7 Quick Coupled Transcription/Translation System wurde eine C-terminal HA-markierte 
Form des VP35 und das Flag-markierte L-Protein bzw. die L-Deletionsmutanten entweder 
einzeln oder gemeinsam in vitro translatiert und methabolisch mit [35S]-Methionin markiert 
(3.3.2). Nach einer Präinkubation mit Protein-A-Sepharose erfolgte die Detektion des L-
Proteins mit dem monoklonalen Maus-Anti-Flag® M2-AK (1:500) und die Erkennung des 
VP35 über den monoklonalen Maus-Anti-HA.7-AK (1:5000). Präzipitiert wurde über die 
Kopplung der AK an Protein-A-Sepharose (3.3.3). Die Ko-Immunpräzipitate wurden mittels 
SDS-PAGE (3.3.4.1) aufgetrennt, das Gel getrocknet und mit dem Bio-Imager und dem 
Computerprogramm TINA 2.09g ausgewertet (3.3.4.4). 

Zunächst wurde das vollständige L-Protein hinsichtlich der Interaktionsfähigkeit mit VP35 
in diesem Assay getestet (Abb. 22). Dazu wurden die beiden Proteine jeweils einzeln 
exprimiert (Spur 1 und 2) und ko-translatiert (Spur 3). Anschließend erfolgte die Präzipitation 
mit dem Anti-HA.7- bzw. dem Anti-Flag M2-AK. Eine unspezifische Detektion des VP35HA 
durch Kreuzreaktion mit dem Anti-Flag M2-AK (Spur 4) bzw. des Flag_EBOVzL mit dem 
Anti-HA.7-AK (Spur 7) konnte ausgeschlossen werden. Beide einzeln exprimierten Proteine 
wurden mit den verwendeten Antikörpern immunpräzipitiert (Spur 5 und 6). Unter 
spezifischer Fällung des Flag_EBOVzL mit dem Anti-Flag M2 AK wurde VP35HA ko-
sedimentiert, was die Interaktion beider Proteine zeigt (Spur 8). Der Nachweis über die 
spezifische Fällung des VP35HA  mit dem Anti-HA.7-AK verlief jedoch negativ. Flag_EBOVzL 
konnte als Ko-Immunpräzipitat nicht nachgewiesen werden (Spur 9). Möglicherweise liegt die 
Menge des ko-immunpräzipitierten L-Proteins unterhalb der Nachweisgrenze, denn auch das 
präzipitierte VP35-Protein liegt in diesem Ansatz in nur geringer Menge vor.  
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Abb. 22. Interaktion des Flag_EBOVzL  mit VP35 HA. Flag_EBOVzL und VP35HA wurden mittels des 
TNT® T7 Quick Coupled Retikulozytenlysat-Systems ko-exprimiert und metabolisch mit [35S]-
Methionin markiert. Nach der in vitro Translation folgte eine Ko-Immunpräzipitation mit einem Anti-Flag 
M2-AK oder einem Anti-HA.7-AK. 10 µl des Translations-Reaktions-Gemischs und der 
Immunkomplexe wurden über SDS-PAGE separiert und mittels BioImager-Analyse visualisiert. Um 
Kreuzreaktionen der AK auszuschließen, wurden Flag_EBOVzL und VP35HA einzeln exprimiert und 
mit den angezeigten AK präzipitiert. Durch die Nutzung zusätzlicher, interner Translationsinitiations-
Stellen des L-Proteins wurden neben dem Volle-Länge-Produkt (schwarzer Pfeilkopf) auch kleinere 
Fragmente synthetisiert. Die jeweils exprimierten Proteine sind oberhalb, die verwendeten AK 
unterhalb der Autoradiographie aufgeführt. Links sind die Positionen des mitgeführten 
Größenmarkers, rechts die Positionen der detektierten Proteine angezeigt. 
 

Nachfolgend wurden sämtliche Flag-markierten L-Deletionsmutanten gemeinsam mit dem 
HA-markierten VP35 als potentiellen Interaktionspartner in vitro translatiert. Die Ko-
Immunpräzipitations-Analysen der C-terminalen L-Deletionsmutanten sind in Abb. 23 
dargestellt, die Ergebnisse für die C- und N-terminal deletierten L-Fragmente sind der Abb. 
24 zu entnehmen. Alle L-Fragmente wurden mit den verwendeten AK auf eventuell 
bestehende Kreuzreaktionen getestet. Für den Anti-Flag® M2-AK ergaben sich keine 
Unspezifitäten, der Anti-HA.7-AK hingegen zeigte zumeist eine schwache Detektion der 
singulär exprimierten FlagL-Fragmente (Abb 23A, unten). Dies trat vor allem bei starker 
Expression der Proteine auf. Darüber hinaus lag insbesondere die Menge an größeren, ko-
immunpräzipitierten FlagL-Fragmenten häufig unterhalb der Nachweisgrenze. Demzufolge 
konzentrierten sich die Untersuchungen primär auf den Nachweis mit dem Anti-Flag® M2-
AK.  

Die mittels Ko-Immunpräzipitation gewonnenen Daten sind mit den Ergebnissen der 
Immunfluoreszenzstudien bezüglich der Interaktionsfähigkeit des L-Proteins mit dem VP35 
identisch. Das VP35HA ko-sedimentiert nicht nur bei Präzipitation der Deletionsmutanten 

FlagL1200, FlagL600 und FlagL450 (Abb. 23A) mit dem Anti-Flag® M2-AK, sondern auch mit den 
Fragmenten FlagL400 und FlagL380 (Abb. 23B). Bei Ko-Expression der Fragmente FlagL360 und 

FlagL340 (Abb. 23B) sowie aller kleineren Fragmente (Daten nicht gezeigt) mit VP35HA, 
konnte das VP35HA nicht ko-immunpräzipitiert werden. Daher sind diese Fragmente nicht 
mehr in der Lage mit VP35HA zu interagieren. Von besonderem Interesse ist Fragment 

FlagL370, da es möglicherweise den Grenzbereich der VP35-Bindungsdomäne kennzeichnet 
(Abb. 23C). Die Ko-Lokalisation des FlagL370 in den Einschlusskörperchen des NP in der 
Immunfluoreszenz spricht für eine intakte VP35-Bindungsdomäne (Abb. 19B). Dennoch 
erbrachte die Ko-Immunpräzipitations-Analyse keinen eindeutigen Nachweis für eine 

1          2          3           4           5         6           7         8          9 

In vitro Translation   αFlag    αHA   αFlag    αHA   αFlag   αHA 

30kD 

45kD 

66kD 
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VP35HA 

FlagL 

VP35HA VP35HA FlagL FlagL 
FlagL + 
VP35HA 

FlagL + 
VP35HA 
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Interaktion zwischen dieser L-Deletionsmutante und dem VP35. Der Test wurde unter 
Verwendung des Anti-Flag® M2-AK und zusätzlich des Anti-HA-AK, die beide bereits an 
Agarose-gekoppelt vorlagen, wiederholt (Abb. 23C). Wiederum diente das FlagL360 als 
Negativkontrolle und das FlagL380 als Positivkontrolle. Mit der M2-Agarose konnte lediglich 
bei Ko-Expression mit dem FlagL380 das VP35 präzipitiert werden (Spur 7, Mitte). Allerdings 
befindet sich auf Höhe der VP35-Bande eine Abbaubande des FlagL380 (Spur 6, Mitte). Die 
Komplexbildung mit VP35 führt wahrscheinlich zur Stabilisierung des L-Proteins, weshalb 
das als Doppelbande sichtbare Abbauprodukt des FlagL380 bei Ko-Expression mit VP35 nicht 
detektierbar war. Der Interaktionsnachweis mit dem Agarose-gekoppelten Anti-HA-AK fiel 
deutlicher aus (Spur 7, unten). Im Gegensatz dazu konnte für das FlagL360 weder mit der M2-
Agarose (Spur 3, Mitte) noch mit der HA-Agarose (Spur 3, unten) die Interaktion mit dem 
VP35 gezeigt werden. Die Kontrollen waren somit verwendbar. Für das zu untersuchende 

FlagL370 fiel der Nachweis mit der M2-Agarose (Spur 5, Mitte) eindeutig negativ aus, 
wohingegen bei Einsatz der HA-Agarose (Spur 5, unten) geringe Mengen des FlagL370 
präzipitiert werden konnten. In Verbindung mit dem positiven Interaktionsnachweis aus der 
Immunfluoreszenz-Analyse sprechen diese Daten dafür, dass es sich hierbei um eine 
abgeschwächte Bindung von VP35 an das FlagL370 handelt.  
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Abb. 23. Interaktion der C-terminalen FlagL-Deletionsmutanten  mit VP35 HA. FlagL-Deletions-
mutanten und VP35HA wurden mittels des TNT® T7 Quick Coupled Retikulozytenlysat-Systems ko-
exprimiert und metabolisch mit [35S]-Methionin markiert. Nach der in vitro Translation folgte eine Ko-
Immunpräzipitation mit einem Anti-Flag M2-AK oder einem Anti-HA-AK. 10 µl des Translations-
Reaktions-Gemischs und der Immunkomplexe wurden über SDS-PAGE separiert und mittels Bio-
Imager-Analyse visualisiert. Das exprimierte VP35HA ist oberhalb, die jeweilige FlagL-Deletionsmutante 
unterhalb der Graphik angezeigt. Die verwendeten AKs sind links neben der Graphik vermerkt, die 
Positionen der detektierten Proteine rechts neben der Autoradiographie aufgeführt. 
 
Die Einzel- und Ko-Expression der C- und N-terminal deletierten L-Mutanten gelang mit 
Ausnahme des Fragments Flag_EBOVzL220-600 (Abb. 24A). Die erwartete Position dieser 
L-Deletionsmutante wurde mit schwarzen Balken gekennzeichnet (Spur 4 und 5 von links). 
Weder durch die Ko-Immunpräzipitation mit dem Agarose-gekoppelten Anti-Flag® M2-AK 
noch mit dem Agarose-gekoppelten Anti-HA-AK konnten die jeweils ko-exprimierten Proteine 
präzipitiert werden (Abb. 24B). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass keine der C- 
und N-terminal deletierten Mutante in der Lage ist mit VP35 zu interagieren. Jedoch hatten 
die Immunfluoreszenz-Analysen für die L-Deletionsmutante Flag_EBOVzL200-600 eine 
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Interaktion mit dem VP35 bestätigt (4.2.2). Für das Fragment Flag_EBOVzL280-600 wurde 
zumindest eine partielle Ko-Lokalisation und damit eine schwache bzw. instabile Interaktion 
mit dem VP35 detektiert. Daher ist anzunehmen, dass eine N-terminale Deletion des L-
Proteins von mehr als 200 AS zu einer abgeschwächten Interaktion zwischen L und VP35 
führt. Im Gegensatz zur Immunfluoreszenz-Analyse war es mit dem Ko-Immunpräzipitations-
Assay nicht möglich diese schwachen Wechselwirkungen zwischen den ko-exprimierten 
Proteinen zu detektieren.  
 

 
 

Abb. 24. Interaktion der C- und N-terminal deletier ten FlagL-Fragmente  mit VP35 HA. FlagL-Deletions-
mutanten und VP35HA wurden mittels des TNT® T7 Quick Coupled Retikulozytenlysat-Systems ko-
exprimiert und metabolisch mit [35S]-Methionin markiert (A). Nach der in vitro Translation folgte eine 
Ko-Immunpräzipitation mit einem Anti-Flag M2-AK oder einem Anti-HA-AK (B). 10 µl des Translations-
Reaktions-Gemischs und der Immunkomplexe wurden über SDS-PAGE separiert und mittels Bio-
Imager-Analyse visualisiert. Das exprimierte VP35HA ist oberhalb, die jeweilige FlagL-Deletionsmutante 
unterhalb der Graphik angezeigt. Die verwendeten AKs sind links neben der Graphik vermerkt, die 
Positionen der detektierten Proteine rechts neben der Autoradiographie aufgeführt. 
 

4.2.4 Zusammenfassung Kapitel 4.2 
 

Die beiden Nukleokapsidproteine L und VP35 interagieren miteinander und bilden den 
aktiven RNA-abhängigen RNA-Polymerase-Komplex. Um die Bindungsdomäne für das VP35 
auf dem L-Protein zu identifizieren, wurden Immunfluoreszenz-Analysen und ergänzend Ko-
Immunpräzipitations-Assays durchgeführt. Die Interaktionsstudien wurden mit einer Reihe N-
terminal Flag-markierter L-Deletionsmutanten durchgeführt, die entsprechend des jeweils 
aktuellen Kenntnisstandes kloniert wurden. Dadurch erfolgte eine stufenweise Eingrenzung 
der Interaktionsdomäne. 
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Abb. 25. Struktur der VP35-Bindungsdomäne auf dem E BOVzL.  Dargestellt ist die Position der 
Bindungsdomäne für VP35 auf dem 2213 AS umfassenden L-Protein. Am N-Terminus befindet sich 
das Flag-Epitop (schwarzer Kasten mit weißem Stern). Die essentielle VP35-Bindungsdomäne 
besteht aus 100 AS und umfasst die AS 280-380, die erweiterte VP35-Bindungsdomäne erstreckt sich 
mit 40 AS über die AS 240-280 auf dem N-Terminus des L-Proteins. 
 
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindungsdomäne für das VP35 im N-terminalen Bereich 
des L-Proteins lokalisiert ist und die AS 280-380 umfasst (Abb. 25). Dieser Bereich 
kennzeichnet die essentielle VP35-Bindungsdomäne, da L-Fragmente mit einer Ausdehnung 
über diese Region hinweg sowohl in der Immunfluoreszenz-Analyse als auch im Ko-
Immunpräzipitations-Assay eine eindeutige Interaktion mit VP35 zeigten. Durch die 
zusätzliche Interaktion des VP35 mit einem erweiterten Bereich der charakterisierten VP35-
Bindungsdomäne erfolgte die Stabilisierung des Polymerase-Komplexes. Die erweiterte 
VP35-Bindungsdomäne umfasst 40 AS und erstreckt sich von AS 240-280 auf dem N-
Terminus des L-Proteins (Abb. 25). Die Kartierung dieses Bereiches gelang durch L-
Fragmente, die in Immunfluoreszenz-Analysen eine partielle Ko-Lokalisation mit NP-
Einschlusskörperchen zeigten. 

4.3 Untersuchungen zur Homo-Oligomerisierung des EB OVzL 
 

Die Fähigkeit filoviraler Proteine durch Selbstaggregation Multimere zu bilden, scheint die 
Voraussetzung für deren Funktionalität zu sein. Nachgewiesen wurde dies u. a. bereits für 
das VP35 des MARV (Möller, et al., 2005). Eine Multimerisierungsdomäne für das L-Protein 
ist bisher nicht bekannt. Allerdings konnte bereits für verschiedene Negativstrang-RNA-Viren 
gezeigt werden, dass das L-Protein Homo-Oligomere bildet, die für die Polymeraseaktivität 
essentiell sind (Cevik, et al., 2003, Sanchez and de la Torre, 2005, Smallwood and Moyer, 
2004). Im Rahmen dieser Arbeit sollte zunächst untersucht werden, ob das L-Protein des 
EBOV zur Homo-Oligomerisierung fähig ist. Ferner sollte im Falle einer L-L-Interaktion die 
Multimerisierungsdomäne lokalisiert werden. Durch diese Untersuchungen sollte geklärt 
werden, ob die Bildung des aktiven Polymerasekomplexes von der Homo-Oligomerisierung 
des L-Proteins abhängig ist. 

4.3.1 Klonierung eines HA-Epitops an den N-Terminus des L-Proteins 
 

Für die Untersuchungen zur L-L-Oligomerisierung war es nötig mit zwei unterschiedlich 
Epitop-markierten L-Proteinen zu arbeiten, da kein AK für die direkte Detektion des L-
Proteins zur Verfügung stand. Das bisher verwendete N-terminale Flag-Epitop sollte daher 
durch ein HA-Epitop ausgetauscht werden. Das HA-Epitop stammt von dem humanen 
Influenza-Hämagglutinin und ist ein aus neun AS bestehendes Peptid. Da ein Start-Codon 
bei der Einklonierung vorgeschaltet wurde, besteht die N-terminale HA-Markierung des L-
Proteins aus zehn AS und wird durch folgende Sequenz kodiert: 

5’- atg tat cca tat gat gtt cca gat tat gca -3’ 

 C   N 
1 2213 

 

Essentielle VP35 -Bindungsdomäne  
               100 AS (EBOVzL280 -380) 

Erweiterte VP35 -Bindungsdomäne  
                40 AS (EBOVzL240 -280) 

EBOVzL 
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Der Austausch des N-terminalen Flag-Epitops gegen ein HA-Epitop wurde nur an dem 
Konstrukt des vollständigen L-Gens pT_Flag_EBOVzL und den L-Genfragmenten pT_Flag-
EBOVzL1200/ 600 vorgenommen. Die Deletion des Flag-Epitops und die Insertion des HA-
Epitops erfolgten über die Restriktionsschnittstelle NotI (Abb. 15). 

Klonierung mittels Primer-Annealing:  Die Herstellung Epitop-markierter Proteine 
erfolgte über die Methode des sog. Primer-Annealing (3.1.4). Hierzu wurden die beiden 
zueinander komplementären Oligonukleotide #1733 und #1734 verwendet (Tab. 7). Beide 
Primer enthalten die Sequenz des HA-Epitops mit einem vorgeschalteten Start-Codon und 
sind von der Sequenz der NotI-Schnittstelle umrahmt.  

 
CC-Nr. Name Ausgangskonstrukt  Schnittstelle  Primerpaar 

     
ML-16/ 05 pT_HA_EBOVzL pT_Flag_EBOVzL NotI #1733 - #1734 
ML-23/ 05 pT_HA_EBOVzL1200 pT_Flag_EBOVzL1200 NotI #1733 - #1734 
ML-22/ 05 pT_HA_EBOVzL600 pT_Flag_EBOVzL600 NotI #1733 - #1734 

 
 
 
 
 
 
Nach der Hybridisierung der komplementären Oligonukleotide (3.1.4) wurden diese mittels 
Ethanol-Fällung aufgereinigt und ankonzentriert (3.1.6.4). Die hybridisierten Primer mussten 
nicht geschnitten werden, da sticky ends bereits vorhanden waren. Das jeweilige 
Ausgangskonstrukt (Tab. 7) wurde mit dem Restriktionsenzym NotI geschnitten (3.1.7), um 
das Flag-Epitop zu entfernen und das HA-Epitop in den Zielvektor zu klonieren (3.1.9). Die 
klonierte DNA wurde mit dem Vorwärtsprimer #125 sequenziert und so auf Mutationen und/ 
oder ein mehrfach inseriertes HA-Epitop getestet (3.1.14). Klone mit korrektem Einbau des 
HA-Epitops wurden in großem Maßstab produziert (3.1.12). 

4.3.2 Einfluss der N-terminalen Markierung auf die Polymerase-Aktivität 
 

Um auszuschließen, dass die N-terminale Markierung des L-Proteins zu dessen 
Inaktivierung führt (z.B. durch Fehlfaltungen und damit verbundenen 
Konformationsänderungen des Proteins), wurden die markierten L-Proteine zunächst auf ihre 
enzymatische Aktivität hin getestet. Die Untersuchung erfolgte mittels des artifiziellen EBOV-
spezifischen Replikations- und Transkriptionssystems, wobei das Reporterprotein CAT über 
dessen enzymatische Aktivität nachgewiesen wurde. Der Versuch wurde in subkonfluenten 
(50-70%) BSR-T7/5 Zellen, wie unter 3.3.5.1 beschrieben, durchgeführt. Im Kontrollansatz 
(Negativkontrolle; -EBOVzL) wurde das L-Plasmid nicht transfiziert, so dass kein 
enzymatisch aktives CAT-Protein synthetisiert werden konnte. Die Testansätze (+HA-
EBOVzL; +Flag-EBOVzL; +Flag-EBOVzL1200) wurden anstatt mit dem für das EBOVzL 
kodierenden Plasmid mit dem Plasmid der jeweiligen Epitop-markierten Variante des L-
Proteins bzw. dem für die C-terminal verkürzten Deletionsmutanten kodierenden Plasmid 
transfiziert. Nach erfolgtem CAT-Assay wurden acetyliertes und nicht acetyliertes 
radioaktives Chloramphenicol in einem BioImager-Analyzer-BAS-1000 ausgelesen (Abb. 
26A). Nach der quantitativen Auswertung der Daten mit dem Programm TINA2.09g wurden 
die erhaltenen Werte graphisch dargestellt (Abb. 26B). 
 

Tab. 7. N-terminal HA -markierte L -Proteine des EBOVz.  Die Clone-Chart-Nummer 
(CC-Nr.) setzt sich zusammen aus den Initialen des Erzeugers sowie der Klon-Nr. und 
dem Jahr der Herstellung. Die Bezeichnung der Klone beinhaltet den Vektor (pTM1), 
das Epitop (Flag) den Spenderorganismus (EBOVz) sowie den N-terminalen Bereich 
des L-Proteins. Die Primer sind mit internen Nummern bezeichnet.  
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Die in Abb. 26 dargestellten Ergebnisse zeigen, dass durch eine N-terminale Markierung des 
L-Proteins mit dem HA-Epitop keine Veränderung in der Replikations- und Transkriptions-
Aktivität der Polymerase L auftritt. Während bei dem N-terminal Flag-markierten L-Protein 
noch eine enzymatische Aktivität von 16% zu detektieren war, führte die zusätzliche Deletion 
des C-Terminus zur vollständigen Inaktivierung der Polymerase. Damit wurde zum einen die 
funktionelle Bedeutung des C-terminalen Bereichs des L-Proteins für die enzymatische 
Aktivität belegt, zum anderen wurde der Einfluss einer Epitop-Markierung veranschaulicht. 
Während das HA-Epitop keinerlei Einfluss auf die Polymeraseaktivität zeigte, konnte für das 
Flag-Epitop eine erhebliche Verminderung der enzymatischen Aktivität des L-Proteins 
ermittelt werden. 

4.3.3 Die Instabilität des EBOVz-L-Proteins bei Einzel-Expression 
 

Für die RNA-Polymerase des Sendai-Virus wurde bereits gezeigt, dass die Stabilität des 
L-Proteins von der Ko-Expression des viralen P-Proteins, einem Analogon des EBOVzVP35, 
abhängig ist. Dabei unterstützt das P-Protein möglicherweise die Faltung des L und 
verhindert so den Abbau der gebildeten L Oligomere (Horikami, et al., 1992, Horikami, et al., 
1997). Es war davon auszugehen, dass sich diese Beobachtungen auf das L-Protein des 
EBOVz übertragen lassen. Deshalb sollte im Vorfeld der Untersuchungen zur L-L-Interaktion 
die mögliche Instabilität des L-Proteins des EBOVz geklärt werden. Durch die Degradation 
des L-L-Komplexes könnte die Detektion erschwert oder der Nachweis im ungünstigsten Fall 
experimentell nicht möglich sein. 

Um die Stabilität des L-Proteins des EBOVz zu überprüfen, wurden das HA-markierte 
vollständige L und parallel die Deletionsmutante HA_EBOVzL600 jeweils einzeln exprimiert. 
Dazu wurden subkonfluente (50-70%) BSR-T7/5 Zellen mit FuGENE® 6 transfiziert. Es 
wurden je 3 µg pT_HA_EBOVzL bzw. pT_HA_EBOVzL600 eingesetzt. Um den 
Expressionslevel der T7-RNA-Polymerase in den Zellen zu erhöhen, wurde zusätzlich pro 
Ansatz 1 µg des Plasmids pCAGGS-T7 transfiziert, welches für die T7-RNA-Polymerase 
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Abb. 26. Einfluss einer N -terminalen 
Epitop- Markierung auf die Aktivität 
der Polymerase L des EBOVz.  (A) 
Dünnschichtchromatographie von 
radioaktivem Chloramphenicol. BHK-
T7/5 Zellen wurden mittels FuGENE® 
6 mit Plasmiden, die für die Polyme-
rase L in unmarkierter und Epitop-
markierter Form kodieren (je 1 µg) 
transfiziert. Zusätzlich wurden jeweils 
die Plasmide, die für NP, VP35 und 
VP30 kodieren, sowie das Minigenom 
3E-5E transfiziert. Der Versuch wurde 
wie unter 3.3.5.1 beschrieben durch-
geführt. Spur 1: Kontrollansatz ohne 
EBOVzL; Spur 2: Kontrollansatz mit 
EBOVzL; Spur 3-5: Testansätze mit 
HA-EBOVzL, Flag-EBOVzL und Flag-
EBOVzL1200. (B) Graphische Darstel-
lung der CAT-Aktivität. Der gemessene 
Chloramphenicol-Umsatz der Positiv-
kontrolle (Spur 2) wurde gleich 100% 
gesetzt. 
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kodiert. Die Gewinnung der Zelllysate (3.2.4) erfolgte 24h, 36h und 48h nach Transfektion. 
Die gewonnenen Zelllysate wurden auf einem 8%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt 
(3.3.4.1). Nach dem Transfer auf eine PVDF-Membran erfolgte die spezifische 
Proteindetektion (3.3.4.3). Der Nachweis wurde unter Verwendung des monoklonalen Maus-
AK HA.11 als Erst-AK und eines Peroxidase (POD)-gekoppelten Anti-Maus-AK aus Ziege als 
Zweit-AK geführt. Der eingesetzte biotinylierte Protein-Marker (1 µl) wurde durch den 
Horseradish-Peroxidase (HRP, Meerrettich-Peroxidase)-gekoppelten Anti-Biotin AK 
(1:20.000) visualisiert. Für die Detektion wurde das SuperSignal® West Dura Extended 
Duration Substrat nach Herstellerangaben verwendet. Die erhaltenen Daten (Abb. 27) haben 
die vermutete Instabilität des EBOVzL bestätigt.  
 

 
 
Nach 24h war die Detektion beider L-Proteine möglich, obwohl bereits zu diesem Zeitpunkt 
die wesentlich schwächere Expression des vollständigen L-Proteins erkennbar war. Zu 
späteren Zeitpunkten (36h, 48h) konnte das L-Protein nicht mehr detektiert werden. Die L-
Deletionsmutante war aufgrund der erheblich höheren Expressionsrate auch 48h nach 
Transfektion noch in detektierbarer Menge vorhanden, präsentierte sich jedoch als 
abgeschwächte Bande. Dies ist möglicherweise auf eine Degradation des einzeln 
exprimierten L-Proteins zurückzuführen. Die Nachweisbarkeit des Proteins ist somit vom 
Expressionslevel und dem Zeitintervall zwischen Transfektion und Zellernte abhängig, wobei 
der Expressionlevel für ein verkürztes L-Protein beträchtlich erhöht ist. 

4.3.4 Die Stabilisierung des L-Proteins 
 

Um zu untersuchen, ob das L-Protein von anderen EBOV-spezifischen 
Nukleokapsidproteinen stabilisiert wird, wurden Ko-Expressionsversuche durchgeführt. Als 
Kontrolle wurde dabei ein nicht virales Protein, die Firefly-Luziferase, mit dem L-Protein ko-
translatiert. Die einzelnen Nukleokapsidproteine (0,5 µg pT/NPEBO; 0,7 µg pT/VP35EBO; 0,5 
µg pT/VP30EBO), die L-Deletionsmutante (1,5 µg pT_HA_EBOVzL600) sowie die Firefly-
Luziferase (0,7 µg 3E-5E_F-Luz) wurden mittels des TNT® T7 Quick Coupled Transcription/ 
Translation Kits (3.3.5.3) mit dem L-Protein (0,6 µg pT_Flag_EBOVzL) ko-translatiert. Die 
verwendeten Plasmidmengen wurden so austitriert, dass die Expressionsrate der jeweils ko-
exprimierten Proteine annähernd gleich war. Die radioaktiven Proben wurden mittels SDS-
PAGE (3.3.4.1) aufgetrennt und mit dem BioImager (3.3.4.4) analysiert. Das Ergebnis dieser 
Untersuchung ist in Abb. 28 dargestellt.  
 

Abb. 27. Instabilität des L -Proteins  des EBOVz . 
Subkonfluente (50-70%) BSR-T7/5 Zellen wurden 
mittels FuGENE® 6 transfiziert. Die Plasmide 
pT_HA_EBOVzL (3 µg) und pT_HA_EBOVzL600 (3 
µg) wurden jeweils mit dem Plasmid pCAGGS-T7 (1 
µg) ko-transfiziert. Die Gewinnung der Zelllysate 
erfolgte 24h, 36h und 48h nach Transfektion. Die 
Zelllysate wurden über ein 8%-iges Polyacrylamidgel 
aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran transferiert. 
Die Detektion erfolgte unter Verwendung des 
monoklonalen Maus-AK HA.11 (1:10.000) und eines 
POD-gekoppelten Anti-Maus-AK aus Ziege (1:40.000). 
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In Spur 1 ist die einzeln exprimierte L-Deletionsmutante dargestellt, die als distinkte Bande 
detektiert werden konnte. Im Gegensatz dazu zeigte das einzeln exprimierte vollständige L-
Protein keine distinkte Bande auf erwarteter Höhe bei 220 kDa (Spur 2, 7). Die detektierten 
niedermolekularen Banden könnten Abbaubanden des L-Proteins sein oder auf die Nutzung 
interner Translationsstarts des L-Proteins hinweisen. Für die Ko-Expression des L-Proteins 
mit einer L-Deletionsmutante (Spur 3) oder mit anderen Nukleokapsidproteinen (Spur 4-6) 
wurde stets das gleiche Resultat erzielt. Das L-Protein konnte nach Ko-Expression mit 
anderen Proteinen als distinkte Bande bei 220 kDa detektiert werden. Überraschenderweise 
führte jedoch auch die Ko-Expression des L-Proteins mit einem nicht viralen Protein zur 
Stabilisierung der Proteinbande bei 220 kDa (Spur 8). Diese Ergebnisse sprechen für eine 
generelle Stabilisierung des L-Proteins durch Ko-Expression mit einem beliebigen Protein. 
Da der Einfluss der Nukleokapsidproteine NP, VP35 und VP30 sowie der Firefly-Luziferase 
auf die L-L-Interaktion nicht bekannt ist und eine Stabilisierung bereits durch Ko-Expression 
mit einer L-Deletionsmutante erreicht werden konnte, wurde bei den Interaktionsstudien zur 
Aufklärung der Homo-Oligomerisierung des L-Proteins auf die Ko-Expression weiterer 
Proteine verzichtet (4.3.5). 

4.3.5 Die Homo-Oligomerisierung des EBOVzL 
 

Studien zur Homo-Oligomerisierung des L-Proteins des Sendai-Virus (SeV) haben bereits 
gezeigt, dass die L-L-Interaktion durch den N-Terminus des Proteins vermittelt wird 
(Smallwood, et al., 2002). Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde die 
Multimerisierungsdomäne für das L-Protein des EBOVz ebenfalls im N-terminalen Bereich 
des Proteins vermutet. Die Untersuchungen zur L-L-Interaktion wurden unabhängig von 
VP35 durchgeführt. Zunächst wurde das Flag-markierte vollständige L-Protein mit dem N-
terminalen L-Fragment HA_EBOVzL600 ko-exprimiert und immunpräzipitiert. Dazu wurden 
0,5-2 µg des Plasmids pT_Flag_EBOVzL mit 0,8-3 µg des Plasmids pT_HA_EBOVzL600 ko-
transfiziert. Allerdings gelang die Ko-Immunpräzipitation des vollständigen L-Proteins mit 
dem Anti-HA.7-AK trotz gut austitrierter Plasmidmengen nicht, was möglicherweise auf die 
geringe Expressionsrate des L-Proteins zurückzuführen ist (Ergebnisse nicht dargestellt). 

Abb. 28 . Stabilisierung des 
L-Proteins des EBOVz.  Die 
HAL-Deletionsmutante (L600; 
Spur 1) und das Volle-Länge 
FlagL (L; Spur 2, 7) wurden 
jeweils einzeln und ko-expri-
miert (Spur 3) sowie das Volle-
Länge FlagL mit den Nukleo-
kapsidproteinen NP, VP35 und 
VP30 (Spur 4-6) oder der 
Firefly-Luziferase (F-Luz; Spur 
8) mittels des TNT® T7 Quick 
Coupled Retikulozytenlysat-
Systems ko-exprimiert und 
metabolisch mit [35S]-Methio-
nin markiert. 10 µl des Trans-
lations-Reaktions-Gemischs  
 wurden über SDS-PAGE (10% Gele) separiert und mittels Bio-Imager-Analyse visualisiert. Die ex-

primierten Proteine sind oberhalb, die jeweiligen Spuren unterhalb der Graphik angegeben. Die 
Positionen der detektierten Proteine sind rechts neben der Autoradiographie aufgeführt. 
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Weiterführende Studien wurden ausschließlich mit C-terminalen L-Deletionsmutanten 
durchgeführt, wobei die HA-markierte Deletionsmutante L600 jeweils mit einer N-terminal 
Flag-markierten L-Deletionsmutante ko-translatiert wurde. Die Ko-Immunpräzipitation wurde 
mit einem Agarose-gekoppelten Anti-Flag-M2-AK (10 µl/ Ansatz) durchgeführt. Die 
eingesetzten Plasmid-Mengen betrugen 0,9-1,5 µg pT_HA_EBOVzL600, 0,02-0,3 µg 
pT_Flag_EBOVzL450, 0,04-0,3 µg pT_Flag_EBOVzL380, 0,04-0,4 µg pT_Flag_EBOVzL370 
und 0,04-0,3 µg pT_Flag_EBOVzL340. Die Einzelexpression der L-Deletionsmutante 
HA_EBOVzL600 (Abb. 29, Spur 1,8) diente als Negativkontrolle. Die Ergebnisse sind in Abb. 
29 dargestellt. 
 

 
 

Abb. 29. Homo-Oligomerisierung des L-Proteins des E BOVz. Die Deletionsmutanten wurden 
mittels des TNT® T7 Quick Coupled Retikulozytenlysat-Systems jeweils einzeln (Spur 1,2,4,6,8,9,11) 
und ko-exprimiert (Spur 3,5,7,10,12) und metabolisch mit [35S]-Methionin markiert. Nach der in vitro 
Translation folgte eine Ko-IP mit einem Anti-Flag M2-AK. 10 µl des Translations-Reaktions-Gemischs 
und der Immunkomplexe wurden über SDS-PAGE separiert und mittels BioImager-Analyse 
visualisiert. Die exprimierten Proteine wurden oberhalb, die jeweiligen Spuren unterhalb der Graphik 
angezeigt. Die Positionen der detektierten Proteine wurden rechts neben der Autoradiographie 
aufgeführt. Die beiden oberen Bilder stellen die in vitro Translate dar, die unteren zeigen die mit dem 
Anti-Flag M2-AK (ko-) immunpräzipitierten Proteine. 
 
Die L-Deletionsmutanten Flag_EBOVzL450/ 380/ 370/ 340 wurden bei Einzel-Expression 
stärker translatiert und auf Grund ihrer Instabilität stärker degradiert, worauf die zusätzlichen 
Banden hinweisen. Die L-L-Interaktion konnte nur zwischen den beiden ko-exprimierten 
Fragmenten HA_EBOVzL600 und Flag_EBOVzL450 nachgewiesen werden (Abb. 29, Spur 
3, 10). Fragmente mit weniger als 450 N-terminalen AS waren nicht mehr in der Lage mit 
HA_EBOVzL600 zu interagieren (Abb. 29, Spur 5,7,12). Damit konnte gezeigt werden, dass 
die L-L-Interaktion über den N-Terminus des Proteins erfolgt. Die Homo-
Oligomerisierungsdomäne umfasst die ersten 450 N-terminalen AS. 

4.3.6 Zusammenfassung Kapitel 4.3 
 

Um das L-Protein des EBOVz auf dessen Fähigkeit zur Selbst-Aggregation zu überprüfen, 
wurden Ko-Immunpräzipitationsstudien durchgeführt. Dabei mussten zunächst einige 
experimentelle Schwierigkeiten bewältigt werden. Die N-terminale Epitop-Markierung der 
verwendeten L-Deletionsmutanten ermöglichte die Detektion trotz fehlender AK gegen das L-
Protein. Aufgrund der geringen Expressionsrate des vollständigen L-Proteins konnte dieses 
in Interaktionsstudien nicht nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurden besser 
nachweisbare N-terminale L-Deletionsmutanten für die Interaktionsstudien verwendet. Durch 
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die Optimierung der Versuchsbedingungen gelang schließlich der Nachweis der L-L-
Interaktion. Es konnte gezeigt werden, dass die Homo-Oligomerisierungsdomäne im N-
terminalen Bereich des L-Proteins lokalisiert ist und die ersten 450 AS umfasst. Die 
charakterisierte Multimerisierungsdomäne zeigte eine Überlappung mit der bereits 
identifizierten VP35-Bindungsdomäne (4.2), ist mit dieser aber nach bisherigen 
Untersuchungen nicht identisch. Für die L-L-Interaktion ist die simultane Synthese des 
viralen Polymerase-Kofaktors VP35 nicht erforderlich. Es kann anhand der hier vorliegenden 
Ergebnisse jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass ko-exprimiertes VP35 einen 
negativen Effekt auf die Homo-Oligomerisierung des L ausüben kann.  
 

4.4 Die Hemmung des aktiven Polymerasekomplexes 
 

Die Bildung des aktiven Polymerasekomplexes ist von der Interaktion der enzymatisch 
aktiven RNA-abhängigen RNA-Polymerase L und dem Kofaktor VP35 abhängig. Die 
bisherigen Ergebnisse haben gezeigt, dass es neben der Interaktionsdomäne für das VP35 
(4.2) auch eine Homo-Oligomerisierungsdomäne im N-terminalen Bereich des L-Proteins 
gibt (4.3). Daher scheint der N-Terminus des L-Proteins für die Bildung des aktiven 
Polymerasekomplexes von essentieller Bedeutung zu sein. Im Folgenden sollte nun geklärt 
werden, ob die Polymeraseaktivität durch kompetitive Hemmung der VP35-L-Interaktion 
und/oder der Homo-Oligomerisierung inhibiert werden kann. Zur Durchführung dieser 
Untersuchungen wurde das rekonstituierte EBOV-spezifische Replikations- und 
Transkriptionssystem verwendet.  

4.4.1 Optimierung des Dual-Luziferase Reportergen-Assays 
 

Um die Hemmung des aktiven Polymerasekomplexes durch L-Fragmente zu untersuchen, 
wurden Dual-Luziferase Reportergen-Assays (3.3.5) durchgeführt. Dabei wurden 
subkonfluente (50-70%) BSR-T7/5 Zellen mit 1 µg 3E-5E_F-Luz, 0,3 µg pRL-SV40, 0,5 µg 
pT/NPEBO-Plasmid, 0,5 µg pT/VP35EBO-Plasmid, 0,1 µg pT/VP30EBO-Plasmid und 1 µg 
pT/LEBO-Plasmid mittels FuGENE® 6 transfiziert. Dieser „komplette Ansatz“ diente als 
Positivkontrolle. Im Ansatz der Negativkontrolle wurde das L-Plasmid nicht transfiziert. Dem 
„kompletten Ansatz“ wurden variierende Mengen der Plasmide für die potentiellen Inhibitoren 
zugesetzt. Dabei handelte es sich um L-Deletionsmutanten, die sich in ihrer Fähigkeit zur 
Selbstaggregation und der Interaktion mit VP35 unterschieden. 

Um zunächst den Einfluss der N-terminalen Epitope und der Expressionsrate der L-
Fragmente auf eine mögliche inhibitorische Wirkung zu untersuchen, wurden in einem Dual-
Luziferase Reportergen-Assay die N-terminal Flag-markierte und die HA-markierte Version 
der L-Deletionsmutante EBOVzL600 als potentielle Inhibitoren austitriert (0,1-1 µg) und auf 
ihren inhibitorischen Effekt getestet. Die Mutanten umfassen die ersten 600 AS des L-
Proteins. Es wurden BSR-T7/5 Zellen mit den Plasmiden, die für die Nukleokapsidproteine 
NP, VP35, VP30 und L, das Minigenom 3E-5E_F-Luz sowie die Renilla-Luziferase kodieren 
(wie oben für den „kompletten Ansatz“ beschrieben), transfiziert und 10-20 µl des 
gewonnenen Zelllysates in den Dual-Luziferase Reportergen-Assay eingesetzt, um die 
relative Luziferase Aktivität in Prozent zu bestimmen (Abb. 30). Je 8 µl des Zelllysates 
wurden mit 2x SDS-Probenpuffer versehen und über SDS-PAGE aufgetrennt. Zwei identisch 
beladene Gele wurden im Anschluss entweder einer Coomassie-Färbung unterzogen 
(alternativ wurde das PAGE-BlueTM Protein Staining Solution Kit von Fermentas getestet) 
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oder auf eine PVDF-Membran übertragen. Die Detektion des geblotteten HA_EBOVzL600-
Fragments erfolgte mit dem monoklonalen Maus Anti-HA.11-AK, der Nachweis des 
Flag_EBOVzL600-Fragments mit dem monoklonalen Maus Anti-Flag M2-AK und im 
Anschluss jeweils mit einem POD-gekoppelten Anti-Maus-AK aus Ziege. Die 
Proteingelfärbung erbrachte keine Ergebnisse, die Daten des Western Blots sind in Abb. 30B 
dargestellt.  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
Durch die Messung der relativen Luziferase-Aktivität in Prozent (Abb. 30A) konnte gezeigt 
werden, dass der inhibitorische Effekt der eingesetzten L-Deletionsmutanten mit 
zunehmender Menge an exprimiertem Protein anstieg. Der stärkste Hemmeffekt wurde bei 
einem Einsatz von 1 µg Plasmid-DNA der jeweiligen L-Deletionsmutante beobachtet. Wie in 
Abb. 30B gezeigt, wurden in diesen Ansätzen die L-Deletionsmutanten am effizientesten 
exprimiert. Darüber hinaus konnte durch die N-terminal Flag-markierte Mutante eine deutlich 
stärkere Hemmung erreicht werden als durch die HA-markierte Mutante. Möglicherweise ist 
dies auf eine verstärkte Expression durch das Flag-Epitop zurückzuführen, was eine 
gesteigerte Menge an Translationsprodukt zur Folge hätte. Es ist aber auch denkbar, dass 
die Affinität des Anti-Flag M2-AK im Vergleich zum Anti-HA.11-AK höher ist, so dass der im 
Western Blot ermittelte scheinbare Mengenunterschied an HA- und Flag-markierten 
Translationsprodukten tatsächlich gar nicht vorhanden ist. Abschließend kann jedoch 
festgestellt werden, dass die L-Deletionsmutante EBOVzL600, die sowohl eine intakte VP35-
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Abb. 30 . Plasmidtitration der 
inhibitorisch wirksamen L-
Deletionsmutanten pT_HA- / 
Flag-EBOVzL600 im Dual-
Luziferase Reporter-Assay.  (A) 
Schematische Darstellung der 
relativen Luziferase Aktivität in 
Prozent. Subkonfluente (50-70 
%) BSR-T7/5 Zellen wurden mit 
1 µg 3E-5E_F-Luz, 0,3 µg pRL-
SV40, 0,5 µg pT/NPEBO-Plasmid, 
0,5 µg pT/VP35EBO-Plasmid, 0,1 
µg pT/VP30EBO-Plasmid und 1 µg 
pT/LEBO-Plasmid mittels 
FuGENE® 6 transfiziert.  Das 
Plasmid pT_HA-/ Flag-
EBOVzL600, welches für das 
HA- bzw. Flag-markierte Protein 
EBOVzL600 kodiert, wurde 
jeweils in den Mengen 0,1 µg, 
0,2 µg, 0,5 µg und 1,0 µg 
zusätzlich zu dem intakten Volle-
Länge pT/LEBO-Plasmid trans-
fiziert. Zur Kontrolle wurden die 
beiden Plasmide pT_HA-/ Flag-
EBOVzL600 (je 1 µg) auch in  

Abwesenheit des enzymatisch aktiven vollständigen L-Proteins getestet (rechts im Bild). (B) 
Bestimmung der Expressionsrate der titrierten L-Deletionsmutanten mittels Western Blot. BSR-T7/5 
Zellen wurden mittels FuGENE® 6 (wie unter A beschrieben) transfiziert. Das mit 2x SDS-
Probenpuffer versetzte Zelllysat wurde über SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine PVDF-Membran 
übertragen. Die Detektion erfolgte mit dem monoklonalen Maus Anti-HA.11-AK (1:10.000) bzw. mit 
dem monoklonalen Maus Anti-Flag M2-AK (1:10.000) und einem POD-gekoppelten Anti-Maus-AK aus 
Ziege (1:40.000). 
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Bindungsdomäne als auch eine vollständige Homo-Oligomerisierungsdomäne besitzt, zur 
Inhibition fähig ist. Dabei zeigte der Einsatz einer N-terminal Flag-markierten Mutante einen 
größeren inhibitorischen Effekt. Die Transfektion von 0,5 µg Plasmid-DNA der Flag-
markierten L-Deletionsmutante ergab bereits einen ausreichend starken Hemmeffekt. Um die 
Menge an transfiziertem Plasmid möglichst niedrig zu halten und trotzdem einen eindeutigen 
inhibitorischen Effekt zu erzielen, wurde für alle folgenden Experimenten mit 0,5 µg der 
jeweils Flag-markierten L-Deletionsmutanten gearbeitet. 

4.4.2 Klonierung von L-Peptidfragmenten 
 

Es sollte geklärt werden, ob die Polymeraseaktivität tatsächlich über kompetitive 
Hemmung der VP35-L-Interaktion inhibiert werden kann. Für diese Untersuchung sollte ein 
kurzes L-Peptidfragment generiert werden, das die VP35-Bindungsdomäne repräsentiert. 
Um dieses zu erzeugen, wurde die Deletionsmutante Flag_EBOVzL240-370 kloniert (Abb. 
31). Das dafür nötige Primerpaar (#2047/ #1901) war bereits vorhanden. Um zu überprüfen, 
ob eine spezifische Blockade der VP35-Bindungsregion zur Inaktivierung der Polymerase 
führt, wurden weitere L-Peptidfragmente von gleicher Größe (je 130 AS), jedoch 
unterschiedlicher L-Sequenz kloniert (Abb. 31). Diese L-Fragmente umfassen Bereiche 
benachbart von der VP35-Bindungsdomäne (Flag_EBOVzL380-510) oder weiter entfernt von 
der VP35-Bindungsdomäne im N-Terminus (Flag_EBOVzL699-828) bzw. C-Terminus 
(Flag_EBOVzL1901-2030) des L-Proteins. Das Peptidfragment Flag_CAT36-165 
repräsentiert die AS 36 bis 165 des CAT-Gens und wurde als Negativkontrolle verwendet. 
 

 
 

Abb. 31. Klonierte L-Peptidfragmente des EBOVz.  Das EBOVzL besteht aus 2213 AS und enthält 
ein N-terminales Flag-Epitop (schwarze Box mit weißem Stern). Dargestellt wurden die klonierten L-
Peptidfragmente, die jeweils 130 AS umfassen und N-Terminal Flag-markiert sind. Das L-
Peptidfragment Flag_EBOVzL240-370 repräsentiert die bereits charakterisierte VP35-
Bindungsdomäne. Alle weiteren L-Peptidfragmente liegen außerhalb der VP35-Bindungsdomäne. Das 
Flag_CAT36-165-Fragments repräsentiert einen Bereich des CAT-Proteins und wurde als 
Negativkontrolle genutzt. 
 

Klonierung mittels PCR:  Für die Klonierung der Peptidfragmente wurde der gewünschte 
Sequenz-Bereich mittels spezifischer Primer amplifiziert (Tab. 8). 

Für die Klonierungen der L-Peptidfragmente wurde jeweils ein Vorwärtsprimer verwendet, 
der die Restriktionsschnittstelle NcoI, ein Startcodon, die vollständige Sequenz des Flag-
Epitops und direkt im Anschluss die Sequenz für die ersten acht AS des L-Proteins ab der 
jeweils gewünschten Startposition enthielt. Der Rückwärtsprimer umfasste jeweils die letzten 
Nukleotide der kodierenden Sequenzen des L, die amplifiziert werden sollten, sowie ein 
Stoppkodon und die Restriktionsschnittstelle SacI. 

Für die Klonierungen des CAT-Peptidfragmentes wurden der Vorwärts- und der 
Rückwärtsprimer in gleicher Weise aufgebaut. Die spezifisch zu amplifizierende Sequenz 
des Peptids stammte in diesem Fall jedoch vom CAT-Gen. 

I    EBOVzL240-370 
II   EBOVzL380-510 
III  EBOVzL699-828 
IV  EBOVzL1901-2030 
 

V   CAT36-165 

Fragmente von je 
130 AS Länge 

 C   N 
1 2213 

   EBOVzL I II III IV 

 V 
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CC-Nr. Name Primerpaar 

   
L-Peptidfragmente  
ML-29/ 06 pT_Flag_EBOVzL240-370 #2047 - #1901 
ML-30/ 06 pT_Flag_EBOVzL380-510 #2056 - #2057 
ML-31/ 06 pT_Flag_EBOVzL699-828 #2058 - #2059 
ML-32/ 06 pT_Flag_EBOVzL1901-2030 #2060 - #2061 

   
CAT-Peptidfragment  
ML-33/ 06 pT_Flag_CAT36-165 #2062 - #2063 

 

Die Klonierung der Peptidfragmente mittels PCR erfolgte nach demselben Prinzip wie es 
bereits für die Herstellung der N-terminal Flag-markierten L-Deletionsmutanten in Kapitel 
4.2.1 beschrieben wurde. 

4.4.3 Analyse der L-Fragmente auf ihre inhibitorische Wirkung 
 

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die klonierten L-Fragmente über kompetitive 
Hemmung der VP35-L-Interaktion und/ oder der Homo-Oligomerisierung die Polymerase 
inaktivieren können. Die Untersuchungen wurden mit dem Dual-Luziferase Reportergen-
Assay durchgeführt. Der Test wurde mit jedem Fragment mehrfach wiederholt. Im Anschluss 
wurde in jedem Experiment die Negativkontrolle (ohne pT/LEBO) gleich Null gesetzt und die 
gemessenen Werte für die relative Luziferase-Aktivität als prozentualer Anteil der 
Positivkontrolle (mit pT/LEBO; ohne L-Fragment) angegeben. Aus den Werten der 
verschiedenen Testläufe wurden schließlich der Mittelwert und die entsprechende 
Standardabweichung berechnet. Die Daten sind in Abb. 32 graphisch dargestellt.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tab. 8. Peptidfragmente des 
EBOVz. Die Peptidfragmente 
wurden in den  Vektor pTM1 kloniert, 
enthielten ein N-terminales Flag-
Epitop und umfassten je 130 AS. Die 
Primer folgen einer internen 
Nummerierung. CC: clone chart. 
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Abb. 32. Test aller klonierten L-Fragmente auf die Fähigkeit über kompetitive Hemmung der 
VP35-L oder L-L-Interaktion die Polymerase zu inhib ieren. BSR-T7/5 Zellen wurden mit 
Plasmiden, die für die Nukleokapsidproteine NP (0,5 µg), VP35 (0,5 µg), VP30 (0,1 µg) und L (1,0 µg) 
sowie ein L-Fragment (0,5 µg) des EBOVz kodieren mittels FuGENE® 6 transfiziert. Zusätzlich wurde 
das Minigenom-Plasmid 3E-5E_F-Luz transfiziert (1,0 µg), das für ein EBOV-spezifisches Minigenom 
kodiert. Dieses enthält die 3’- und 5’-Enden des EBOV-Genoms. Dazwischen liegt das Firefly-
Luziferase-Reportergen. Die Normalisierung der Ergebnisse erfolgte über das ko-transfizierte Plasmid 
pRL-SV40, das für die Renilla-Luziferase (0,3 µg) kodiert. Die Zellen wurden 24h nach Transfektion 
lysiert. Die relative Luziferase-Aktivität wurde gemessen und graphisch dargestellt. Die relative 
Luziferase-Aktivität der Negativkontrolle (ohne pT/LEBO) wurde gleich Null gesetzt und die 
gemessenen Werte als prozentualer Anteil der Positivkontrolle (mit pT/LEBO; ohne L-Fragment) 
angegeben. 
 
Die Auswertungen haben ergeben, dass die Bildung eines aktiven Polymerasekomplexes 
durch die Ko-Transfektion von L-Fragmenten verhindert werden kann. Dabei kommt es 
wahrscheinlich durch kompetitive Hemmung der VP35-L-Interaktion bzw. der L-L-Interaktion 
zur Inhibition der Polymeraseaktivität. Aus der graphischen Darstellung (Abb. 32) ist 
ersichtlich, dass ausschließlich die N-terminalen L-Deletionsmutanten mit mehr als 370 AS 
diesen inhibitorischen Effekt aufweisen. Eine Gemeinsamkeit dieser Fragmente ist die 
intakte VP35-Bindungsdomäne. Dies lässt darauf schließen, dass das Vorhandensein einer 
vollständigen VP35-Bindungsdomäne für die Inhibition essentiell ist. Interessanterweise war 
die L-Deletionsmutante Flag_EBOVzL370 nicht in der Lage, die Polymeraseaktivität zu 
hemmen, was darauf schließen lässt, dass die Bindungsaffinität dieser Mutante zu gering ist, 
um VP35 aus dem L-VP35-Komplex zu verdrängen. Auch in der Ko-Immunpräzipitations-
Analyse erbrachte diese Mutante kein eindeutig positives Ergebnis (Abb. 23D), was auf eine 
deutlich schwächere Interaktion zwischen Flag_EBOVzL370 und VP35 hindeutet. Die 
Vermutung, dass dieses Fragment in dem verwendeten Assay nicht exprimiert wurde, 
bestätigte sich nicht. Das Fragment konnte in ausreichend großer Menge im Western-Blot 
nachgewiesen werden (Abb. 33).  
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Abb. 33. Proteinnachweis der L-Deletionsmutanten Fl ag_EBOVzL370 und Flag_EBOVzL380. Die 
aus dem Dual-Luziferase Reportergen-Assay gewonnenen Zelllysate wurden in 6x Laemmli-
Probenpuffer aufgenommen, die Proteine über SDS-PAGE (15 %) aufgetrennt und auf eine PVDF-
Membran übertragen. Die Detektion der L-Deletionsmutanten erfolgte mit dem monoklonalen Maus 
Anti-Flag M2-AK (1:3000). Der Nachweis des Aktins mit dem Maus Anti-Aktin AK (1:5000). Als Zweit-
AK wurde der Alexa Fluor 680 gekoppelte Anti-Maus-AK aus Ziege von Molecular Probes verwendet. 
Die Auswertung des Western Blots wurde mit einem Odyssey-Gerät durchgeführt. 
 
Darüber hinaus konnte das erzielte Resultat im Fast-CAT-Assay bestätigt werden. Dazu 
wurden im Rahmen des EBOV-spezifischen Transkriptions- und Replikationssystems BSR-
T7/5 Zellen mittels FuGENE® 6 mit den Plasmiden für die EBOV-Nukleokapsidproteine NP, 
VP35, VP30, L und die jeweilige L-Deletionsmutante transfiziert. Zusätzlich wurde über 
Transfektion das Minigenom 3E-5E in die Zellen eingebracht, welches das Gen für die CAT 
trägt. Der CAT-Assay wurde durchgeführt wie unter 3.3.5 beschrieben. Aus den Ergebnissen 
(Abb. 34) ist ersichtlich, dass nur Fragmente mit mehr als 370 N-terminalen AS (Spur 3-6) 
zur Inhibition der Polymeraseaktivität fähig sind. Hingegen ist in Gegenwart von L-
Deletionsmutanten mit 370 oder weniger N-terminalen AS (Spur 7,8) die Polymerase in ihrer 
Replikations- und Transkriptionsaktivität nicht gestört. 
 

 
 
 
 
 

 
Überraschend waren die Ergebnisse für diejenigen Mutanten, die den gesamten Bereich der 
ermittelten VP35-Bindungsdomäne umfassten (AS 240-380). So zeigte weder Mutante 
Flag_EBOVzL200-600 noch Mutante Flag_EBOVzL240-600 eine inhibitorische Wirkung, was 
daruf schließen lässt, das für eine kompetitive Bindung des VP35-Proteins der gesamte N-
Terminus des L-Proteins bis AS 380 vorhanden sein muss. Das für diese Untersuchungen 
klonierte L-Peptidfragment Flag_EBOVzL240-370 war ebenfalls nicht in der Lage, die 
Polymeraseaktivität zu inhibieren, was mit den Ergebnissen für Mutante Flag_EBOVzL370 
übereinstimmt. Unklar blieb, inwieweit die Blockade der Homo-Oligomerisierungsdomäne 
einen Einfluss auf die Inhibition des aktiven Polymerasekomplexes hat. Das inhibierende  
Fragment Flag_EBOVzL380 umfasst zwar die intakte VP35-Bindungsdomäne, spiegelt 
jedoch nicht die vollständige Homo-Oligomerisierungsdomäne wieder.  

Aktin  
L370 L380 

Anti-FLAG 

+         -       L600    L450   L400   L380   L370     L360   

1        2         3        4        5         6        7        8 

Abb. 34. Test der L -Deletionsmutanten auf 
die Fähigkeit zur Hemmung der Polymera-
seaktivität. BSR-T7/5 Zellen wurden mit 
Plasmiden, die für die Nukleokapsidproteine 
NP (0,5 µg), VP35 (0,5 µg), VP30 (0,1 µg) 
und L (1,0 µg) sowie ein L-Fragment (0,5 µg) 
des EBOVz kodieren mittels FuGENE® 6 
transfiziert. Zusätzlich wurde ein Plasmid ko-
transfiziert, das für das EBOV-spezifische 
Minigenom 3E-5E (1,0 µg) kodiert. Dieses 
trägt das CAT-Reportergen. Die Zellen  

wurden 24h nach Tranfektion lysiert und die CAT-Aktivität wurde gemessen. Spur 1: Positivkontrolle 
mit L, Spur 2: Negativkontrolle ohne L, Spuren 3-8: L-Deletionsmutanten Flag_EBOVzL600/ 450/ 
400/ 380/ 370/ 360. 
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4.4.4 Zusammenfassung Kapitel 4.4 
 

Es konnte nachgewiesen werden, dass die Inaktivierung der Polymerase L durch kompetitive 
Hemmung der VP35-L-Interaktion und/ oder der L-L-Interaktion mittels L-Deletionsmutanten 
möglich ist. Dabei hat sich gezeigt, dass nur L-Deletionsmutanten mit intakter VP35-
Bindungsdomäne zur Inhibierung der Polymeraseaktivität fähig sind. Die kürzeste Mutante 
mit inhibitorischer Wirkung war Flag_EBOVzL380. Mutanten mit eingeschränkter VP35-
Bindungsfähigkeit wie Flag_EBOVzL370 konnten die Polymeraseaktivität nicht hemmen. 
Auch L-Deletionsmutanten mit fehlendem N-Terminus, die jedoch die gesamte identifizierte 
VP35-Bindungsdomäne umfassten, waren zur Inhibition der Polymeraseaktivität nicht in der 
Lage. Unklar blieb, inwieweit die Blockade der Homo-Oligomerisierungsdomäne einen 
Einfluss auf die Bildung des aktiven Polymerasekomplexes hat. 
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5 DISKUSSION 
 

In den vergangenen Jahren ist es mit Hilfe eines artifiziellen Replikations- und 
Transkriptionssystems gelungen, Einsichten in den Mechanismus der Transkription und 
Replikation des hoch pathogenen EBOV zu gewinnen (Mühlberger, et al., 1999). Es konnte 
gezeigt werden, dass die Nukleokapsidproteine NP, VP35 und L sowohl für die Replikation 
als auch für die Transkription der viralen RNA essentiell sind (Mühlberger, et al., 1999). Das 
vierte Nukleokapsidprotein VP30 ist dabei nur für den Prozess der Transkription notwendig. 
D. h. die Nukleokapsidproteine sind nicht nur als strukturelle Komponenten am Aufbau des 
Nukleokapsidkomplexes beteiligt, sondern besitzen auch funktionelle Aufgaben. Die 
einzelnen Proteine sind dabei in Proteinkomplexe involviert, über die möglicherweise die 
Funktion des jeweiligen Proteins determiniert wird.  Der genaue Regulationsmechanismus 
von Replikation und Transkription über die verschiedenen Proteinkomplexe ist bislang jedoch 
nicht bekannt. 
Ziel dieser Arbeit war es, die Interaktion des L-Proteins des EBOVz mit anderen 
Nukleokapsidproteinen aufzuklären. Darüber hinaus sollte die Lokalisation der involvierten 
Bindungsdomänen sowie ihr Potenzial als antivirales Target bestimmt werden. 

5.1 Der Aufbau des Replikationskomplexes des EBOVz 
 

Die Replikation ist neben der Transkription einer der beiden RNA-synthetisierenden 
Prozesse, die für die Vermehrung des EBOVz im Zytoplasma einer infizierten Zelle essentiell 
sind. Durch die miteinander wechselwirkenden NC-Proteine NP, VP35 und L wird der hierfür 
notwendige Replikationskomplex gebildet (Mühlberger, et al., 1999). Bisher war jedoch 
unklar, auf welche Art die viralen Komponenten miteinander interagieren. Daher wurde die 
Interaktionsfähigkeit des EBOVzL mit den NC-Proteinen NP und VP35 mittels 
Immunfluoreszenz-Analysen untersucht (4.1.3). Dabei konnte die Bildung eines trimeren 
Komplexes aus NP-VP35-L nachgewiesen werden, dem die Interaktion zwischen NP und 
VP35 sowie jene zwischen VP35 und L zugrunde liegt. Das L-Protein als katalytische 
Untereinheit des Komplexes interagiert dabei mit seinem Kofaktor VP35, wodurch der aktive 
RNA-abhängige RNA-Polymerase-Komplex gebildet wird. Die Ko-Lokalisation von NP und L 
wird hingegen durch die Vernetzung über VP35 bewerkstelligt, da eine direkte Interaktion 
zwischen NP und L nicht existiert.  
Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die NC-Proteine des EBOVz und des 
MARV auf die gleiche Weise miteinander interagieren, um den Replikationskomplex zu 
bilden. Dabei bleibt allerdings unklar wie die Stöchiometrie der komplexierten Untereinheiten 
L und VP35 des EBOVz aussieht und inwieweit diese einen Einfluss auf die Funktionalität 
der einzelnen Komponenten hat.  
Erste Ansätze zur Aufklärung der Stöchiometrie des Replikationskomplexes gibt es hingegen 
für das VP35 des MARV und das P-Protein des SeV. So wurde für das VP35 des MARV 
eine Homo-Oligomerisierungsdomäne nachgewiesen, die für die Bildung des aktiven RNA-
abhängigen RNA-Polymerase-Komplexes essentiell ist. In seiner monomeren Form 
hingegen interagiert das VP35 des MARV nicht mit der Polymerase L (Möller, et al., 2005). 
Ferner wurde für den Polymerase-Komplex des SeV gezeigt, dass P, das homologe Protein 
zu VP35, als Tetramer mit L in Kontakt tritt (Cevik, et al., 2003). Darüber hinaus ist für das L-
Protein verschiedener NNS-Viren eine Homo-Oligomerisierungsdomäne nachgewiesen 
worden (Cevik, et al., 2004, Smallwood and Moyer, 2004). Daher wird für den aktiven 
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Polymerasekomplex des SeV eine minimale Komposition von L2P4 bzw. L2P8 angenommen 
(Cevik, et al., 2003).  
Ob eine mögliche Homo-Oligomerisierung des VP35 sowie des L-Proteins für die Bildung 
des aktiven Polymerase-Komplexes des EBOVz essentiell ist und welche Funktion und 
Stöchiometrie den einzelnen Komponenten innerhalb des Komplexes zukommt, ist bisher 
nicht geklärt. 

5.2 Die VP35-Bindungsdomäne des EBOVzL 
 

Bei simultaner Expression der beiden NC-Proteine VP35 und L kommt es zur Bildung von 
Komplexen, die wie die Komplexe aus P- und L-Proteinen der Rhabdo- und Paramyxoviridae 
als RNA-abhängige RNA-Polymerasen fungieren (Chenik, et al., 1998, Horikami, et al., 1992, 
Mühlberger, et al., 1998, Mühlberger, et al., 1992, Parks, 1994). 
Im Bereich der NNS-Viren wird die Interaktion mit dem VP35 bzw. dem P-Protein über eine 
Bindungsdomäne im N-terminalen Bereich des L-Proteins ermöglicht. Für das Rabies-Virus 
(RV), einem Vertreter der Rhabdoviridae, konnte allerdings gezeigt werden, dass die P-
Bindungsstelle innerhalb der letzten 566 AS des C-Terminus lokalisiert ist (Abb.35) (Chenik, 
et al., 1998).  
 

 
 

Abb. 35. Schematische Darstellung der P-/ VP35-Bind ungsdomäne auf dem L-Protein der NNS-
Viren.  Dargestellt sind die L-Proteine (dunkelgraue Boxen) von Simian Virus 5 (SV5), Masernvirus 
(MV), Rinderpest-Virus (RPV), Sendai-Virus (SeV), Marburg-Virus (MARV), Ebola-Virus, Spezies 
Zaire (EBOVz), Rabies-Virus (RV), vesikuläres Stomatitis-Virus (VSV), Virus der Bornaschen 
Krankheit (BDV) sowie die bisher identifizierten VP35- bzw. P-Bindungsdomänen (hellgraue Boxen). 
Die Zahlen oberhalb der L-Proteine kennzeichnen die Größe des Proteins sowie die Grenzen der 
Bindungsdomänen. Beim VSV ist der C-Terminus als vermuteter Bereich der P-Bindungsdomäne 
zusätzlich markiert (Fragezeichen, Pfeile). 
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Auch für das weniger gut charakterisierte vesikuläre Stomatitis-Virus (VSV), ebenfalls ein 
Vertreter der Rhabdoviridae, konnte die Bedeutung des C-terminalen Bereichs des L-
Proteins für die L-P Komplexbildung gezeigt werden, wobei eine Deletion der AS 1638 bis 
1673 zum Ausbleiben der Interaktion zwischen L und P führte (Canter and Perrault, 1996). 
Dadurch stellt das L-Protein der Rhabdoviridae in Bezug auf die Lokalisation der P-
Bindungsdomäne eine Ausnahme dar. Zudem wird hierdurch erneut die engere genetische 
Verwandtschaft der Filoviridae mit den Paramyxoviridae untermauert. 
Bei den Vertretern der Paramyxo-, Filo- und Bornaviridae konnte die im N-Terminus 
gelegene VP35- bzw. P-Bindungsdomäne auf dem L-Protein bislang unterschiedlich stark 
eingegrenzt werden. Die vermutlich gröbste Eingrenzung findet sich beim Simian Virus 5 
(SV5), bei dem die gesamte N-terminale Hälfte des L-Proteins (AS 1 bis 1247) für die 
Bindung des P-Proteins verantwortlich ist (Parks, 1994). Es ist anzunehmen, dass sich 
innerhalb dieses Bereiches eine P-Bindungsdomäne von wesentlich geringerem Ausmaß 
befindet. Für drei weitere Vertreter der Paramyxoviridae liegt hingegen eine genauere 
Charakterisierung der P-Bindungsdomäne auf dem L-Protein vor. Beim Masernvirus (MV) ist 
die Bindungsdomäne für das P-Protein innerhalb der ersten 408 N-terminalen AS (Horikami, 
et al., 1994) und beim Rinderpest-Virus (RPV) innerhalb der ersten 380 N-terminalen AS 
(Chattopadhyay and Shaila, 2004) lokalisiert. Beim SeV gelang zusätzlich eine Eingrenzung 
vom N-terminalen Bereich her, so dass die P-Bindungsdomäne für den AS-Bereich 20 bis 
347 beschrieben werden konnte (Holmes and Moyer, 2002).  
Die Untersuchungen innerhalb der Familie der Filoviridae beschränkten sich bisher auf das 
Marburg Virus (MARV). Hier erstreckt sich die Interaktionsdomäne für das VP35 über die 
ersten 530 N-terminalen AS des L-Proteins, wobei die Region zwischen AS 309 und 530 als 
essentielle Bindungsdomäne charakterisiert wurde (Becker, et al., 1998). 
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bindungsdomäne für das VP35 des EBOVz 
ebenfalls im N-terminalen Bereich des L-Proteins lokalisiert ist. Der mittels 
Immunfluoreszenz-Analysen und ergänzend durchgeführten Ko-Immunpräzipitations-Assays 
identifizierte Bindungsbereich umfasst die AS 280 bis 380, wobei die Region zwischen AS 
360 und 380 essentiell für die Bindung ist. Besonders auffällig war das Verhalten der 
Deletionsmutante FlagL370, die möglicherweise im Grenzbereich der Bindungsdomäne liegt. 
Obwohl der Interaktionsnachweis zwischen VP35 und FlagL370 in der Immunfluoreszenz-
Analyse eindeutig positiv ausfiel, konnte mittels Ko-Immunpräzipitations-Assays die 
Wechselwirkung zwischen beiden Proteinen nicht eindeutig nachgewiesen werden. Dieses 
Ergebnis ist insofern ungewöhnlich, da sich ansonsten sämtliche gewonnenen Daten aus 
Immunfluoreszenz-Studien und Ko-Immunpräzipitations-Assays entsprechen. Daher wird 
vermutet, dass es sich bei der Interaktion von VP35 und FlagL370 um eine abgeschwächte 
Bindung handelt. Somit stellt das Fragment FlagL380 die kleinste L-Deletionsmutante dar, die 
sowohl in der Immunfluoreszenz-Analyse als auch im Ko-Immunpräzipitations-Assay positiv 
getestet wurde und damit eine starke Bindung mit dem VP35 eingeht. Bemerkenswert ist in 
diesem Zusammenhang die für das RPV identifizierte P-Bindungsdomäne, die sich über die 
ersten 380 N-terminalen AS des RPV L-Proteins erstreckt (Chattopadhyay and Shaila, 
2004). Eine Aussage über den Bereich um die ersten 370 N-terminalen AS konnte in dieser 
Studie nicht getroffen werden, da die nächst kleinere getestete L-Deletionsmutante lediglich 
über die ersten 336 N-terminalen AS verfügte. Um dennoch eine Vorstellung über den 
Aufbau der Bindungsdomänen zu erhalten, wurde ein AS-Sequenzvergleich zwischen den N-
terminalen Bereichen (AS 1-380) der L-Proteine des EBOVz und des RPV durchgeführt. Ein 
konservierter AS-Bereich, der Rückschlüsse auf die Struktur der Interaktionsdomäne erlaubt, 
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konnte hierbei nicht identifiziert werden. Auffällig war hingegen der mit rund 11 Mol% hohe 
Anteil an Leucinresten und das im Bereich der N-terminalen AS 357-359 (EBOVz) bzw. AS 
360-362 (RPV) gelegene Muster mit der AS-Sequenz RLE (Abb.36).  

 

 
 

Abb. 36. Ausschnitt aus dem AS-Sequenzvergleich zwi schen den N-terminalen Bereichen der L 
Proteine des EBOVz und des RPV.  Dargestellt ist das möglicherweise konservierte AS-Muster RLE 
(fett), das im Bereich der jeweils identifizierten VP35-/ P-Bindungsdomäne auf dem L-Protein des 
EBOVz bzw. des RPV liegt. Die Pfeile/ Nummern ober- und unterhalb der Graphik geben die jeweilige 
Position der AS auf dem L-Protein an. 
 
Ausgehend von dieser Beobachtung wurden weitere Vergleiche mit den N-terminalen 
Bereichen der L-Proteine verschiedener NNS-Viren durchgeführt. Dabei wurden die AS-
Sequenzen im Bereich der AS 340 bis 380 des jeweiligen L-Proteins miteinander verglichen 
Abb. 37). Es zeigte sich, dass neben dem EBOVz und dem RPV auch das MV ein RLE-
Sequenzmotiv im P-Bindungsbereich besitzt. Ob diesem AS-Muster eine funktionelle 
Bedeutung bei der Protein-Protein Wechselwirkung zukommt, ist bisher nicht bekannt. 
Besonders unter der Berücksichtigung der Tatsache, dass für das MARV lediglich ein RL(T) 
und für das SeV ein (S)LE Muster gefunden werden konnte, erscheint eine essentielle 
Bedeutung des RLE-Motivs für die Protein-Protein-Wechselwirkung des L-Proteins mit dem 
VP35- bzw. P-Protein fraglich. 
 

 
 

Abb. 37. AS-Sequenzabschnitt (AS 340-380) der L-Pro teine verschiedener NNS-Viren mit 
auffälligem Sequenzmuster. Dargestellt sind die AS-Sequenzabschnitte (AS 340-380) der L-Proteine 
des Ebola-Virus, Spezies Zaire (EBOVz), Marburg-Virus (MARV), Rinderpest-Virus (RPV), Sendai-
Virus (SeV) und Masernvirus (MV). Diese AS-Bereiche liegen jeweils innerhalb der identifizierten 
VP35-/ P-Bindungsdomänen auf dem L-Protein. Das auffällige Sequenzmuster wurde jeweils fett 
markiert. Die AS-Positionen auf dem L-Protein sind jeweils oberhalb der Sequenz angegeben. Das in 
allen AS-Motiven vorkommende Leucin ist zusätzlich unterstrichen.  
 
Im N-terminalen Grenzbereich der identifizierten VP35-Bindungsdomäne liegt eine Region, 
die möglicherweise für die Stabilisierung des gebildeten Polymerase-Komplexes 
verantwortlich ist. Dieser erweiterte VP35-Bindungsbereich umfasst 40 AS und erstreckt sich 
von AS 240 bis 280 auf dem L-Protein des EBOVz. Es konnte gezeigt werden, dass L-
Fragmente mit einer Deletion von 240 bis 280 AS des N-terminalen Bereichs nur noch zur 
partiellen Ko-Lokalisation in der Immunfluoreszenz-Analyse fähig sind. Daher wird 
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angenommen, dass eine Deletion von mehr als 200 N-terminalen AS des L-Proteins zu einer 
abgeschwächten Interaktion mit dem VP35 führt. Darüber hinaus wurde der Nachweis 
erbracht, dass die beiden L-Deletionsmutanten FlagL200-600 und FlagL240-600 den aktiven 
Polymerase-Komplex nicht hemmen können, obwohl sie die vollständige Bindungsdomäne 
für VP35 umfassen. Dies spricht dafür, dass der gesamte N-Terminus vorhanden sein muss, 
um eine hohe Bindungsaffinität zu gewährleisten. 
Für die charakterisierte VP35-Bindungsdomäne auf dem L-Protein des EBOVz konnte keines 
der typischen Protein-Protein-Bindemotive gefunden werden. Dies schließt auch das Leucin-
Zipper-Motiv mit ein, dass aufgrund des hohen Leucingehaltes von rund 11 Mol% anfänglich 
in Betracht gezogen wurde. Eine coiled coil Struktur, wie sie beispielsweise für das VP35 des 
MARV beschrieben wurde (Möller, et al., 2005), existiert daher für das L-Protein nicht. 
Ausgehend von den bisherigen Untersuchungen kann festgestellt werden, dass die 
Bindungsdomäne des VP35 bzw. des P-Proteins mit Ausnahme der Rhabdoviridae im N-
terminalen Bereich des L-Proteins lokalisiert ist und in ihrer Ausdehnung jeweils variiert. 
Hinweise auf zwei oder mehr getrennt gelegene AS-Abschnitte, die durch Protein-Faltung 
erst zu einer intakten Interaktionsdomäne zusammengeführt werden müssten, gibt es nicht. 
Die nähere Charakterisierung der P-Bindungsstelle auf dem SeV L-Protein hatte bereits 
gezeigt, dass die ersten 20 AS für eine P-L-Komplexbildung nicht essentiell sind (Holmes 
and Moyer, 2002). Im Falle des EBOVz konnten sogar die ersten 200 N-terminalen AS der 
VP35-Bindungsdomäne auf dem L-Protein deletiert werden, ohne die Interaktionsdomäne zu 
zerstören. Allerdings ist bei fehlendem N-Terminus des L-Proteins des EBOVz die Inhibition 
der Polymerase über kompetitive Hemmung der VP35-Bindungsdomäne nicht möglich. 
Hingegen wurde für das RPV gezeigt, dass ein vollständiger N-Terminus des L-Proteins für 
die Interaktion mit dem P-Protein essentiell ist (Chattopadhyay and Shaila, 2004). Durch die 
identifizierte erweiterte VP35-Bindungsdomäne auf dem L-Protein des EBOVz konnte jedoch 
gezeigt werden, dass der N-Terminus durchaus auch eine stabilisierende Wirkung auf den 
Polymerase-Komplex ausüben kann.  
Daher kann der N-terminale Bereich des L-Proteins für die Interaktion mit VP35 bzw. dem P-
Protein innerhalb der Vertreter der Negativstrang-RNA-Viren verschiedene Bedeutungen 
haben (i) nicht essentiell für die Bindung, (ii) Stabilisierung des gebildeten Polymerase-
Komplexes (iii) Bestandteil der Bindungsdomäne. 

5.3 Die Homo-Oligomerisierung des EBOVzL 
 

Das L-Protein ist Bestandteil des RNA-abhängigen RNA-Polymerase-Komplexes und 
enthält alle für die RNA-Synthese notwendigen katalytischen Funktionen. Die 
Charakterisierung des L-Proteins des SeV hat gezeigt, dass Mutationen innerhalb 
verschiedener Bereiche der sechs konservierten Domänen des L-Proteins zur Ausprägung 
inaktiver Phänotypen führen. Dies deutet darauf hin, dass mehrere Domänen an den 
verschiedenen Schritten der viralen RNA-Synthese beteiligt sind (Chandrika, et al., 1995, 
Cortese, et al., 2000, Feller, et al., 2000, Horikami and Moyer, 1995, Smallwood, et al., 
1999). Durch Ko-Expression zweier inaktiver L-Mutanten mit Mutationen in verschiedenen 
Domänen konnte der Nachweis für die intragenische Komplementation des L-Proteins 
erbracht werden. Hierbei wurde die virale RNA-Synthese wieder hergestellt, was auf die 
Oligomerisierung des L-Proteins zurückzuführen ist (Cevik, et al., 2003, Smallwood, et al., 
2002). Die Oligomerisierung des L-Proteins wurde auch für das humane Parainfluenza Virus 
3 (hPIV3) (Smallwood and Moyer, 2004) und das Masernvirus (Cevik, et al., 2004) gezeigt 
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und die Bindungsdomäne dem jeweiligen N-terminalen Bereich des L-Proteins zugeordnet. 
Diese Daten deuten darauf hin, dass die Oligomerisierung des L-Proteins ein gemeinsames 
Merkmal der Paramyxoviren und möglicherweise sämtlicher Mononegavirales ist. 
Der Nachweis für die Homo-Oligomerisierung des L-Proteins des EBOVz wurde durch Ko-
Immunpräzipitations-Assays mit Epitop-markierten vollständigen und verkürzten L-Proteinen 
erbracht. Die simultane Synthese des viralen Polymerase-Kofaktors VP35 war dabei nicht 
erforderlich. Es konnte gezeigt werden, dass die L-L-Interaktion durch die ersten 450 N-
terminalen AS vermittelt wird. Die Wechselwirkung der beiden Deletionsmutanten FlagL450 
und HAL600, denen der C-terminale Bereich des L-Proteins fehlt, weist darauf hin, dass es 
sich um einen ungeteilten Bindungsbereich handelt. Ob der identifizierte Interaktionsbereich 
eine AS-Region enthält, die ausschließlich für die Stabilisierung des L-L-Komplexes 
verantwortlich ist und nach Deletion zu einer abgeschwächten Bindung führt, kann nicht 
ausgeschlossen werden. Ein für die Multimerisierung des L-Proteins notwendiges 
Bindemotiv wurde bisher nicht beschrieben. 
Obwohl das L-Protein einer Anzahl von negativsträngigen RNA Viren Oligomere bildet, ist 
die Funktion und die Stöchiometrie der Oligomerisierung des L-Proteins im VP35-L- bwz. P-
L-Komplex bisher nicht bekannt. Denkbar wäre jedoch, dass die Oligomerisierung des L-
Proteins für die Bindung an das oligomere VP35- bzw. P-Protein erforderlich ist. Auch könnte 
die Oligomerisierung ein wichtiger Schritt für die Ausprägung der verschiedenen 
enzymatischen Aktivitäten des L-Proteins für die virale RNA-Synthese sein.  
Um jedoch die Struktur und die vielfältigen Funktionen des L-Proteins im Polymerase-
Komplex während der RNA-Synthese zu verstehen, müssten zunächst noch ausgedehnte 
strukturelle Untersuchungen durchgeführt werden. Röntgenstrukturanalysen der L-Proteine 
von unsegmentierten Negativstrang-RNA-Viren liegen bislang nicht vor. 

5.4 Die Hemmung des aktiven Polymerase-Komplexes 
 

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Polymerase L über ihren N-terminalen 
Bereich sowohl zur VP35-L-Komplexbildung als auch zur Selbstaggregation befähigt ist. Die 
nachgewiesene L-L-Interaktion ereignet sich unabhängig von der Ko-Expression des VP35, 
doch ist nicht auszuschließen, dass VP35 zur Stabilisierung der L-Oligomere beitragen 
könnte. Dies würde bedeuten, dass sich die Bildung des aktiven Polymerase-Komplexes in 
Form eines zwei-stufigen Prozesses vollzieht: (i) Initiation der Komplexbildung durch die 
Multimerisierung des L-Proteins mit nachfolgender (ii) Stabilisierung und Aktivierung des 
Komplexes durch Bindung von VP35-Oligomeren. 
Da der N-Terminus des L-Proteins für die Ausbildung eines aktiven Polymerase-Komplexes 
von essentieller Bedeutung ist, stellt er auch ein potentielles Target für Inhibitoren dar. Im 
Zusammenhang mit den bisher gewonnenen Daten ergab sich somit die Frage, ob durch die 
Ko-Expression von L-Deletionsmutanten die Polymeraseaktivität über kompetitive Hemmung 
der VP35-L-Interaktion und/ oder der Homo-Oligomerisierung des L-Proteins inhibiert werden 
kann. 
Die erzielten Ergebnisse haben gezeigt, dass eine Hemmung des Polymerase-Komplexes 
durch ko-exprimierte L-Deletionsmutanten möglich ist. Dabei spielt insbesondere der 
inhibitorische Effekt der L-Deletionsmutanten mit intakter VP35-Bindungsdomäne eine Rolle. 
Dies umfasst die Fragmente mit mindestens 380 N-terminalen AS. Für die L-
Deletionsmutante FlagL370, die in der Immunfluoreszenzanalyse, jedoch nicht im Ko-
Immunpräzipitations-Assay an VP35 gebunden hat, konnte keine Hemmung der 
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Polymeraseaktivität nachgewiesen werden. Die L-Deletionsmutante FlagL370 ist in ihrer 
VP35-Bindung im Vgl. zu FlagL380 eingeschränkt und könnte daher durch das Wildtyp-L-
Protein aus dem Komplex verdrängt werden. Die Inhibition der Polymeraseaktivität durch 
kompetitive Hemmung ist somit nicht möglich (Abb. 38A). L-Fragmente mit weniger als 370 
N-terminalen AS besitzen weder eine intakte VP35-Interaktionsdomäne noch eine Homo-
Oligomerisierungsdomäne und sind daher wohl nicht in der Lage den aktiven 
Polymerasekomplex zu inhibieren (Abb. 38A). Für den beobachteten inhibitorischen Effekt 
der L-Fragmente mit mehr als 370 N-terminalen AS lassen sich zwei mögliche 
Wirkmechanismen postulieren: Für die L-Deletionsmutanten FlagL380 und FlagL400 könnte die 
Inhibition auf einer verhinderten Komplexbildung zwischen Wildtyp-L-Oligomeren und VP35-
Trimeren (Reid, et al., 2005) beruhen. Dabei bindet die L-Deletionsmutante an VP35 und 
blockiert damit die Bildung eines aktiven VP35-L-Komplexes durch kompetitive Hemmung 
(Abb. 38B). Die Ko-Expression von L-Fragmenten mit 450 oder mehr N-terminalen AS 
könnte zusätzlich zur Bildung eines inaktiven VP35-L-Komplexes führen. Dabei käme es 
neben der kompetitiven Hemmung der VP35-Bindung durch die Fähigkeit dieser Mutanten 
zur L-L-Interaktion auch zur Ausbildung gemischter enzymatisch inaktiver L-Homo-
Oligomere (Abb. 38C).  
 

 
 

Abb. 38. Hypothetisches Schema zur Hemmung des akti ven Polymerase-Komplexes durch ko-
exprimierte L-Deletionsmutanten des EBOVz.  (A) Schematische Darstellung des aktiven 
Polymerase-Komplexes nach Ko-Expression einer L-Deletionsmutante ohne inhibitorischen Effekt. 
Das L-Fragment besitzt weder eine intakte VP35-Interaktionsdomäne noch die Fähigkeit zur Homo-
Oligomerisierung. Polymerase L (blau), Kofaktor VP35 (rot), L-Deletionsmutante (blau, sichelförmig) 
(B) Graphische Darstellung der Inhibition (gelber Blitz) durch eine L-Deletionsmutante, die durch 
kompetitive Hemmung die Komplexbildung zwischen einem intakten Wildtyp-L-Oligomer und einem 
VP35-Trimer (Reid, et al., 2005) verhindert. Das L-Fragment besitzt lediglich eine intakte VP35-
Interaktionsdomäne. (C) Graphische Darstellung der Inhibition durch eine L-Deletionsmutante, die 
aufgrund ihrer intakten Multimerisierungsdomäne ein gemischtes Homo-Oligomer und damit einen 
inaktiven Polymerase-Komplex bildet. 
 
Interessanterweise zeigten L-Deletionsmutanten mit fehlendem N-Terminus, die jedoch die 
vollständige Bindungsdomäne für VP35 enthielten (z.B. Fragment FlagL200-600), keine 
inhibierende Aktivität. Dies könnte darauf hinweisen, dass der N-Terminus des L-Proteins für 
eine hohe Bindungsaffinität erforderlich ist und so die VP35-Interaktion und/oder die L-
Homo-Oligomerisierung stabilisiert. Demnach sind L-Deletionsmutanten mit fehlendem N-
Terminus nicht in der Lage das Wildtyp-L aus dem Komplex zu verdrängen und so zur 
Inhibition der Polymeraseaktivität beizutragen. 
 
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Polymerase L durch ko-exprimierte C-
terminale L-Deletionsmutanten gehemmt werden kann. Dabei wird die Inhibition des aktiven 
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Polymerasekomplexes entweder durch (i) die kompetitive Hemmung des Kofaktors VP35 
oder (ii) die Bildung von inaktiven gemischten L-Oligomeren bewirkt. Die identifizierten 
Bindungsdomänen im N-terminalen Bereich des L-Proteins stellen somit potenzielle 
Zielsequenzen für die Entwicklung EBOV-spezifischer antiviraler Therapien dar. Denkbar 
wäre die Herstellung eines kurzen Peptids (z.B. 20-25mer), das vom identifizierten 
Bindungsbereich abgeleitet ist und die Interaktion empfindlich stört. Ein solches Vorgehen 
wurde bereits für den Transkriptionsfaktor VP30 des EBOVz beschrieben (Hartlieb, et al., 
2003). Hier gelang die Hemmung der VP30-Oligomerisierung durch ein 25mer Peptid (AS 
91-113), das die identifizierte VP30-Oligomerisierungsdomäne (AS 94-112) umspannt. 
Wurden EBOV-infizierte Zellen mit dem synthetischen Peptid transfiziert, kam es zum 
Erliegen der viralen Transkription. Die Replikation blieb hingegen von der Hemmung der 
VP30-Oligomerisierung unbeeinflusst. Hier zeigt sich der Vorteil in der Inhibition der RNA-
abhängigen RNA-Polymerase L, deren Hemmung zum kompletten Verlust aller RNA 
synthetisierenden Prozesse führt. Zudem gibt es in Säugerzellen kein Analogon zu dieser 
Polymerase. 
Weitere Möglichkeiten der antiviralen Therapie liegen in der Anwendung von antisense-
Methoden. „RNA interference“ (RNAi) repräsentiert eine starke und natürlich vorkommende 
Strategie zur Inhibition der Gen-Expression. Diese Methode wurde bereits zur Hemmung der 
Replikation in einer Anzahl von humanpathogenen Viren verwendet (Colbere-Garapin, et al., 
2005, Tan and Yin, 2004). Auch die Proteinexpression und Virusfreisetzung des MARV 
konnte bereits durch RNAi inhibiert werden. Dabei kamen small interfering RNAs (siRNAs), 
die komplementär zu den MARV-Transkripten von NP, VP35 und VP30 sind, zum Einsatz 
(Fowler, et al., 2005). Die Hemmung der Polymerase L des EBOV konnte durch einen Pool 
von vier verschiedenen siRNAs gegen das L-Gen gezeigt werden, wobei die Inkorporation 
der siRNA in spezielle Liposomen zu sog. stabile nucleic acid-lipid particles (SNALPs) 
führten, die sich durch eine gesteigerte Effizienz auszeichneten. Hierbei gelang ein 
kompletter Schutz infizierter Meerschweinchen gegen Virämie und Tod (Geisbert, et al., 
2006). Eine weitere Möglichkeit durch ein antisense-Präparat die Virus-Vermehrung 
spezifisch zu inhibieren, liegt im Einsatz von Peptid-konjugierten synthetischen DNA-Analoga 
(P-PMOs). Zielsequenz dieser Peptidkonjugate ist der Translationsstart eines viralen 
Proteins auf dem (+)-Strang. Für das EBOV konnte eine gezielte Herunterregulierung des 
VP35 gezeigt werden, die zur Hemmung der ebolaviralen Vermehrung führte (Enterlein, et 
al., 2006). Der Einsatz von P-PMOs, die gegen den Translationsstart des L-Proteins des 
EBOVz gerichtet waren, führte in Zellkultur und in infizierten Mäusen nur zu einer 
unzureichenden Hemmung der ebolaviralen Replikation, obwohl eine effiziente Inhibition der 
Translation in in-vitro-Versuchen nachgewiesen werden konnte (Enterlein, et al., 2006, 
Warfield, et al., 2006). Ein Kombinationspräparat von P-PMOs gerichtet gegen die mRNAs 
von VP35, VP24 und L führte allerdings bei infizierten Affen in 75% der Fälle zu einem 
Schutz vor einer tödlichen EBOV-Infektion (Warfield, et al., 2006). 
Für die spezifische Hemmung der Polymerase L des EBOV hat sich erst kürzlich ein ganz 
neuer Ansatz offenbart. Beschrieben wurde der hemmende Effekt eines Zink-Finger 
antiviralen Proteins (ZAP) auf die filovirale Replikation, wobei das Ziel des ZAPs die mRNA 
der Polymerase L darstellt. Bisher konnten zwar weder die spezifische Zielsequenz noch der 
genaue Mechanismus identifiziert werden, doch scheint eine minimale Sequenzlänge für die 
Interaktion mit ZAP nötig. Es wird vermutet, dass ZAP entweder inhibitorisch in die Synthese 
der L-genspezifischen mRNA eingreift oder aber die mRNA destabilisiert, was zu einer 
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Reduktion des L-mRNA-Levels und damit zu einer Hemmung der Virusvermehrung führt 
(Muller, et al., 2007). 
Abschließend lässt sich feststellen, dass bisher noch keine wirksame antivirale Therapie 
gegen das EBOV existiert. Es gibt aber vielversprechende Ansätze für die Entwicklung 
antiviraler Präparate, die sich auch auf den Angriff des L-Proteins des EBOV beziehen. 
Darunter befinden sich Strategien wie die in dieser Arbeit beschriebene (i) Inhibition der 
Bildung des aktiven Polymerasekomplexes, (ii) die Inhibition der Gen-Expression durch 
antisense-Präparate (siRNA, P-PMOs) und die (iii) Destabilisierung L-genspezifischer 
mRNA. 
 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 
 

ZUSAMMENFASSUNG 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 



ZUSAMMENFASSUNG 

    91 

6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

Das Ebolavirus Zaire (EBOVz) zählt zu den tödlichsten humanpathogenen Erregern, 
gegen die es weder ein Therapeutikum noch einen Impfstoff gibt. Replikation und 
Transkription des 19 kb umfassenden negativsträngigen RNA-Genoms basieren auf der 
Bildung eines aktiven RNA-abhängigen RNA-Polymerase-Komplexes, der sich aus einer 
katalytischen Untereinheit, der Polymerase L, und deren Kofaktor VP35 zusammensetzt. 
Dieser Komplex interagiert mit dem von Nukleoproteinen (NP) dicht umhüllten RNA-Genom, 
um so Replikation und Transkription zu katalysieren. Das L-Protein ist in diesem Prozess das 
Schlüsselenzym. 
In der vorliegenden Arbeit wurde die von der Interaktion der Untereinheiten L und VP35 
abhängige Bildung des Polymerase-Komplexes untersucht. Dabei wurden mit Hilfe 
verschiedener L-Deletionsmutanten die Bindungsdomänen identifiziert, die das L-Protein zur 
Ausbildung der verschiedenen Komplexe benötigt. Darüber hinaus wurden diese L-
Fragmente auf ihre Fähigkeit getestet, die Replikation und Transkription des EBOVz durch 
Blockade der VP35-L-Interaktion und/ oder der Homo-Oligomerisierung des L zu inhibieren. 
Ko-Expressionsstudien haben gezeigt, dass das L-Protein keine direkte Wechselwirkung mit 
dem NP eingeht. Das L-Protein interagiert jedoch mit VP35 und wird über dessen Bindung 
an NP zu der von NP umhüllten viralen RNA dirigiert. Mittels Immunfluoreszenz-Analysen 
und Ko-Immunpräzipitations-Assays konnte die VP35-Bindungsdomäne im N-terminalen 
Bereich des L-Proteins zwischen AS 280 bis 380 lokalisiert werden. Dieser Komplex wurde 
durch eine weitere Domäne des L-Proteins (AS 240-280) stabilisiert. 
Das L-Protein ist auch in der Lage Homo-Oligomere zu bilden. Die Homo-Oligomerisierung 
wird über die ersten 450 N-terminalen AS des L-Proteins vermittelt und konnte auch in 
Abwesenheit von VP35 nachgewiesen werden.  
Ferner wurden unter Verwendung eines Minigenom-Assays die inhibitorischen Effekte der L-
Deletionsmutanten auf die Replikation und Transkription des EBOVz untersucht. Es konnte 
gezeigt werden, dass N-terminale L-Fragmente, die mindestens 380 AS umfassen und die 
intakte VP35-Bindungsdomäne enthalten, zur effizienten Hemmung der Replikation und 
Transkription des EBOVz-Minigenoms fähig waren. Dies weist darauf hin, dass die 
Polymeraseaktivität durch eine kompetitive Hemmung der VP35-L-Komplexbildung inhibiert 
werden kann.  
Abschließend kann festgestellt werden, dass der N-terminale Bereich des L-Proteins sowohl 
die VP35-Bindungsdomäne als auch die Homo-Oligomerisierungsdomäne enthält und damit 
eine wichtige Funktion in der Bildung des aktiven Polymerase-Komplexes einnimmt. Aus 
diesem Grund ist diese Domäne ein viel versprechender potentieller Angriffspunkt für die 
Entwicklung antiviraler Komponenten. 
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CTD carboxyterminale Domäne 
dam DNA-Adenin-Methylase 
DAPI 4, 6-Diamidino-2-phenylindol 
DC Dünnschichtchromatographie 
dcm DNA-Cytosin-Methylase 
def deficient 
dH2O destilliertes Wasser 
DMEM Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DNA Deoxyribonucleic Acid, Desoxyribonukleinsäure 
dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphate 
DRK Demokratische Republik Kongo 
ds double stranded, Doppelstrang 
EBOVZ/ S/ IC/ R Ebola-Virus (Spezies Zaire; Sudan; Ivory Coast; Reston) 
EDTA Dinatriummethylendiamintetraacetat 
EF-1α translation elongation factor-1α 
EHF Ebola hemorrhagic fever 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
ER Endoplasmatisches Retikulum 
FCS Fetal Calf Serum 
F-Luz Firefly-Luziferase 
GP Glykoprotein 
GT Guanylyltranferase 
hPIV3 humanes Parainfluenza-Virus 3 
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HRP horseradish peroxidase, Meerrettich-Peroxidase 
HSP heat-shock protein, Hitzeschock-Protein 
IFA Immunfluoreszenz-Analyse 
IFN Interferon 
IgG Immunglobulin G 
IR intergenische Region 
IRES internal ribosomal entry site; interne ribosomale Eintrittsstelle 
IRF-3 IFN-regulierender Faktor 3 
kb kilobases, 1000 Basen 
kDa Kilodalton 
Ko-IP Ko-Immunpräzipitation 
LB Luria Bertani 
L-Protein Large-Protein (Polymerase) 
MAPK mitogen-aktivierte Proteinkinase 
MARV Marburg-Virus 
MCS Multiple Cloning Site 
MG Molekulargewicht (bzw. Minigenom) 
MHC Major Histocompatibility Complex, Haupthistokompatibilitätskomplex 
MHF Marburg hemorrhagic fever 
MPS Monocytäres Phagozytensystem 
mRNA messenger-RNA, ‚Boten’-RNA  
MV Masernvirus 

MVA-T7 
modified vaccinia virus strain Ankara (attenuiertes, rekombinantes Vaccinia-Virus, 
das für die RNA Polymerase des Bakteriophagen T7 kodiert) 

NC Nukleokapsidkomplex 
NNS-Virus nicht-segmentiertes Negativ-Strang Virus  
NP Nukleoprotein 
nt Nukleotid 
N-Terminus Aminoterminus 
NTD aminoterminale Domäne 
NTR nicht-translatierte Regionen 
OD Optical Density, optische Dichte 
ORF Open Reading Frame, offener Leserahmen 
PAGE Polyacrylamid-Gel-Elektrophorese 
PBS Phosphate Buffered Saline, Phosphat gepufferte Kochsalzlösung 
PCR Polymerase Chain Reaction, Polymerase-Kettenreaktion 
PE Promotorelement 
Pen/ Strep Penicillin/ Steptomycin 
PFA Paraformaldehyd 
pH potentia hydrogenii (lat. Stärke des Wasserstoffs) 
PMO Phosphorodiamidat-Morpholinooligomer 
PNK Polynukleotidkinase 
POD Peroxidase 
P-PMO Peptid-konjugiertes Phosphorodiamidat-Morpholinooligomer 
P-Protein Phosphoprotein 
preGP Precursor GP 
PVDF Polyvinylidenfluorid 
rATP ribo-Adenosintriphosphate 
RdRp RNA-dependent RNA-polymerase, RNA-abhängige RNA-Polymerase 
R-Luz Renilla-Luziferase 
RNA Ribonucleic acid, Ribonukleinsäure 
RNAi RNA interference 
RNP-Komplex Ribonukleoprotein-Komplex 
RPV Rinderpest-Virus 
RSV Respiratorisches Synzytialvirus 
RT Reverse Transkriptase/ Transkription oder Raumtemperatur 
RV Rabies-Virus 
SDS Sodium dodecyl sulfate, Natriumdodecylsulfat  
SeV Sendai-Virus 
sGP soluble Glycoprotein, lösliches Glykoprotein 
siRNA small interfering RNA 
SNALPs stabile nucleic acid-lipid particles 
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ss single stranded, Einzelstrang 
SV 5/ 40 Simian-Virus 5 bzw. 40 
Tab. Tabelle 
TACE Tumor-necrosis factor α converting enzym 
TAE-Puffer Tris-Acetate-EDTA Puffer 
TBE-Puffer Tris-Borate-EDTA Puffer 
TEMED N, N, N´, N´, - Tetramethylethylendiamin 
TNFα Tumornekrosefaktor α 
Tris Trishydroxymethylaminomethan 
TSS Transkriptionsstart-Signal 
TStpS Transkriptionsstopp-Signal 
UV Ultraviolett 
ÜKR Überkopfrotierer 
VHF Viral hemorrhagic fever 
VLP Virus like particle, virus-ähnliche Partikel 
VP virales Protein 
vRNA virale-RNA 
VSV vesikuläres Stomatitis-Virus 
WB Western Blot 
WHO World Health Organisation 
ZAP Zink-Finger antivirales Protein 
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9 ANHANG 
 
 
Veröffentlichungen, Vorträge, Posterpräsentationen 
 
 
Veröffentlichungen  
 
Im Zusammenhang mit der vorliegenden Arbeit soll folgende Publikation erstellt werden. 
 
Inhibition of the Ebola virus polymerase activity b y blocking the binding domain for 
the polymerase cofactor VP35.   
Trunschke, M.,  E. Mühlberger.  
(in Vorbereitung) 
 
 
Vorträge  
 
The L polymerase of Ebola virus: Key enzyme for rep lication and transcription  
Lobe, M., E. Mühlberger 
� Interne Seminarreihe des SFB 535, Institut für Hygiene und Infektionskrankheiten der 
Tiere Gießen, Mai 2007  
 
The L polymerase of Ebola virus: Key enzyme for rep lication and transcription  
Lobe, M., E. Mühlberger 
� Virologisch-Parasitologisches Seminar, Institut für Virologie Marburg, Mai 2007 
 
 
Poster-Präsentationen  
 
Inhibition of the Ebola virus polymerase activity b y blocking the binding domain for 
the polymerase cofactor VP35.   
Lobe, M.,  E. Mühlberger. 
� Third European Congress of Virology, Nürnberg, Germany, Sep 2007 
 
The Ebola virus L polymerase: L-L oligomerisation a nd interaction of the L polymerase 
with VP35.  
Lobe, M.,  E. Mühlberger. 
� 13th International Conference on Negative Strand Viruses, Salamanca, Spain, Jun 2006 
 
The Ebola virus L polymerase: L-L oligomerisation a nd interaction of the L polymerase 
with VP35.  
Lobe, M.,  E. Mühlberger. 
� Annual Meeting of the German Society of Virology, München, Germany, Mrz 2006 
 
Interaction studies on the Ebola virus L polymerase : mapping of the binding domain 
for VP35. 
Lobe, M.,  E. Mühlberger. 
� Annual Meeting of the German Society of Virology, Hannover, Germany, Mrz 2005 
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