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Zusammenfassung 

 

Der Transkriptionsfaktor NF-κB reguliert eine Vielzahl biologischer Prozesse und spielt vor 

allem  in der angeborenen Immunantwort, dem Zelltod und der Zellproliferation eine wichtige 

Rolle. Die Aktivierung von NF-κB kann sowohl positive als auch negative Auswirkungen auf 

die virale Replikation haben. Im Zuge der angeborenen Immunantwort induziert NF-κB die 

Produktion pro-inflammatorischer Zytokine, Chemokine und Zelladhäsionsmoleküle, was der 

Bekämpfung der Virusinfektion dient. NF-κB induziert jedoch auch die Expression anti-

apoptotischer und proliferationsfördernder Proteine, was das Überleben infizierter Zellen 

begünstigt. Aufgrund dieser ambivalenten Funktion von NF-κB regulieren viele Viren die 

NF-κB-Aktivität auf komplexe Weise und exprimieren häufig sowohl NF-κB-aktivierende als 

auch NF-κB-inhibierende Proteine. 

Das murine Cytomegalovirus (MCMV) induziert zu Beginn der Infektion eine kurzzeitige 

Aktivierung von NF-κB. Zu späteren Zeitpunkten wird die NF-κB-Aktivierung jedoch blockiert. 

In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass das virale Protein M45 für die NF-κB-

Inhibition verantwortlich ist. M45 interagiert mit der IκB-Kinase (IKK)-Untereinheit NEMO 

(NF-κB essential modulator) und induziert deren Degradation, was zur Blockierung aller 

kanonischen NF-κB-Signalwege führt. 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass M45 auch die initiale NF-κB-

Aktivierung nach Infektion induziert. In murinen Fibroblasten, die mit einem M45-defizienten 

Virus infiziert werden, findet keine sofortige NF-κB-Aktivierung statt. Die initiale NF-κB-

Aktivierung ist blockiert in Zellen, die kein NEMO besitzen und stark reduziert in Zellen, 

denen RIP1 (receptor-interacting protein 1) fehlt, ein bekannter Interaktionspartner von M45. 

Bei Plasmid-vermittelter Expression induzieren alle M45-Verkürzungsmutanten, die mit RIP1 

und NEMO interagieren können, die Aktivierung eines NF-κB-abhängigen Reportergens. Im 

Kontext der Virusinfektion ist die Interaktion mit RIP1 und NEMO jedoch nicht ausreichend 

für die NF-κB-Aktivierung. Zusätzlich ist die Inkorporation von M45 in Viruspartikel nötig. Dies 

ist abhängig von einem Bereich im C-Terminus des M45-Proteins, der nicht für die 

Interaktion mit RIP1 und NEMO benötigt wird. Nur das virion-assoziierte M45, nicht jedoch 

das neusynthetisierte M45, ist in der Lage, NF-κB in infizierten Zellen zu aktivieren.  

Die Resultate dieser Arbeit erweitern das Verständnis der komplexen und dynamischen 

Immunmodulation durch MCMV. Sie zeigen, dass M45 eine duale Rolle bei der NF-κB-

Regulation in infizierten Zellen spielt und ermöglichen die Aufstellung folgenden Modells: 

Das mit den Viruspartikeln in die Zelle gelangende M45 interagiert mit RIP1 und NEMO, was 

initial die Aktivierung von NF-κB induziert. Dem folgt die M45-vermittelte Degradation von 

NEMO, die zu einer dauerhaften NF-κB-Inhibition führt.  
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Summary 

 

Transcription factor NF-κB regulates numerous biological processes and plays an especially 

important role in the innate immune response, cell death and cell proliferation. The activation 

of NF-κB can have both beneficial and detrimental effects on viral replication. NF-κB induces 

the production of proinflammatory cytokines, chemokines and cell adhesion molecules, which 

are essential components of the innate immune response serving to counteract viral 

infection. However, NF-κB also induces the expression of anti-apoptotic and proproliferative 

proteins, which promotes the survival of infected cells. Due to this ambivalent function of 

NF-κB many viruses regulate the NF-κB activity in a complex manner and often express both 

NF-κB-activating and NF-κB-inhibiting proteins. 

The murine cytomegalovirus (MCMV) induces a brief and transient activation of NF-κB 

immediately after infection, but blocks NF-κB activation at later times. Previous studies have 

shown that the viral protein M45 is responsible for the NF-κB inhibition. M45 interacts with 

the IκB kinase (IKK) subunit NEMO (NF-κB essential modulator) and induces its degradation, 

which leads to the inhibition of all canonical NF-κB pathways. 

The results presented here show for the first time that M45 also induces the activation of 

NF-κB immediately after infection. In murine fibroblasts infected with an M45-deficient virus, 

no rapid NF-κB activation can be observed. The initial NF-κB activation is abolished in cells 

that do not express NEMO and strongly reduced in cells lacking RIP1 (receptor-interacting 

protein 1), a known interaction partner of M45. When M45 is expressed from a plasmid, all 

M45 mutants that are capable of interacting with RIP1 and NEMO can also induce the 

expression of an NF-κB-dependent reporter gene. However, in the context of a viral infection, 

the interaction with RIP1 and NEMO is not sufficient to induce NF-κB activation. In addition, 

the incorporation of M45 into viral particles is required. This depends on a C-terminal region 

of the M45 protein that is not required for the interaction with RIP1 and NEMO. Only the 

virion-associated M45, but not the newly synthesized M45, is capable of activating NF-κB 

upon viral infection. 

The data of this study expand the knowledge and understanding of the complex and dynamic 

immune modulation of MCMV. They demonstrate a dual role of M45 in the regulation of 

NF-κB in infected cells and allow the proposition of the following model: M45 that is delivered 

to the cell by viral particles interacts with RIP1 and NEMO, which initially activates NF-κB. 

Subsequently, M45 induces the degradation of NEMO leading to a permanent inhibition of 

NF-κB.  
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1 Einleitung 

 

1.1 Cytomegalovirus 

 

1.1.1 Klassifizierung, Viruspartikel und Replikationszyklus 

Das Cytomegalovirus (CMV) gehört zu den Herpesviren, eine Gruppe großer DNA-Viren, die 

sich durch eine charakteristische Virionmorphologie auszeichnet [1]. Die Virionen dieser 

Virusgruppe haben einen Durchmesser von 200-300 nm und sind von einer Lipidmembran 

umhüllt, in die virale Glykoproteine eingelagert sind [2] (Abb. 1.1). Die Membran umschließt 

das Tegument, eine Struktur, die hauptsächlich aus viralen Proteinen besteht [3]. In das 

Tegument ist das ikosaedrische Kapsid eingebettet, in dem sich das Virusgenom befindet 

[4]. Alle Herpesviren besitzen ein lineares, doppelsträngiges DNA-Genom. Das CMV-Genom 

ist mit etwa 235 kb das größte Genom der humanen Herpesviren und umfasst etwa 200 

Gene [5].  

 

 

Abb. 1.1: Viruspartikel der Herpesviren 

(A) Schematische Darstellung (B) Elektronenmikroskopische Aufnahme  

(Quelle: http://web.uct.ac.za/depts/mmi/stannard/emimages.html) 

 

Innerhalb der Familie der Herpesviridae wird CMV in die Unterfamilie der β-Herpesvirinae 

eingeordnet. Die drei Unterfamilien der Herpesviridae (α-, β- und γ-Herpesviren) unter-

scheiden sich in einigen Merkmalen, wozu die Dauer des Replikationszyklus, der Ort der 

Latenz und die Wirtspezifität gehören [6]. β-Herpesviren besitzen ein enges Wirtsspektrum, 

weshalb das humane Cytomegalovirus (HCMV) nicht im Modellorganismus Maus untersucht 

werden kann [7]. Aus diesem Grund wird das murine Cytomegalovirus (MCMV) als Modell 

für HCMV verwendet [8]. Wie alle Herpesviren weist CMV einen zweiphasigen Lebenszyklus 

auf, der aus einer lytischen und einer latenten Phase besteht. Bei der lytischen Infektion wird 

der virale Replikationszyklus vollständig durchlaufen, was in der Produktion infektiöser Viren 

Glykoprotein

Hüllmembran

Tegument

Kapsid

Genom

A B
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und der Lyse der Wirtszelle resultiert. Die lytische Infektion findet in vielen verschiedenen 

Zelltypen statt, unter anderem in Fibroblasten, Epithelzellen, Endothelzellen und verschie-

denen Leukozyten [9]. Während der latenten Infektion werden nur wenige virale Proteine 

exprimiert und keine infektiösen Partikel gebildet. Ort der Latenz sind hauptsächlich 

Leukozyten der myeloiden Linie, unter anderem Monozyten und CD34-positive Vorläufer-

zellen [10]. Im Stadium der Latenz persistiert CMV lebenslang im Wirt und reaktiviert 

sporadisch die lytische Replikation. β-Herpesviren haben im Vergleich zu anderen Herpes-

viren einen langen Replikationszyklus, der bei HCMV 48-72 Stunden beträgt, bei MCMV 

etwa 24 Stunden [11, 12]. 

Der erste Schritt des viralen Replikationszyklus ist die Anheftung des Virus an die Wirtszelle 

(Abb. 1.2). Hierbei dienen Heparansulfat-Proteoglykane als zelluläre Anheftungsfaktoren, die 

von den viralen Glykoproteinen gB und gM gebunden werden, wobei gB für die Anheftung 

nicht essentiell zu sein scheint [13, 14]. Auf die Anheftung folgen die Bindung zellulärer 

Rezeptoren und die Fusion der viralen Hüllmembran mit der Zellmembran, wofür gB, gH und 

gL benötigt werden [15]. Nach aktuellen Erkenntnissen scheint der gH/gL-Komplex für die 

Rezeptorbindung verantwortlich zu sein, während gB hauptsächlich die Membranfusion 

vermittelt [16]. Die Identität der zellulären Rezeptoren ist nicht abschließend geklärt. 

Diskutiert werden unter anderem verschiedene Wachstumsfaktorrezeptoren und Integrine 

[17-21]. Während bei der Infektion von Fibroblasten die Virusmembran mit der Plasma-

membran der Wirtszelle fusioniert, findet bei Epithelzellen und Endothelzellen die Aufnahme 

der Viruspartikel durch Endozytose statt, gefolgt von einer pH-abhängigen Fusion mit der 

Endosomenmembran [22, 23]. Durch die Membranfusion werden Kapsid und Tegument ins 

Zytoplasma entlassen. Die Proteine des Teguments scheinen unter anderem am Transport 

des Kapsids zum Zellkern beteiligt zu sein, der über Mikrotubuli geschieht [24-26]. Das virale 

Genom wird über einen noch unbekannten Mechanismus in den Zellkern transportiert, wo es 

zirkularisiert und die virale Genexpression initiiert wird [27]. Die Expression der viralen Gene 

erfolgt kaskadenartig in drei Phasen, die als sehr früh (Immediate-Early, IE), früh (Early, E) 

und spät (Late, L) bezeichnet werden [28, 29] (Abb. 1.2). Zuerst werden die IE-Gene 

transkribiert, wofür keine de novo Proteinsynthese benötigt wird. IE-Gene kodieren unter 

anderem für Transkriptionsfaktoren, die für die Expression der E-Gene benötigt werden [11]. 

E-Proteine sind beteiligt an der viralen Genomreplikation, die nach dem Prinzip der rolling 

circle-Replikation abläuft [30, 31]. Nach Initiation der Genomreplikation werden die L-Gene 

exprimiert, die hauptsächlich für Strukturproteine kodieren [32, 33]. Dazu gehören die 

Kapsidproteine, die in den Zellkern transportiert werden, wo das Viruskapsid zusammen-

gesetzt wird. In jedes Kapsid wird ein repliziertes virales Genom in linearer Form verpackt 

[34]. Die reifen Kapside werden aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Dies 

geschieht durch Knospung der Kapside an der inneren Kernmembran, wobei sie eine 
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primäre Membranhülle erhalten, die anschließend mit der äußeren Kernmembran fusioniert 

[35]. An die nun wieder unbehüllten Kapside lagern sich die viralen Tegumentproteine an, 

bevor die Viruspartikel durch Knospung in Glykoprotein-haltige, vom Golgi abgeleitete 

Vesikel ihre finale Hüllmembran erhalten [36, 37]. Die reifen Virionen werden durch Fusion 

der Vesikelmembran mit der Plasmamembran freigesetzt. 

 

 

 
Abb. 1.2 Replikationszyklus des Cytomegalovirus 

Schematische Darstellung des CMV-Replikationszyklus. Das Virus heftet sich an die Wirtszelle an und 

induziert die Fusion der Plasmamembran mit der viralen Hüllmembran. Tegument und Kapsid werden 

in das Zytoplasma entlassen und das Kapsid wird zum Zellkern transportiert. Das virale Genom 

gelangt in den Zellkern, wo es zirkularisiert und die virale Genexpression beginnt. Zuerst werden die 

Immediate-Early-Gene exprimiert, deren Genprodukte für die Expression der Early-Gene benötigt 

werden. Die Early-Proteine sind beteiligt an der viralen Genomreplikation, während die Late-Proteine 

hauptsächlich für Strukturproteine kodieren. Das Kapsid wird im Zellkern zusammengesetzt und das 

replizierte virale Genom darin verpackt. Das Kapsid wird durch Knospung aus dem Kern über das 

Endoplasmatische Retikulum (ER) in das Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma lagern sich die 

Tegumentproteine an und das Virus erhält seine finale Hülle durch Knospung in Glykoprotein-haltige, 

vom Golgi abgeleitete Vesikel, die mit der Plasmamenbran fusionieren und so die Viruspartikel 

freisetzen. 

 

Early

Late

Immediate-Early

Plasmamembran

Zellkern

Golgi

ER
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1.1.2 Epidemiologie und Pathogenese 

Bisher wurden bereits über 200 verschiedene Herpesviren identifiziert, in einem breiten 

Spektrum an Vertebraten als auch in einigen Invertebraten [38-41]. Strukturelle Ähnlichkeiten 

zu Bakteriophagen der Ordnung Caudovirales weisen darauf hin, dass die evolutionären 

Wurzeln der Herpesviren bis zu den Anfängen der Evolution des Lebens reichen [42]. 

Aufgrund von Übereinstimmungen zwischen Stammbäumen der Herpesviren und Stamm-

bäumen der zugehörigen Wirtsorganismen wird angenommen, dass eine viele Millionen 

Jahre andauernde Co-Evolution zwischen Virus und Wirt stattgefunden hat [43, 44].  Daher 

sind die meisten Herpesviren gut an ihren natürlichen Wirt angepasst und verursachen 

oftmals keine schweren Krankheitssymptome. 

Die für eine Cytomegalovirus-Infektion typischen vergrößerten Zellen, die bei Färbung dunkle 

Einschlüsse im Kern zeigen (sogenannte Eulenaugenzellen) wurden zum ersten Mal 1904 

beschrieben und damals als einzellige Parasiten missinterpretiert [45, 46]. In den 50er 

Jahren des 20. Jahrhunderts wurde das Virus von drei unabhängigen Forschungsgruppen 

isoliert und erhielt 1960 aufgrund der charakteristischen Vergrößerung infizierter Zellen den 

Namen Cytomegalovirus [7, 47].  

Das humane Cytomegalovirus ist weltweit verbreitet, mit einer Seroprävalenz von 40 % bis 

nahezu 100 %, abhängig von den sozio-ökonomischen Bedingungen der jeweiligen Region 

[48]. Die Übertragung erfolgt über Körperflüssigkeiten wie Blut, Speichel, Urin, Muttermilch 

oder Samenflüssigkeit [49-51]. Das Virus kann auch intrauterin von der Mutter auf das 

ungeborene Kind übertragen werden [52]. In gesunden Personen verläuft die Infektion mit 

CMV meist asymptomatisch. In manchen Fällen kann eine CMV-Mononukleose auftreten, 

eine milde Erkrankung mit grippeähnlichen Symptomen, ähnlich der Epstein-Barr Virus-

Mononukleose (Pfeiffersches Drüsenfieber) [53]. In Individuen mit supprimiertem oder 

unreifem Immunsystem kann CMV jedoch schwerwiegende Erkrankungen verursachen. Zu 

den Risikogruppen gehören AIDS-Patienten (Aquired Immune Deficiency Syndrome), 

Organtransplantat-Empfänger, die immunsupprimierende Medikamente erhalten, und 

Neugeborene.  

Die kongenitale CMV-Infektion bei neugeborenen Kindern wurde bereits vor der 

Identifizierung des Cytomegalovirus beschrieben und wird auch als zytomegale Einschluss-

körperchen-Krankheit (cytomegalic inclusion disease, CID) bezeichnet [54]. Weltweit werden 

durchschnittlich 0,64 % aller Kinder mit kongenitaler CMV-Infektion geboren, von denen etwa 

11 % Symptome aufweisen [55], die von Petechien über Entzündung verschiedener Organe 

wie Leber und Lunge bis hin zu neuronalen Schäden wie Gehörverlust, Sehverlust und 

mentaler Retardierung reichen können [56, 57].  

Bei AIDS-Patienten, die keine hochaktive antiretrovirale Therapie (highly active antiretroviral 

therapy, HAART) erhalten, sind bis zu 40 % von CMV-bedingten Erkrankungen betroffen 
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[58]. Am häufigsten tritt Retinitis auf, gefolgt von Erkrankungen des Gastrointestinaltraktes 

und des Zentralnervensystems [59]. Durch die Anwendung von HAART kann die CMV-

verursachte Morbidität und Mortalität in HIV-infizierten Personen erheblich reduziert werden 

[60].  

Ein wachsendes Problem ist die Infektion mit CMV bei Organtransplantat-Empfängern, von 

denen bis zu 75 % eine lytische CMV-Infektion innerhalb des ersten Jahres nach der Trans-

plantation aufweisen [61]. Bei Transplantation eines Organs eines seropositiven Spenders in 

einen seronegativen Empfänger kann es zu einer Primärinfektion kommen, durch Reakti-

vierung von CMV in einem bereits seropositiven Empfänger zu einer Sekundärinfektion. 

Erkrankungsraten und Mortalität variieren abhängig vom CMV-Status des Spenders und 

Emfängers (Primär- oder Sekundärinfektion), dem Grad der Immunsuppression und der Art 

des transplantierten Organs [62]. Eine häufig auftretende Erkrankung bei Transplantat-

emfängern ist das CMV-Syndrom, das einer CMV-Mononucleose ähnelt. Typisch sind auch 

Lungenentzündung und Entzündungen des Gastrointestinaltraktes. Zudem kann eine CMV-

Infektion zur Beschädigung oder Abstoßung des transplantierten Organs führen [63]. 

 

1.2 NF-κB Signalweg und angeborene Immunantwort  

 

1.2.1 Der Transkriptionsfaktor NF-κB  

Der nukleäre Faktor kappa B (NF-κB) wurde 1986 als ein nukleäres Protein identifiziert, das 

an den Enhancer des Gens für die leichte Kette κ in B-Zellen bindet [64]. Besondere 

Aufmerksamkeit erlangte NF-κB durch die Erkenntnis, dass es sich um einen induzierbaren 

Transkriptionsfaktor handelt, der durch einen posttanslationalen Mechanismus von einem 

inaktiven in einen aktiven Zustand überführt wird [65]. Dies ermöglicht eine schnelle und 

transiente Änderung der Genexpression, wodurch induzierbare Transkriptionsfaktoren ein 

wichtiges Prinzip darstellen, mittels dessen Organismen auf äußere Einflüsse reagieren 

können. NF-κB ist in diesem Zusammenhang von besonderer Bedeutung, da dieser 

Transkriptionsfaktor von einer Vielzahl verschiedener Stimuli aktiviert wird und die 

Expression einer großen Zahl an Genen reguliert, die in diversen biologischen Prozessen 

beteiligt sind. 

Wirbeltiere exprimieren fünf verschiedene Proteine der NF-κB-Proteinfamilie: RelA (p65), 

RelB, c-Rel, p50 (Vorläufer p105) und p52 (Vorläufer p100). Sie liegen als Homo- oder 

Heterodimere in der Zelle vor, wobei das p50/p65-Heterodimer das am häufigsten zu 

findende NF-κB-Dimer ist [66-68]. Alle NF-κB-Proteine besitzen eine Rel-Homologiedomäne 

(RHD), die für die Dimerisierung und DNA-Bindung erforderlich ist [69]. Sie enthält außerdem 

eine nukleäre Lokalisationssequenz (NLS) und vermittelt die Bindung von NF-κB an 

inhibitorische Proteine der IκB (Inhibitor of NF-κB)-Proteinfamilie [70]. IκBα ist das am besten 



Einleitung 
 
 

14 
 

untersuchte IκB-Protein und reguliert maßgeblich die Aktivität des abundanten p50/p65-

Heterodimers [71]. Im nicht-induzierten Zustand bindet IκBα an NF-κB und hält es durch 

Maskierung der NLS der p65-Untereinheit im Zytoplasma zurück [72] (Abb. 1.3). NF-κB-

aktivierende Signale führen zur proteasomalen Degradation von IκBα, woraufhin die vorher 

verdeckte NLS exponiert und NF-κB in den Zellkern transportiert wird [73]. Induziert wird die 

IκBα-Degradation durch den IκB-Kinase (IKK)-Komplex, der neben NF-κB und IκB die dritte 

Hauptkomponente des NF-κB-Signalweges ist. Der IKK-Komplex besteht aus den 

katalytischen Untereinheiten IKKα (IKK1) und IKKβ (IKK2) sowie der regulatorischen 

Untereinheit IKKγ, die auch als NEMO (NF-κB essential modulator) bezeichnet wird [74, 75]. 

Der aktivierte IKK-Komplex phosphoryliert IκBα an den Serinresten 32 und 36, was die 

Rekrutierung von Ubiquitin-Ligasen zur Folge hat. Diese modifizieren IκBα mit Lysin 48-

verknüpften Polyubiquitin-Ketten und induzieren so die Degradation von IκBα durch das 

Proteasom [76].  

Neben diesem als kanonisch bezeichneten NF-κB-Signalweg, gibt es auch einen alternativen 

oder nicht-kanonischen Weg zur NF-κB-Aktivierung. Dieser ist abhängig von IKKα, erfordert 

jedoch weder IKKβ noch NEMO [77]. IKKα wird durch NIK (NF-κB-inducing kinase) aktiviert 

und induziert die Prozessierung des inaktiven NF-κB-Vorläuferproteins p100 zu p52, das vor 

allem mit RelB dimerisiert [77]. 

Im Kern bindet NF-κB an spezifische DNA-Sequenzen, die als κB-Bindestellen bezeichnet 

werden und aktiviert die Transkription der jeweiligen Zielgene durch Rekrutierung trans-

kriptionaler Co-Aktivatoren und Chromatin-modifizierender Proteine [78]. 

NF-κB kann durch vielfältige Stimuli aktiviert werden. Viele davon stehen im Zusammenhang 

mit einer bakteriellen oder viralen Infektion. Strukturelle Bestandteile von Pathogenen, wie 

mikrobielle Proteine oder Nukleinsäuren können NF-κB ebenso aktivieren wie pro-inflamma-

torische Zytokine [79]. NF-κB-Aktivierung kann auch durch Zellstress induziert werden, unter 

anderem durch UV-Strahlung, oxidativen Stress oder hyperosmotischen Schock [68]. So 

vielfältig wie die aktivierenden Signale sind auch die Zielgene der NF-κB-Transkriptions-

faktoren [80]. Sie sind beteiligt an wichtigen Prozessen der Immunantwort, wie Antigen-

präsentation oder Inflammation [79]. NF-κB-Zielgene regulieren auch Zelltod und 

Proliferation und haben entscheidenden Einfluss auf die Embryonalentwicklung und 

Zelldifferenzierung [81-83]. Auch die Expression von IκB-Proteinen wird von NF-κB induziert, 

was einen wichtigen Mechanismus zur Beendigung der NF-κB-Antwort darstellt. 

Resynthetisiertes IκBα kann NF-κB von der DNA lösen und ins Zytoplasma zurück 

transportieren [71]. Daneben gibt es eine Reihe weiterer autoregulatorischer feedback loops, 

die eine zeitlich abgestimmte Deaktivierung von NF-κB auf verschiedenen Ebenen des 

Signalweges einleiten [84]. Da NF-κB viele wichtige zelluläre Prozesse beeinflusst, kann die 

Dysregulation von NF-κB schwerwiegende Erkrankungen zur Folge haben. Dazu gehören 
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Immundefizienz, Autoimmun- und inflammatorische Erkrankungen sowie die Entstehung von 

Tumoren [85, 86]. 

 

 
 
Abb. 1.3 Kanonische NF-κB-Aktivierung 

NF-κB spielt eine zentrale Rolle in der Immun- und Zellstressantwort. Stimuli wie bakterielle oder virale 

Infektionen, Zytokine oder Zellstress aktivieren den IKK-Komplex. Dieser phosphoryliert daraufhin den 

NF-κB-Inhibitor IκBα, was zur Polyubiquitinierung und anschließender proteasomaler Degradation von 

IκBα führt. NF-κB kann nun in den Zellkern transportiert werden, wo es an DNA bindet und die 

Transkription vieler verschiedener Gene aktiviert. Die Produkte der NF-κB-Zielgene sind unter 

anderem an der Regulation der Immunantwort und des Zelltods beteiligt. Auch IκBα und andere 

NF-κB-regulierende Proteine werden induziert. 
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1.2.2 Funktion von NF-κB in der angeborenen Immunantwort 

Die angeborene Immunantwort stellt eine schnelle und unspezifische Reaktion auf 

eindringende Pathogene dar, die auf einer limitierten Zahl Keimbahn-kodierter Rezeptoren 

und sezernierter Proteine beruht. Im Zuge der angeborenen Immunantwort werden 

Pathogen-typische Molekülstrukturen erkannt und die Erreger mittels Phagozytose und 

sezernierten antimikrobiellen oder antiviralen Substanzen bekämpft. Im Gegensatz dazu 

verfügt die erworbene oder adaptive Immunantwort über eine theoretisch unbegrenzte Zahl 

an Antigenrezeptoren, die durch somatische Rekombination in B- und T-Lymphozyten 

generiert werden. Sie ermöglichen eine hochspezifische Erkennung mikrobieller Moleküle 

und damit eine sehr effiziente Eliminierung von Pathogenen. Zudem bewirkt die adaptive 

Immunantwort eine langfristige Immunität gegen wiederkehrende Infektionen. Bis zur vollen 

Ausprägung der adaptiven Immunantwort vergehen jedoch mehrere Tage, da zunächst die 

Aktivierung, klonale Expansion und Differenzierung der Antigen-spezifischen Lymphozyten 

erfolgen muss. Die angeborene Immunantwort ist somit von essentieller Bedeutung als erste 

Verteidigungslinie des Körpers, die Infektionen verhindert oder begrenzt und die Initiierung 

und Wirkung des adaptiven Immunsystems unterstützt [87]. 

Einige Komponenten des angeborenen Immunsystems stehen konstitutiv zur Verfügung und 

dienen der sofortigen Abwehr eindringender Mikroorganismen. Dazu gehören das 

Komplementsystem sowie bestimmte antimikrobielle Enzyme und Peptide [87, 88]. Ein 

großer Teil der angeborenen Immunantwort wird jedoch erst durch eine Infektion induziert. 

Dies geschieht über die Aktivierung bestimmter Transkriptionsfaktoren, vor allem NF-κB, 

Aktivatorprotein-1 (AP-1) und Interferon-regulierende Faktoren (IRFs). Aufgrund seiner zahl-

reichen immunmodulatorischen Zielgene ist die Aktivierung von NF-κB dabei von besonderer 

Bedeutung. 

NF-κB reguliert die Synthese von Substanzen mit direkter antimikrobieller Aktivität, wie 

antimikrobielle Peptide oder toxisch wirkende Stickstoff- und Sauerstoffradikale [89-93].  

Von herausragender Bedeutung für die angeborene Immunantwort ist die Produktion von 

Zytokinen, von denen viele durch NF-κB induziert werden [80]. Zytokine sind sezernierte 

Signalproteine, die durch Bindung an spezifische Rezeptoren auf der Zelloberfläche immun-

modulatorische Reaktionen der betreffenden Zelle hervorrufen [87]. Einige Zytokine 

induzieren die Inflammationsreaktion, im Zuge derer phagozytierende Zellen, vor allem 

Neutrophile und Makrophagen, an den Ort der Infektion rekrutiert und aktiviert werden. Zu 

den NF-κB-induzierten pro-inflammatorischen Zytokinen gehören unter anderem Tumor-

nekrosefaktor α (TNFα) und Interleukin-1β (IL-1β), die die Inflammationsreaktion verstärken, 

indem sie ihrerseits NF-κB und andere immunmodulatorische Transkriptionsfaktoren 

aktivieren [80]. Die Rekrutierung der Phagozyten geschieht mit Hilfe chemotaktischer 

Zytokine, auch Chemokine genannt sowie bestimmter Zelladhäsionsmoleküle, die ebenfalls 
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zu den NF-κB-Zielgenen gehören [89]. NF-κB spielt zudem eine wichtige Rolle bei der 

Sicherung des Überlebens von Neutrophilen am Ort der Infektion sowie bei der Differen-

zierung von Monozyten zu Makrophagen [94, 95].  

Neben den pro-inflammatorischen Zytokinen und Chemokinen reguliert NF-κB auch die 

Transkription von Typ I-Interferonen (IFN), einer Klasse von Zytokinen mit antiviraler 

Funktion. Typ I-Interferone, wozu IFNα und IFNβ gehören, induzieren einen antiviralen 

Status in infizierten und benachbarten uninfizierten Zellen durch transkriptionelle Aktivierung 

von Proteinen, die zur Inhibition der Virusreplikation beitragen [96].  

Interferone und andere Zytokine aktivieren auch Natürliche Killerzellen (NK-Zellen), die 

infizierte Zellen eliminieren können, und tragen zur Rekrutierung und Aktivierung von 

Lymphozyten bei, was schließlich zur Einleitung der adaptiven Immunantwort führt [87]. 

 

1.2.3 Pathogendetektion und NF-κB-Aktivierung in der angeborenen Immunantwort 

Innerhalb der angeborenen Immunantwort erfolgt die Pathogendetektion durch Muster-

erkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs). Diese erkennen Pathogen-

assoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), die im 

Wirtsorganismus nicht vorkommen. PRRs werden unterschieden in membrangebundene und 

zytoplasmatische Rezeptoren. Zusätzlich können bestimmte Zytokinrezeptoren zur NF-κB-

Aktivierung führen. Sowohl PRRs als auch Zytokinrezeptoren aktivieren neben NF-κB zudem 

weitere Transkriptionsfaktoren, die an der angeborenen Immunantwort beteiligt sind, 

darunter AP-1 und IRF3.  

  

1.2.3.1 NF-κB-Aktivierung durch Toll-like-Rezeptoren 

Die wichtigste Klasse membrangebundener PRRs sind die Toll-like-Rezeptoren (TLRs). 

Beim Menschen sind 10 funktionelle TLRs bekannt (TLR1-TLR10), bei der Maus 12 (TLR1-

TLR9, TLR11-TLR13) [97, 98]. Einige TLRs sind in der Plasmamembran lokalisiert, andere in 

intrazellulären Vesikeln, vor allem in Endosomen (Abb. 1.4). Die Plasmamembran-lokali-

sierten TLRs 1, 2, 4, 5 und 6 detektieren hauptsächlich Moleküle, die typisch sind für 

bakterielle Zellwände. Dazu gehören bestimmte Lipide, Lipoproteine und Proteine [98]. TLR4 

ist einer der am besten untersuchten TLRs und wird durch Lipopolysaccharide (LPS) 

aktiviert, die in der Zellwand gram-negativer Bakterien zu finden sind. Doch auch Bestand-

teile von Viruspartikeln können durch TLRs an der Zelloberfläche detektiert werden. So 

wurde gezeigt, dass TLR4 durch das Fusionsprotein des Respiratorischen Syncytialvirus 

(RSV) aktiviert wird [99]. Auch das Kaposi-Sarkoma-assoziierte Herpesvirus (KSHV) und 

Herpes-simplex-Virus Typ 1 (HSV-1) scheinen die Aktivierung von TLR4 induzieren zu 

können [100, 101]. TLR2, der bei Aktivierung Heterodimere mit TLR1 oder TLR6 bildet, spielt 

ebenfalls eine Rolle bei der Detektion verschiedener Viren, darunter HSV-1, Epstein-Barr-
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Virus (EBV), HCMV und MCMV [99, 102]. Im Falle von HCMV wurden die Glykoproteine gB 

und gH als TLR2-Liganden identifiziert [103]. 

Die endosomalen TLRs 3, 7, 8, und 9 erkennen hauptsächlich mikrobielle Nukleinsäuren 

[98]. TLR3 wird durch doppelsträngige RNA (dsRNA) aktiviert, die typischerweise bei der 

Replikation von RNA-Viren auftritt [104]. Doch auch bei einer Infektion mit DNA-Viren kann 

dsRNA gebildet werden, vermutlich durch bidirektionale Transkription komplementärer DNA-

Stränge [105]. Im Falle von EBV wurde gezeigt, dass die einzelsträngige nicht-kodierende 

RNA EBV-encoded small RNA (EBER) TLR3 aktivieren kann, da sie intramolekulare 

Basenpaarungen ausbildet [106]. TLR3 wurde mit einer schützenden Wirkung bei HSV-1-

induzierter Enzephalitis in Verbindung gebracht [107]. Die Rolle von TLR3 bei der Infektion 

mit MCMV ist dagegen umstritten. Während eine Studie eine erhöhte MCMV-Suszeptibilität 

von TLR3-knockout-Mäusen gegenüber Wildtyp-Mäusen feststellen konnte, war dies bei 

einer anderen Studie nicht der Fall [108, 109]. Die TLRs 7 und 8 erkennen einzelsträngige 

RNA (ssRNA) und spielen eine Rolle bei der Detektion verschiedener Viren mit ssRNA-

Genom, wie dem Influenza A-Virus (IAV) und dem Humanen Immundefizienzvirus (HIV) 

[110]. TLR9 wird durch unmethylierte CpG-Motive aktiviert, die in bakterieller und viraler DNA 

zu finden sind [111, 112]. So ist TLR9 an der Detektion verschiedener DNA-Viren beteiligt, 

darunter Hepatitis B-Virus (HBV), HSV-2 und MCMV [108, 113-115]. 

TLRs binden Liganden über ihre aus LRRs (leucine-rich repeats) aufgebaute Ektodomäne 

[116]. Die Ligandenbindung resultiert in der Dimerisierung der Rezeptoren, wobei die 

meisten TLRs Homodimere bilden. TLR2 bildet Heterodimere mit TLR1 oder TLR6. Durch 

die Dimerisierung werden die intrazellulären Toll/IL-1-Rezeptor (TIR)-Domänen der TLRs in 

räumliche Nähe zueinander gebracht, was die Interaktion mit zytoplasmatischen 

Adaptermolekülen erlaubt, die ebenfalls eine TIR-Domäne besitzen [117]. Die meisten TLRs, 

mit Ausnahme von TLR3, nutzen MyD88 (myeloid differentiation factor 88) als Adapter-

protein (Abb. 1.4). TLR2 und TLR4 rekrutieren MyD88 indirekt über TIRAP (TIR-containing 

adaptor protein). MyD88 interagiert mit Kinasen der IRAK-Proteinfamilie (IL-1 receptor-

associated kinase), die die E3-Ubiquitinligase TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) 

rekrutieren [118, 119]. TRAF6 wird benötigt für die Rekrutierung des IKK-Komplexes und der 

Kinase TAK1 (TGFβ-activated kinase 1), die an TAB2 und TAB3 (TAK1-associated binding 

proteins 2/3) gebunden ist [120]. Der genaue Ablauf der Komplex-Assemblierung ist nicht 

bekannt. Eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung des IKK- und des TAK/TAB-Komplexes 

scheinen Lysin 63-verknüpfte Polyubiquitinketten zu spielen, die im Gegensatz zu Lysin 48-

verknüpfter Ubiquitinierung keine proteasomale Degradation induzieren, sondern an der 

Signalübertragung beteiligt sind [121, 122]. TRAF6 ubiquitiniert mehrere Komponenten des 

TLR-Signalweges, darunter IRAK1, NEMO und auch sich selbst. Zudem wurde gezeigt, dass 

sowohl NEMO als auch TAB2/3 an Lysin 63-verknüpfte Polyubiquitinketten binden können 
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[123-126]. Die Aktivierung des IKK-Komplexes erfolgt durch Phosphorylierung von IKKα 

und/oder IKKβ [127]. Dies scheint entweder durch Trans-Autophosphorylierung zu 

geschehen oder durch eine IKK-Kinase, wofür TAK1 ein möglicher Kandidat ist [120, 127, 

128]. TAK1 ist auch beteiligt an der Aktivierung eines zweiten Signalweges, der Mitogen-

aktivierte Proteinkinasen (MAPKs) involviert. Die MAP-Kinasen p38 und JNK (c-Jun 

N-terminal kinase) aktivieren unter anderem AP-1, das wie NF-κB die Expression pro-inflam-

matorischer Zytokine induzieren kann. 

TLR3 ist der einzige TLR, der statt MyD88 ausschließlich das Adaptermolekül TRIF (TIR 

domain-containing adaptor inducing IFNβ) verwendet. TLR4 ist wiederum der einzige TLR, 

der sowohl MyD88- als auch TRIF-abhängige Signalwege aktivieren kann, wobei TRIF über 

TRAM (TRIF-related adapter molecule) an TLR4 rekrutiert wird (Abb. 1.4). TRIF interagiert 

sowohl mit TRAF6 als auch mit dem Rezeptor-interagierenden Protein 1 (RIP1), was die 

Rekrutierung von TAK1 sowie des IKK-Komplexes zur Folge hat [129-131]. Es wurde 

gezeigt, dass RIP1 nach Rezeptorstimulation ubiquitiniert wird [131]. Obwohl es nahe liegt, 

dass TRAF6 die dafür verantwortliche Ubiquitinligase ist, wurde bisher keine TRAF6-

abhängige RIP1-Ubiquitinierung gezeigt und in Makrophagen scheint TRAF6 für die TLR3-

vermittelte NF-κB-Aktivierung keine Rolle zu spielen [132]. Als mögliche Alternative kommt 

die Ubiquitinligase Peli1 in Frage, die mit TLR3-abhängiger RIP1-Ubiquitinierung und NF-κB-

Aktivierung in Zusammenhang gebracht wurde [133]. Ubiquitiniertes RIP1 interagiert mit 

NEMO und kann so den IKK-Komplex rekrutieren, was zu dessen Aktivierung führt [134]. Es 

ist jedoch nicht zweifelsfrei geklärt, ob die Ubiquitinierung von RIP1 absolut essentiell ist für 

die Aktivierung von NF-κB [127, 133].  

TRIF-abhängige Signalwege aktivieren neben NF-κB auch IRFs, eine weitere Gruppe 

induzierbarer Transkriptionsfaktoren, die unter anderem die Produktion von Typ I-

Interferonen stimulieren [135]. Die TLR3-vermittelte Aktivierung der für die IFN-Produktion 

besonders wichtigen IRFs 3 und 7 ist abhängig von TRAF3 und den IKK-verwandten 

Kinasen TBK1 (TANK-binding kinase 1) und IKKε [136]. 
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Abb. 1.4 NF-κB-Aktivierung durch Toll-like-Rezeptoren (TLRs) 

Die Membran-gebundenen TLRs detektieren Pathogenstrukturen im extrazellulären Raum oder in 

Endosomen und triggern Signalkaskaden, die zur Aktivierung von NF-κB sowie den Transkriptions-

faktoren AP-1 und IRF3/7 führen. Die Bindung des Liganden an den jeweililgen Rezeptor ermöglicht 

die Assoziation der zytoplasmatischen Adaptermoleküle MyD88 oder TRIF, die wiederum weitere 

Proteine rekrutieren, darunter verschiedene Ubiquitinligasen wie TRAF3/6 oder Peli1. Es folgt die 

wahrscheinlich Ubiquitin-abhängige Rekrutierung der IKK- und TAK/TAB-Proteinkomplexe. Innerhalb 

des so entstandenen Multiproteinkomplexes kommt es zur Aktivierung des IKK-Komplexes durch 

Phosphorylierung von IKKα/β. Der TAK/TAB-Komplex ist beteiligt an der IKK-Aktivierung und 

phosphoryliert zudem MAP-Kinase-Kinasen (MKKs), was zur Aktivierung von AP-1 führt. Sowohl 

NF-κB als auch AP-1 induzieren die Expression von pro-inflammatorischen Zytokinen. Die IKK-

verwandten Kinasen TBK1 und IKKε aktivieren IRF3/7, die entscheidend zur Interferonproduktion 

beitragen. 
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1.2.3.2 NF-κB-Aktivierung durch zytoplasmatische Mustererkennungsrezeptoren 

Neben den Membran-assoziierten TLRs, die PAMPs im extrazellulären Raum oder im 

endosomalen Kompartiment detektieren, gibt es weitere PRRs, die Pathogene innerhalb des 

Zytoplasmas erkennen und ebenfalls NF-κB aktivieren können. Von besonderer Bedeutung 

für die Detektion viraler Infektionen im Zytoplasma sind RIG-I-like receptors (RLRs), die 

durch RNA aktiviert werden. Daneben gibt es eine heterogene Gruppe zytoplasmatischer 

DNA-Sensoren [99]. 

Zu den RLRs gehören RIG-I (retinoic acid inducible gene-I) und MDA5 (melanoma differen-

tiation-associated factor 5) (Abb. 1.5). Während gesichert ist, dass diese Rezeptoren durch 

RNA aktiviert werden, wird die dafür erforderliche Struktur der RNA-Liganden kontrovers 

diskutiert [137]. MDA5 scheint hauptsächlich lange dsRNA (> 1 kb) zu detektieren. Als 

Liganden für RIG-I wurden dagegen primär kurze dsRNA und 5´-Triphosphat-ssRNA 

beschrieben, wobei auch im Falle der dsRNA ein 5´-Triphosphat die Detektion erleichtert, 

jedoch nicht essentiell ist [138, 139]. Beide Rezeptoren detektieren verschiedene RNA-Viren. 

RIG-I wird unter anderem durch das Vesikuläre Stomatitis-Virus (VSV), Hepatitis C-Virus 

(HCV) und IAV aktiviert, MDA5 zum Beispiel durch Poliovirus und Encephalomyocarditis-

Virus (EMCV). Einige Viren, wie das Dengue Virus, werden durch beide RLRs erkannt [138]. 

Zudem kann RIG-I indirekt DNA-Viren detektieren, wie HSV-1 oder EBV. In diesem Fall 

erkennt die zelluläre RNA-Polymerase III zytosolische dsDNA und transkribiert diese in 

5´-Triphosphat-dsRNA, die als Ligand für RIG-I dient [140]. 

Die Bindung des Liganden induziert eine Konformationsänderung der Rezeptoren, die die 

Interaktion mit dem Adapterprotein MAVS (mitochondrial antiviral signaling; auch VISA, 

Cardif oder IPS-1 genannt) ermöglicht, das in der äußeren Mitochondrienmembran verankert 

ist (Abb. 1.5). MAVS polymerisiert daraufhin und bildet eine Plattform für die Rekrutierung 

verschiedener an der NF-κB-Aktivierung beteiligter Proteine. Dazu gehören die Ubiquitin-

ligasen TRAF2, 5 und 6 [141]. Über den Adapter FADD (Fas-associated death domain 

protein) wird auch RIP1 an MAVS rekrutiert [142]. Die Ubiquitin-abhängige Rekrutierung von 

NEMO führt anschließend zur Aktivierung des IKK-Komplexes [141]. Auch IRF3 und IRF7 

können durch RIG-I und MDA5 aktiviert werden. Dies geschieht durch die Rekrutierung von 

TRAF3 und Aktivierung von TBK1 und IKKε [136]. 
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Abb. 1.5 NF-κB-Aktivierung durch zytoplasmatische Mustererkennungsrezeptoren 

Zytoplasmatische Mustererkennungsrezeptoren werden durch mikrobielle Nukleinsäuren im Zyto-

plasma aktiviert. Die dsRNA-Sensoren RIG-I und MDA5 nutzen für die Signalweiterleitung das an der 

äußeren Mitochondrienmembran lokalisierte Adapterprotein MAVS, das verschiedene TRAFs sowie 

RIP1 rekrutiert. Es folgt die Ubiquitin-abhängige Rekrutierung und Aktivierung des IKK-Komplexes, 

was zur Aktivierung von NF-κB führt. Abhängig von TRAF3 und TBK1 wird außerdem IRF3/7 aktiviert. 

Der dsDNA-Sensor DAI rekrutiert den IKK-Komplex über die Interaktion mit RIP1 und RIP3. DAI 

interagiert auch mit TBK1 sowie mit IRF3 und vermittelt so die IRF3-Aktivierung. IFI16 erkennt sowohl 

ssDNA als auch dsDNA und aktiviert NF-κB und IRF3 mittels des ER-lokalisierten Proteins STING. 

cGAS synthetisiert nach Bindung von dsDNA den sekundären Botenstoff cGAMP, der ebenfalls 

STING aktiviert. 

 

Neben der bereits erwähnten RNA-Polymerase III, wurden einige weitere putative DNA-

Sensoren im Zytoplasma identifiziert, von denen vor allem DAI (DNA-dependent activator of 

IRFs), IFI16 (IFNγ-inducible protein 16) und cGAS (cyclic-GMP-AMP synthase) mit der 

Aktivierung von NF-κB in Verbindung gebracht wurden [140, 143]. Es wurde gezeigt, dass 

DAI dsDNA binden und NF-κB durch Rekrutierung von RIP1 und RIP3 aktivieren kann [144-

146] (Abb. 1.5). DAI interagiert außerdem mit TBK1 und IRF3, was die Aktivierung von IRF3 

vermittelt [144]. Sowohl HSV-1 als auch HCMV scheinen eine DAI-abhängige Immunantwort 
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induzieren zu können [147-149]. Beide Viren wurden auch mit einer möglichen Detektion 

durch IFI16 in Zusammenhang gebracht [150, 151]. IFI16 bindet ssDNA und dsDNA, was in 

der Rekrutierung des in der ER-Membran lokalisierten Adapterproteins STING (stimulator of 

interferon genes) resultiert [150]. STING aktiviert über einen noch unbekannten Signalweg 

NF-κB und induziert die Aktivierung von IRF3, indem es sowohl mit IRF3 selbst als auch mit 

TBK1 interagiert [152, 153]. Auch cGAS aktiviert NF-κB und IRF3 mittels STING. Nach 

Bindung von dsDNA synthetisiert cGAS den sekundären Botenstoff cGAMP (cyclic-GMP-

AMP), der mit STING interagiert und dessen Aktivierung induziert [154]. Es wurde gezeigt, 

dass cGAS an der Detektion verschiedener DNA-Viren wie HSV-1 und Vaccinia-Virus 

beteiligt ist und sogar durch Retroviren wie HIV-1 aktiviert wird [154]. 

 

1.2.3.3 NF-κB-Aktivierung durch Zytokinrezeptoren 

Die Aktivierung von NF-κB durch die Zytokinrezeptoren Interleukin-1-Rezeptor (IL-1R) und 

Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (TNFR1) dient der Verstärkung der Inflammationsreaktion, 

da die entsprechenden Rezeptorliganden, IL-1β und TNFα, zu den NF-κB-Zielgenen 

gehören, die nach PRR-Aktivierung induziert werden [80].  

Der IL-1R besitzt wie die TLRs eine intrazelluläre TIR-Domäne, über welche die MyD88-

abhängige Signalweiterleitung erfolgt [155] (Abb. 1.6). 

Die intrazelluläre Domäne des TNFR1 enthält dagegen eine death domain (DD), über die 

das Adapterprotein TRADD (TNFR-associated death domain protein) rekrutiert wird [156]. 

TRADD vermittelt die Assoziation von RIP1 und TRAF2, die wiederum weitere Proteine an 

den TNFR-Komplex rekrutieren [157, 158]. Während RIP1 mit TRAF5 interagiert, wird 

TRAF2 für die Rekrutierung der Ubiquitinligasen cIAP1 und 2 (cellular inhibitor of 

apoptosis 1/2) benötigt [158, 159]. Es wird angenommen, dass die Ubiquitinierung von RIP1 

und TRAF2 durch TRAF2/5 und cIAP1/2 die Rekrutierung des IKK-Komplexes sowie des 

TAK1-Komplexes ermöglicht, was in der Aktivierung von NF-κB und des MAPK-Signalweges 

resultiert [160] (Abb. 1.6).  

Unter bestimmten Bedingungen kann der TNFR1 auch Zelltod induzieren. Die Rekrutierung 

und Aktivierung von Caspase-8 oder RIP3 an den TNFR-Komplex führt zur Induktion von 

Apoptose beziehungsweise programmierter Nekrose [161]. 
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Abb. 1.6 NF-κB-Aktivierung durch Zytokinrezeptoren 

Der IL-1-Rezeptor vermittelt die NF-κB- und MAPK-Aktivierung über MyD88-abhängige 

Signalweiterleitung, wie sie auch bei TLRs stattfindet. Der TNF-Rezeptor 1 rekrutiert mittels der 

Adapterproteine TRADD und FADD die Ubiquitinligasen TRAF2/5 und cIAP1/2 sowie RIP1. 

Anschließend erfolgt die wahrscheinlich Ubiquitin-abhängige Rekrutierung des IKK-Komplexes und 

des TAK/TAB-Komplexes, was in der Aktivierung von NF-κB und AP-1 resultiert. 

 

1.3 Modulation der angeborenen Immunantwort und der NF-κB-

Aktivität durch CMV 

CMV wird durch eine Reihe von PRRs detektiert und ruft neben der angeborenen 

Immunantwort auch eine ausgeprägte adaptive Immunantwort hervor [162, 163]. Dennoch ist 

das Virus in der Lage, seiner Eliminierung zu entgehen und lebenslang im Wirt zu 

persistieren. Gleichzeitig ist CMV einer wirksamen Immunkontrolle unterworfen, die die 

Virusreplikation stark einschränkt und eine symptomatische Erkrankung des Wirtes 

verhindert. Es existiert ein Gleichgewicht zwischen der Immunantwort des Wirtes und den 

immunmodulatorischen Eigenschaften des Virus. Einige virale Proteine inhibieren bestimmte 

Immunreaktionen des Wirtes, andere induzieren oder modifizieren immunologische 

Mechanismen zum Vorteil der Virusreplikation. 
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Zahlreiche CMV-Proteine weisen Sequenzhomologien zu zellulären immunmodulatorischen 

Proteinen auf. Dazu gehören verschiedene Zytokin- und Chemokin-Homologe sowie 

Zytokinrezeptor- und Chemokinrezeptor-Homologe [164]. Nicht in allen Fällen wurde bisher 

auch eine entsprechende Funktion dieser viralen Homologe nachgewiesen. Für das IL-10-

Homolog des HCMV wurde jedoch gezeigt, dass es wie das zelluläre IL-10 eine anti-

inflammatorische Wirkung hat. Es reduziert die Zytokinexpression und die Expression der für 

die Antigenpräsentation essentiellen MHC (major histocompatibility complex) -Klasse I und II 

[164, 165]. Das bestcharakterisierte CMV-Chemokin-Homolog ist das MCMV-Protein MCK-2. 

MCK-2 ist wichtig für die Ausbreitung des Virus im Wirt, speziell für die effiziente Infektion 

der Speicheldrüsen, die eine große Rolle bei der Übertragung von Wirt zu Wirt spielen [166]. 

Ein wichtiger Mechanismus der angeborenen Immunantwort zur Eliminierung infizierter 

Zellen ist der programmierte Zelltod, der ebenfalls durch CMV inhibiert wird. HCMV und 

MCMV exprimieren die homologen Proteine UL36 und M36, die die extrinsische Apoptose 

inhibieren, indem sie mit Caspase-8 interagieren und deren Aktivierung blockieren [167-169]. 

HCMV hemmt die intrinsische Apoptose mittels des mitochondrial lokalisierten Proteins 

UL37exon1, das mit den pro-apoptotischen Proteinen Bax und Bak interagiert und deren 

Funktion inhibiert [170-172]. MCMV exprimiert zwei verschiedene Proteine zur Inhibition der 

mitochondrial vermittelten Apoptose. Bax wird durch das Protein m38.5 inhibiert, Bak 

dagegen durch m41.1 [173-175]. 

Aufgrund seiner vielfältigen Funktionen in der angeborenen Immunantwort ist NF-κB ein 

attraktives Ziel für virale Modulation. Sowohl HCMV als auch MCMV beeinflussen die 

Aktivität von NF-κB auf differenzierte Weise. Zu frühen Zeitpunkten der Infektion wird NF-κB 

aktiviert, zu späteren Zeitpunkten dagegen inhibiert. Beide Viren unterscheiden sich jedoch 

im zeitlichen Ablauf und Mechanismus der NF-κB-Aktivierung und -Inhibition.  

HCMV induziert zwei Phasen der NF-κB-Aktivität. Die erste Aktivierungsphase wird durch die 

Anheftung und den Eintritt des Virus in die Wirtszelle ausgelöst und ist unabhängig von 

viraler oder zellulärer Genexpression [176]. Es wurde gezeigt, dass die viralen Glykoproteine 

gB und gH den Rezeptor TLR2 stimulieren, was die Aktivierung von NF-κB und die 

Produktion pro-inflammatorischer Zytokine bewirkt [103, 177, 178]. Zudem enthalten HCMV-

Virionen die zelluläre Proteinkinase CK2, die nach Eintritt des Virus in die Wirtszelle IκBα 

phosphorylieren und dadurch NF-κB aktivieren kann [179]. Die zweite Phase der NF-κB-

Aktivierung ist abhängig neu-synthetisierten Proteinen [176] und kann bis zu 72 h nach 

Infektion andauern [180]. Mehrere HCMV-Proteine induzieren oder fördern die NF-κB-

Aktivierung. Die viralen Transkriptionsfaktoren IE1 und IE2 induzieren die Expression der 

NF-κB-Proteine p65 und p105/p50 [176, 181]. IE1 wurde zusätzlich mit der Aktivierung von 

NF-κB in Verbindung gebracht [182, 183]. Das HCMV-Protein UL144 aktiviert NF-κB durch 

Interaktion mit dem zellulären Protein TRIM23, das die Autoubiquitinierung von TRAF6 
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induziert [184, 185]. Das Chemokinrezeptor-Homolog US28 kann in transfizierten Zellen 

NF-κB konstitutionell aktivieren [186, 187]. Der zugrunde liegende Mechanismus ist jedoch 

nicht bekannt.  

Im Unterschied zu HCMV induziert MCMV nur eine einzige, relativ kurze Phase der NF-κB-

Aktivität etwa 1 bis 3 h nach Infektion [188, 189]. Die darin involvierten viralen Proteine 

wurden nicht identifiziert. In Transfektionsstudien wurden bisher zwei MCMV-Proteine mit 

einer Aktivierung von NF-κB in Zusammenhang gebracht. Das MCMV-Protein IE1 kann wie 

das HCMV-IE1 die Expression des NF-κB-Proteins p105/p50 stimulieren [190]. Zudem 

induziert der virale Chemokinrezeptor M33 die NF-κB-abhängige Reportergenexpression in 

transfizierten Zellen, ähnlich dem HCMV-Protein US28 [191].  

Die Bedeutung der frühen NF-κB-Aktivierung für den CMV-Replikationszyklus wird 

kontrovers diskutiert. Da der Enhancer der IE-Proteine (major immediate-early (MIE) 

enhancer) von HCMV und MCMV mehrere NF-κB-Bindestellen enthält, könnte eine 

Aktivierung von NF-κB die Expression der IE-Proteine induzieren oder verstärken und so die 

virale Replikation fördern. Einige Studien haben einen solchen Effekt nachgewiesen, andere 

jedoch nicht, was wahrscheinlich durch Unterschiede in den experimentellen Bedingungen 

begründet ist [180, 192-194]. Eine wichtige Variable scheint der Aktivierungsstatus anderer 

zellulärer Transkriptionsfaktoren zu sein, die mit NF-κB zusammenwirken und das Fehlen 

von NF-κB zum Teil kompensieren können [195, 196]. Es wurde gezeigt, dass die NF-κB-

Aktivierung essentiell ist bei der Infektion nicht-proliferierender Zellen [197]. Die Autoren 

diese Studie stellen die Vermutung auf, dass dies auf den veränderten transkriptionellen 

Status ruhender Zellen gegenüber proliferierenden Zellen zurückzuführen ist. 

Zu späteren Zeitpunkten der Infektion kann HCMV die TNFα- und IL-1β-induzierte NF-κB-

Aktivierung blockieren [198, 199]. Dies scheint über zwei voneinander getrennte Mecha-

nismen zu geschehen. Während die IL-1β-induzierte NF-κB-Aktivierung auf noch unbekannte 

Weise inhibiert wird, korreliert die Inhibition der TNFα-induzierten NF-κB-Aktivierung mit der 

Herabregulation des TNFR1 von der Zelloberfläche [198, 200]. Für zwei HCMV-Proteine 

wurde eine NF-κB-inhibierende Funktion beschrieben. Das virale Zytokin-Homolog cmvIL-10 

inhibiert die Phosphorylierung und Degradation von IκBα nach Stimulation mit LPS und TNFα 

und reduziert die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine [201]. Da es sich um ein 

sezerniertes Virusprotein handelt, könnte cmvIL-10 die NF-κB-Aktivierung und Zytokin-

produktion in uninfizierten benachbarten Zellen inhibieren, was die Immunantwort reduzieren 

und die virale Persistenz fördern würde [201]. Das virale Protein IE2 blockiert die Virus-

induzierte und TNFα-induzierte NF-κB-Aktivierung, was die Produktion von IFNβ und anderer 

NF-κB-Zielproteine inhibiert [202]. IE2 verhindert nicht die IκBα-Degradation, sondern 

blockiert die Bindung von NF-κB an DNA [202]. Eine weitere Studie zeigte, dass IE2 auch die 
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Transkriptions-aktivierende Funktion von NF-κB nach erfolgter DNA-Bindung inhibieren kann 

[203]. 

Wie HCMV inhibiert auch MCMV zu späteren Zeitpunkten der Infektion die NF-κB-

Aktivierung nach Stimulation mit TNFα, IL-1β und verschiedenen TLR-Liganden [204, 205]. 

Das dafür verantwortliche virale Protein ist M45, das im folgenden Abschnitt genauer 

vorgestellt wird. 

 

1.3.1 Immunmodulation durch das MCMV-Protein M45 

Das Protein M45 des MCMV besteht aus 1174 Aminosäuren und ist in seinem C-terminalen 

Bereich homolog zur großen Untereinheit des zellulären Enzyms Ribonukleotid-Reduktase 

(RNR R1), das die Reduktion von Ribonukleotiden zu Desoxyribonukleotiden katalysiert 

[206] (Abb. 1.7). Im Gegensatz zu α- und γ-Herpesviren, fehlt β-Herpesviren wie CMV die 

kleine RNR-Untereinheit (R2) und ihr R1-Homolog besitzt keine RNR-Aktivität [206, 207]. 

Dies trifft auch auf M45 zu, dem wichtige katalytische Aminosäuren innerhalb der R1-

Domäne fehlen [208]. Stattdessen ist MCMV in der Lage, die Expression der zellulären RNR-

Untereinheiten zu stimulieren [208]. Es wird angenommen, dass diese alternative Strategie 

zur Generierung von Deoxyribonukleotiden dazu führte, dass M45 seine RNR-Aktivität durch 

Mutation verloren und neue Funktionen erworben hat [207]. 

 

 

 
Abb. 1.7 Schematische Darstellung des M45-Proteins von MCMV 

M45 ist aus 1174 Aminosäuren (AS) aufgebaut und besitzt im C-terminalen Bereich eine Homolgie zur 

großen Untereinheit der Ribonukleotid-Reduktase (RNR R1). Am N-Terminus befindet sich ein RIP-

homotypisches Interaktionsmotiv (RHIM). 

 

Während der Infektion wird M45 zu frühen Zeitpunkten exprimiert, ist im Zytoplasma 

infizierter oder transfizierter Zellen lokalisiert und ist auch Bestandteil des Viruspartikels 

[208]. M45 hat multiple Funktionen in der Modulation der angeborenen Immunantwort, vor 

allem in der Zelltod-Inhibition und der Regulierung der Inflammationsreaktion. 

M45 inhibiert eine Form des Zelltods, die programmierte Nekrose oder Nekroptose genannt 

wird. Nekroptose kann durch die Aktivierung von Todesrezeptoren wie Fas oder TNFR1 

ausgelöst werden, aber auch durch PRRs wie TLR3, TLR4 oder DAI [209, 210]. Zudem kann 

Zellstress wie DNA-Schäden oder oxidativer Stress zur Induktion von Nekroptose führen 

[209]. Die programmierte Nekrose verläuft im Gegensatz zur Apoptose Caspase-unabhängig 

und wird durch Caspase-8 negativ reguliert. Daher sind Zellen, in denen Caspase-8 fehlt 

RNR R1-Homologie (AS 518-1135) RHIM (AS 21-71)
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oder inhibiert ist, sensitiv für die Induktion von Nekrose [209]. In MCMV-infizierten Zellen wird 

Caspase-8 durch das virale Protein M36 inhibiert [168]. Zudem kann MCMV die program-

mierte Nekrose mittels des DNA-Sensors DAI auslösen [210]. RIP3 ist essentiell für die 

Nekrose-Induktion und wird durch Interaktion mit RIP1, DAI oder TRIF aktiviert [211, 212]. 

Alle vier Proteine besitzen ein RIP-homotypisches Interaktionsmotiv (RHIM), das für die 

Interaktion notwendig ist [212]. Auch M45 besitzt ein RHIM, mittels dessen es mit RIP3 und 

DAI interagiert [213, 214]. In RHIM-abhängiger Weise blockiert M45 die Interaktion zwischen 

RIP3 und RIP1 sowie zwischen RIP3 und DAI und inhibiert damit sowohl die TNFR1-

vermittelte Nekrose als auch die Virus-induzierte Nekrose [146, 214] (Abb. 1.8). 

 

 
Abb. 1.8 Inhibition der programmierten Nekrose durch M45 

M45 interagiert in RHIM-abhängiger Weise mit RIP3 und DAI und inhibiert die TNFR1-vermittelte und 

Virus-induzierte Nekrose. 

 

RIP1 und RIP3 sind auch an der DAI-vermittelten NF-κB-Aktivierung beteiligt, die ebenfalls 

durch M45 inhibiert wird [146] (Abb. 1.9). M45 interagiert außerdem mit RIP1 und blockiert 

die RIP1-abhängige Aktivierung von NF-κB und p38 MAPK nach Stimulation des TNFR1 und 

TLR3 [204] (Abb. 1.9). Für die Interaktion von M45 mit RIP1 und die Inhibition der RIP1-

vermittelten NF-κB-Aktivierung wird das RHIM nicht benötigt [204]. M45 inhibiert zudem die 

RIP1-unabhängige NF-κB-Aktivierung nach TLR2- und IL-1R-Stimulation [205]. Hierfür dient 

der IKK-Komplex als Angriffspunkt. M45 interagiert mit der IKK-Untereinheit NEMO und 

induziert deren lysosomale Degradation durch Relokalisation von NEMO in Autophago-

somen [205]. Die NEMO-Degradation ist ein effizienter Mechanismus zur Blockierung aller 

kanonischen NF-κB-Signalwege, womit einer der wichtigsten Mediatoren der Inflammations-

reaktion weitgehend inaktiviert wird. 
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Abb. 1.9 Inhibition der NF-κB-Aktivierung durch M45 

M45 interagiert mit RIP1 und inhibiert die RIP1-abhängige Aktivierung von NF-κB- und p38 MAPK. 

Durch Interaktion mit RIP1 und RIP3 blockiert M45 auch die DAI-vermittelte NF-κB-Aktivierung. 

Zudem interagiert M45 mit NEMO und induziert dessen lysosomale Degradation, was in der Inhibition 

aller kanonischen NF-κB-Signalwege resultiert. 
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1.4 Zielsetzung 

Zu Beginn dieser Arbeit war bekannt, dass MCMV zu frühen Zeitpunkten der Infektion eine 

Aktivierung von NF-κB induziert, zu späteren Zeitpunkten jedoch die NF-κB-Aktivierung 

inhibiert [188]. In vorangegangenen Studien wurde gezeigt, dass das virale Protein M45 für 

die NF-κB-Inhibition verantwortlich ist [204, 205]. Wodurch die initiale NF-κB-Aktivierung 

bewirkt wird, war dagegen unbekannt. Bemerkenswerterweise wurde beschrieben, dass M45 

in transfizierten Zellen eine schwache, aber messbare Induktion der NF-κB-Aktivität bewirkte 

[146].  

Ziel der Arbeit war es, festzustellen ob M45 die frühe NF-κB-Aktivierung während der viralen 

Infektion induziert und sollte dies der Fall sein, den zugrunde liegenden Mechanismus 

aufzuklären. Ein weiteres Ziel bestand darin, zu bestimmen welche Bereiche des M45-

Proteins für die verschiedenen bekannten M45-Funktionen benötigt werden. Da in früheren 

Studien zu diesem Zweck hauptsächlich Überexpressionssysteme verwendet wurden, sollte 

die Funktionalität verschiedener N- oder C-terminal verkürzter M45-Mutanten im Kontext der 

Virusinfektion untersucht werden. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zu einem besseren Verständnis der Virus-Wirt-

Interaktion, speziell der viralen Immunmodulation beitragen.  
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Zelllinien 

Zelllinie Beschreibung Quelle 

293A 

humane embryonale Nierenepithel-

zellen, Subklon der 293 Zellline 

(selektiert auf flache Morphologie) 

Invitrogen 

IC-21 
murine peritoneale Makrophagen aus 

C57Bl/6, SV40-immortalisiert 
ATCC (TIB-186) 

MEFs 

murine embryonale Fibroblasten aus 

C57Bl/6N, immortalisiert durch SV40 

large T antigen 

Edward Mocarski (Stanford 

University, Stanford, CA) 

MyD88 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus MyD88-Knockout-Mäusen 

Simon Fillatreau (Deutsches 

Rheuma-Forschungszentrum, 

Berlin) [215] 

NEMO -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus NEMO-Knockout-Mäusen 

Michael Karin (University of 

California, San Diego, CA) [216] 

NIH3T3 
murine embryonale Fibroblasten aus 

NIH/Swiss, spontan immortalisiert 
ATCC (CRL-1658) 

NIH3T3 

pEpiNo-M45 

NIH3T3, stabil transfiziert mit  

pEpiNo-M45 HA-ori 
im Rahmen dieser Arbeit generiert 

Phoenix 

retrovirale Verpackungszelllinie, 

basierend auf HEK-293T Zellen; 

exprimiert stabil gag, pol und env 

Gary Nolan (Stanford University, 

Stanford, CA) [217] 

RIP1 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus RIP1-Knockout-Mäusen 

Michelle Kelliher (University of 

Massachusetts, Boston, MA) [218] 

RIP1 -/- 

pMSCV 

RIP1 -/- Zellen, stabil transduziert mit 

pMSCVpuro-Leervektor 
[204] 

RIP1 -/- 

pMSCV-RIP1 

RIP1 -/- Zellen, stabil transduziert mit 

RIP1-exprimierendem pMSCVpuro 
[204] 

RIP3 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus RIP3-Knockout-Mäusen 

Edward Mocarski (Stanford 

University, Stanford, CA) [219] 

SVEC4-10 
murine Endothelzellen aus C3H/HeJ, 

SV40-immortalisiert 
ATCC (CRL-2181) 

TLR2/4 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TLR2/4-Doppelknockout-Mäusen 

Simon Fillatreau (Deutsches 

Rheuma-Forschungszentrum, 

Berlin) [220] 

TLR3 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TLR3-Knockout-Mäusen 
Jackson Laboratories [221] 
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TNFR1 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TNFR1-Knockout-Mäusen 

Michelle Kelliher (University of 

Massachusetts, Boston, MA) [222] 

TRAF2/5 -/- 

immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TRAF2/5-Doppelknockout-

Mäusen 

Michelle Kelliher (University of 

Massachusetts, Boston, MA) [159] 

TRAF6 -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TRAF6-Knockout-Mäusen 

Arnd Kieser (Helmholtz Center, 

München) [223] 

TRAF6 -/- 

pMSCV 

TRAF6 -/- Zellen, stabil transduziert mit 

pMSCVpuro-Leervektor 
im Rahmen dieser Arbeit generiert 

TRAF6 -/- 

pMSCV-

TRAF6 

TRAF6 -/- Zellen, stabil transduziert mit 

FLAG-TRAF6-exprimierendem 

pMSCVpuro 

im Rahmen dieser Arbeit generiert 

TRIF -/- 
immortalisierte murine Fibroblasten 

aus TRIF-Knockout-Mäusen 

Marcus Heimesaat (Charité, 

Berlin) [224] 

 

2.1.2 Viren 

Virus Beschreibung Quelle 

MCMV wt 
MCMV Smith, kloniert als BAC; mit reparierter Mutation des ORFs 

MCK-2 (Bezeichnung des reparierten BACs: pSM3fr-MCK-2fl) 

[225, 

226] 

 

Folgende Virusmutanten wurden im Rahmen dieser Arbeit auf Basis des MCMV wt 

generiert: 

Virus Beschreibung 

MCMV ΔM45 MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit vollständiger Deletion des ORFs M45 

MCMV RevM45 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem vollständigen ORF M45 

einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Nt2 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem N-terminal verkürzten 

ORF M45 Nt2 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Nt3 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem N-terminal verkürzten 

ORF M45 Nt3 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Nt3b 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem N-terminal verkürzten 

ORF M45 Nt3b einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Nt3c 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem N-terminal verkürzten 

ORF M45 Nt3c einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Ct6 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem C-terminal verkürzten 

ORF M45 Ct6 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Ct5 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem C-terminal verkürzten 

ORF M45 Ct5 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV Ct4 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem C-terminal verkürzten 

ORF M45 Ct4 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 
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MCMV Ct3 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem C-terminal verkürzten 

ORF M45 Ct3 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV 1-277 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem C-terminal verkürzten 

ORF M45 1-277 einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

MCMV mutRHIM 
MCMV Smith pSM3fr-MCK-2fl mit reinseriertem vollständigen ORF M45 

mit mutierter RHIM-Domäne einschließlich eines C-terminalen HA-Tags 

 

2.1.3 Bakterien 

Bakterien Beschreibung Quelle 

E. coli 

DH10B 

F- mcrA Δ(mrr-hsdRMS-mcrBC) Φ80dlacZΔM15 

ΔlacX74 endA1 recA1 deoR Δ(ara,leu)7697 

araD139 galU GalK nupG rpsL λ- 

Life Technologies 

E. coli 

GS1783 
DH10B l cI857 Δ(cro-bioA)<>araC-PBADI-sceI 

Nikolaus Osterrieder 

(FU Berlin) [227] 

 

2.1.4 Plasmide 

Plasmid Beschreibung Quelle 

pBlueScript II 

KS(+) 
Klonierungsvektor, ampR Stratagene 

pcDNA3 Expressionsvektor, ampR, neoR Life Technologies 

pcDNA3-M45 

Ct3 HA 

Expression der M45-Verkürzung Ct3 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[205] 

pcDNA3-M45 

Ct4 HA 

Expression der M45-Verkürzung Ct4 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[205] 

pcDNA3-M45 

Ct5 HA 

Expression der M45-Verkürzung Ct5 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[205] 

pcDNA3-M45 

Ct6 HA 

Expression der M45-Verkürzung Ct6 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[205] 

pcDNA3-M45 

HA 

Expression von M45 mit C-terminalem 

HA-Tag 
[204] 

pcDNA3-M45 

Nt2 HA 

Expression der M45-Verkürzung Nt2 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[204] 

pcDNA3-M45 

Nt3 HA 

Expression der M45-Verkürzung Nt3 mit 

C-terminalem HA-Tag 
[204] 

pCMV-Tag 5A-

M45 1-277 

Expression der M45-Verkürzung 1-277 mit 

C-terminalem myc-Tag 

Edward Mocarski (Stanford 

University, Stanford, CA) 

pCMV-Tag 5A-

M45 mutRHIM 

Expression der M45-Mutante mutRHIM mit 

C-terminalem myc-Tag 

Edward Mocarski (Stanford 

University, Stanford, CA) 

pEGFP-C1 

Expressionsvektor zur Herstellung von GFP-

Fusionsproteinen (C-terminales GFP), kanR, 

neoR 

Clontech 

Laboratories 
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pEpiNo-luc-ori 

episomaler Expressionsvektor mit lytischem 

MCMV-Replikationsursprung, neoR, 

Luciferase-Expression 

Zsolt Ruzsics (Max von 

Pettenkofer-Institut, 

München) [228] 

pEPkan-S 
Template-Plasmid für En Passant-

Mutagenese, enthält I-SceI-aphAI-Kassette 

Nikolaus Osterrieder  

(FU Berlin) [229] 

pFLAG CMV2-

IKKβ 

Expression von humanem IKKβ mit 

N-terminalem Flag-Tag, ampR 

Addgene 

(Plasmid 11103) 

pFLAG CMV2-

MyD88 

Expression von murinem MyD88 mit 

N-terminalem FLAG-Tag, ampR 

Addgene 

(Plasmid 13093) 

pME18S-

FLAG-TRAF6 

Expression des murinen TRAF6 mit 

N-terminalem FLAG-Tag 
[230] 

pMSCVpuro 
Retroviraler Expressionsvektor zur Anzucht 

von Retroviren, ampR, puroR 

Clontech 

Laboratories 

pNifty2-SEAP 

(NF-kB) 

NF-κB Reporterplasmid, exprimiert 

sekretierte embryonale alkalische 

Phosphatase unter Kontrolle eines NF-κB-

induzierbaren ELAM-1-Promoters, zeoR 

InvivoGen 

pRK5- 

myc RIP1 

Expression von humanem RIP1 mit 

N-terminalem myc-Tag 

Zeng-Gang Liu, NIH, 

Bethesda, MD [157] 

 

Folgende Plasmide wurden im Rahmen dieser Arbeit generiert: 

Plasmid Beschreibung Klonierung 

pBlueScript-

Homologie 

Klonierungsvektor zur Erstellung 

der Transfer-Konstrukte für En 

Passant-Mutagenese, enthält 

Homologien für Rekombination 

in den M45-Lokus des MCMV-

BAC 

Einsetzen eines entsprechend 

designten Oligonukleotides in PvuII-

Schnittstelle von pBlueScript II KS(+) 

pBlueScript-

Homologie-M45 

HA-pEPkan 

Transfer-Konstrukt für Insertion 

von M45 HA in MCMV-BAC 

mittels En Passant-Mutagenese 

PCR-Amplifikation der I-SceI-aphAI-

Kassette aus pEPkan-S und Einsetzen 

in Bsu36I-Schnittstelle von M45 HA in 

pcDNA3; Umklonierung von M45 HA-

pEPkan aus pcDNA3 in pBlueScript-

Homologie mittels KpnI- und ApaI-

Schnittstellen 

pBlueScript-

Homologie-M45 

Verkürzung HA-

pEPkan 

Transfer-Konstrukte für Insertion 

der M45-Verkürzungen Nt2, Nt3, 

Nt3b, Nt3c, Ct6, Ct5, Ct4, Ct3 

und 1-277sowie der mutRHIM-

Mutante in MCMV-BAC mittels 

En Passant-Mutagenese 

Insertion der der I-SceI-aphAI-Kassette 

aus pEPkan-S in Bsu36I-Schnittstelle 

von M45, bei 1-277 in BamHI-Schnitt-

stelle; Umklonierung in pBlueScript-

Homologie mittels KpnI- oder HindIII- 

und ApaI- oder XbaI-Schnittstellen 
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pcDNA3-M45 

1-277 HA 

Expression der M45-Verkürzung 

1-277 mit C-terminalem HA-Tag 

PCR-Amplifikation der M45-Nukleotide 

1 bis 277 und Einsetzen in KpnI- und 

ApaI-Schnittstellen von pcDNA3 

pcDNA3-M45 

mutRHIM HA 

Expression der M45-Mutante 

mutRHIM mit C-terminalem HA-

Tag 

Ersetzen des KpnI-BamHI-Fragmentes 

von pcDNA3-M45 HA mit dem 

entsprechenden Fragment aus pCMV-

Tag 5A-M45 mutRHIM 

pcDNA3-M45 

Nt3b HA 

Expression der M45-Verkürzung 

Nt3b mit C-terminalem HA-Tag 

PCR-Amplifikation der M45-Nukleotide 

415 bis 1174 und Einsetzen in KpnI- 

und XbaI-Schnittstellen von pcDNA3 

pcDNA3-M45 

Nt3c HA 

Expression der M45-Verkürzung 

Nt3c mit C-terminalem HA-Tag 

PCR-Amplifikation der M45-Nukleotide 

494 bis 1174 und Einsetzen in KpnI- 

und XbaI-Schnittstellen von pcDNA3 

pEpiNo-

M45 HA-ori 

Expression von M45 HA nach 

Infektion mit MCMV 

Restriktion von M45 HA aus pcDNA3 

durch Partialverdau mit HindIII und 

XbaI, Ersetzen des Luciferase-Gens in 

pEpiNo-luc-ori durch M45 HA 

pMSCVpuro-

FLAG-TRAF6 

retroviraler Expressionsvektor, 

exprimiert TRAF6 mit 

N-terminalem FLAG-Tag 

Restriktion von pME18S-FLAG-TRAF6 

mit BamHI und Acc65I, Blunten und 

Einsetzen in HpaI-Schnittstelle von 

pMSCVpuro 

pMSCVpuro-

hRIP1 

retroviraler Expressionsvektor, 

exprimiert humanes RIP1  

Restriktion von pRK5-myc RIP1 mit 

EcoRI und HindIII, Blunten und 

Einsetzen in HpaI-Schnittstelle von 

pMSCVpuro 

 

2.1.5 Primer und Oligos 

Alle Primer und Oligos wurden von Life Technologies bezogen. 

Primer Sequenz (5`- 3`) Verwendung 

en passant 

M45k.o. fwd 

TTCTACGTCGACGTCGGGCCCCTCGT

CGAGTTCGCGTGACCGGCGAACTCGT

CGCCAAAAtagggataacagggtaatcgattt 

Knockout von M45 mittels En 

Passant-Mutagenese 

en passant 

M45k.o. rev 

CCAGAGCAATAGAACTCGTTTTTTGGC

GACGAGTTCGCCGGTCACGCGAACTC

GACGAGGgccagtgttacaaccaattaacc 

Knockout von M45 mittels En 

Passant-Mutagenese 

en passant 

RevM45 fwd 

CTACCTCAGGCAGATCTCGAAAGAGT

CCGCGACGGTCGCCGTGCGCCGCGG

CCGCTCGGCtagggataacagggtaatcgattt 

Klonierung der Transfer-

Konstrukte für Insertion von 

M45 in MCMV ΔM45 

en passant 

RevM45 rev 
ACTCCTGAGGgccagtgttacaaccaattaacc 

Klonierung der Transfer-

Konstrukte für Insertion von 

M45 in MCMV ΔM45 
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M45-Homologie 

fwd 

ATCAGCTGGGACAGCTCTCCGTGGTT

AAGCTAGAGAAGTTCTACGTCGACGT

CGGGCCTCTCGTCGAGTTCGCGTGAC

GGTACCAAGCTTTCTAGAGG 

Oligo zur Klonierung von 

pBlueScript-Homologie 

M45-Homologie 

rev 

ATCAGCTGCACTCGAGCGCCAGAGCA

ATAGAACTCGTTTTTTGGCGACGAGTT

CGCCGGGGCCCTCTAGAAAGCTTGG 

Oligo zur Klonierung von 

pBlueScript-Homologie 

Myco 1 GPO-3 

(fwd) 
GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT 

PCR zum Nachweis von 

Mycoplasmen 

Myco 2 MGSO 

(rev) 
TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 

PCR zum Nachweis von 

Mycoplasmen 

Nt3b fwd 
ACTGGTACCACCATGGCTCGCATCCG

CCG 

PCR-Primer für Klonierung 

von pcDNA3-M45 Nt3b HA 

Nt3b rev CCTCTAGATCAAGCGTAGTCTG 

PCR-Primer für Klonierung 

von pcDNA3-M45 Nt3b HA 

und pcDNA3-M45 Nt3c HA 

Nt3c fwd 
ACTGGTACCACCATGGTGGTGGACGC

CATG 

PCR-Primer für Klonierung 

von pcDNA3-M45 Nt3c HA 

RevM45 1-277 

fwd 

ACAGGTACCATGGATCGCCAGCCCAA

AGTC 

Klonierung von pcDNA3-M45 

1-277 HA 

RevM45 1-277 

rev 

TAGGGCCCTCAAGCGTAGTCTGGGAC

GTCGTATGGGTAGTACAGGAGGGGAT

CAGCTTTAG 

Klonierung von pcDNA3-M45 

1-277 HA 

RevM45 BamHI 

fwd 

AAGGATCCGCGGCCGCCACCCCCGC

CGCCACCACCCCCGCCGCCACCGCC

GTCGAAAAtagggataacagggtaatcgattt 

Klonierung des Transfer-

Konstruktes für Insertion der 

M45-Verkürzung 1-277 in 

MCMV ΔM45 

RevM45 BamHI 

rev 
AAGGATCCgccagtgttacaaccaattaacc 

Klonierung des Transfer-

Konstruktes für Insertion der 

M45-Verkürzung 1-277 in 

MCMV ΔM45 

Seq M45 

mutRHIM 
GTCTACTCCGACCCGGACAA 

Sequenzierung des M45 

RHIM-Motivs (bindet in M45) 

Seq M45k.o. fwd GGCCGTCCACCGGCTGTCTC 

Sequenzierung des M45-

Lokus in MCMV (bindet in 

M46) 

Seq M45k.o. rev CTCGCGATCAGACAGTCTCG 

Sequenzierung des M45-

Lokus in MCMV (bindet 

zwischen M44 und M45) 

Seq pBlueScript 

fwd 
CGCGTAACCACCACACCCGC 

Sequenzierung von 

pBlueScript-Konstrukten 

Seq pBlueScript 

rev 
GCTGATACCGCTCGCCGCAG 

Sequenzierung von 

pBlueScript-Konstrukten 
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Seq pcDNA fwd CGTGTACGGTGGGAGGTC 

Sequenzierung von pcDNA-

Konstrukten (bindet im CMV-

Promoter) 

Seq pcDNA rev CAGGGTCAAGGAAGGCACG 
Sequenzierung von pcDNA-

Konstrukten 

Seq pEpiNo fwd GCTCTTACGCGTGCTAGC 
Sequenzierung von pEpiNo-

ori-Konstrukten 

Seq pEpiNo rev ACAACAACAATTGCATTCAT 
Sequenzierung von pEpiNo-

ori-Konstrukten 

Seq pMSCVpuro 

fwd 
CCCTTGAACCTCCTCGTTCGACC 

Sequenzierung von 

pMSCVpuro-Konstrukten 

Seq pMSCVpuro 

rev 
GAGACGTGCTACTTCCATTTGTC 

Sequenzierung von 

pMSCVpuro-Konstrukten 

Seq SV40pA rev gaaatttgtgatgctattgc 
Sequenzierung von 

pME18S-Konstrukten 

Seq SV40pro 

fwd 
tatttatgcagaggccgagg 

Sequenzierung von 

pME18S-Konstrukten 

LBR fwd TGCAGAAGGAACACCTCT TG 
qRT-PCR von Lamin B 

receptor (NM_133815) 

LBR rev CAGAATGAAGGCATACAATCCA 
qRT-PCR von Lamin B 

receptor (NM_133815) 

NFKBIA fwd ACGAGCAAATGGTGAAGGAG 
qRT-PCR von Nfkbia (IκBα) 

(NM_010907) 

NFKBIA rev ATGATTGCCAAGTGCAGGA 
qRT-PCR von Nfkbia (IκBα) 

(NM_010907) 

TNFAIP3 fwd TCATCGAATACAGAGAAAATAAGCAG 
qRT-PCR von Tnfaip3 (A20) 

(NM_001166402) 

TNFAIP3 rev AGGCACGGGACATTGTTCT 
qRT-PCR von Tnfaip3 (A20) 

(NM_001166402) 

CXCL10 fwd GCTGCCGTCATTTTCTGC 
qRT-PCR von Cxcl10 

(NM_021274) 

CXCL10 rev TCTCACTGGCCCGTCATC 
qRT-PCR von Cxcl10 

(NM_021274) 

IE1 fwd TCAGCCATCAACTCTGCTACCAAC 
qRT-PCR von MCMV ie1 

(M11788) 

IE1 rev ATCTGAAACAGCCGTATATCATCTTG 
qRT-PCR von MCMV ie1 

(M11788) 
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2.1.6 Antikörper 

 

Primärantikörper: 

Antigen Klon/Bezeichnung Spezies Verwendung Hersteller 

FLAG M2 Maus Western Blot (1:1000) Sigma-Aldrich 

GAPDH 14C10 Kaninchen Western Blot (1:1000) Cell Signaling 

gB SN101 Maus Western Blot (1:50) 

Stipan Jonjic 

(University of 

Rijeka, Croatia) 

HA 16B12 Maus Western Blot (1:1000) Covance 

HA H6908 Kaninchen 

Immunpräzipitation 

(1,2 µg pro 500 µg 

Proteinlysat) 

Sigma-Aldrich 

IE1 Chroma101 Maus 

Western Blot (1:1000) 

Immunfluoreszenz 

(1:500) 

Stipan Jonjic 

(University of 

Rijeka, Croatia) 

IE3  Kaninchen 
Immunfluoreszenz 

(1:300) 

Eva Borst 

(Medizinische 

Hochschule 

Hannover) 

IκBα C-21 Kaninchen Western Blot (1:500) 
Santa Cruz 

Biotechnology 

LSD1  Kaninchen Western Blot (1:1000) Cell Signaling 

M45 crude serum Kaninchen Western Blot (1:1000) [208] 

NEMO 

(IKKγ) 
EA2-6 Maus Western Blot (1:2000) MBL International 

NF-κB 

p65 
F-6 Maus Western Blot (1:500) 

Santa Cruz 

Biotechnology 

Phospho- 

IκBα  
5A5 Maus 

Western Blot 

(1:1000) 
Cell Signaling 

RIP1 Klon 38 Maus Western Blot (1:1000) 
BD Transduction 

Laboratories 

RIP3  Kaninchen Western Blot (1:1000) Imgenex 

β-Aktin AC-74 Maus Western Blot (1:3000) Sigma-Aldrich 
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Sekundärantikörper: 

Antigen Konjugation Spezies Verwendung Hersteller 

Maus-Ig HRP Ziege 
Western Blot 

(1:3000) 
DakoCytomation 

Kaninchen-Ig HRP Schwein 
Western Blot 

(1:3000) 
DakoCytomation 

Maus-IgG HRP Ziege 
Western Blot 

(1:3000) 

Jackson 

ImmunoResearch 

Kaninchen-IgG HRP Ziege 
Western Blot 

(1:3000) 

Jackson 

ImmunoResearch 

Maus-IgG Alexa Fluor 488 Ziege 
Immunfluoreszenz 

(1:1000) 
Life Technologies 

Maus-IgG Alexa Fluor 555 Ziege 
Immunfluoreszenz 

(1:1000) 
Life Technologies 

Kaninchen-IgG Alexa Fluor 488 Ziege 
Immunfluoreszenz 

(1:1000) 
Life Technologies 

Kaninchen-IgG Alexa Fluor 555 Ziege 
Immunfluoreszenz 

(1:1000) 
Life Technologies 

 

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien 

Standardchemikalien und -Reagenzien wurden von Roth, Merck, Sigma-Aldrich und 

Applichem bezogen. Nachfolgend sind besondere Substanzen und Reagenzien sowie die 

dazugehörigen Hersteller aufgeführt: 

 

Antibiotika: 

Antibiotikum Verwendung Endkonzentration Hersteller 

Ampicillin Selektion von Bakterien 100 µg/ml Roth 

Chloramphenicol Selektion von Bakterien 15 µg/ml Roth 

Diphterietoxin Selektion von Zellen (Phoenix) 2 µg/ml PAA 

Geneticin (G418) Selektion von Zellen 2 mg/ml Roth 

Hygromycin B Selektion von Zellen (Phoenix) 200 µg/ml PAA 

Kanamycin Selektion von Bakterien 50 µg/ml Roth 

Penicillin Zusatz zum Zellkulturmedium 100 U/ml 
PAA/Sigma-

Aldrich 

Puromycin Selektion von Zellen 5 µg/ml Sigma-Aldrich 
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Streptomycin Zusatz zum Zellkulturmedium 100 µg/ml 
PAA/Sigma-

Aldrich 

 

Enzyme: 

DreamTaq Green DNA-Polymerase    Thermo Scientific 

FastDigest-Restriktionsenzyme    Thermo Scientific 

Fast-AP (Alkalische Phosphatase)    Thermo Scientific 

Klenow-Fragment      Thermo Scientific 

Phusion® High-Fidelity DNA-Polymerase   New England Biolabs 

T4-DNA-Ligase      Thermo Scientific 

T4-DNA-Polymerase      Thermo Scientific 

RNAse A       Roth 

 

Größenstandards: 

O'GeneRuler™ DNA Ladder Mix     Thermo Scientific 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder    Thermo Scientific 

 

Sonstige Substanzen und Reagenzien: 

Aqua-Poly/Mount       Polysciences, Inc. 

CellTiter 96® AQueous One Solution Reagent  Promega 

Clean-Blot IP Detection Reagent    Thermo Scientific 

Draq5        BioStatus Limited 

ECL Western Blotting Detection Reagents    Amersham Biosciences 

GelRed™ Nucleic Acid Stain     Biotrend Chemikalien GmbH 

IL-1β, murin (Endkonzentration 20 ng/ml)   Biomol 

LE Agarose       Biozym  

Lumigen TMA-6       Bioquote Limited 

Lipofectamine 2000      Life Technolgies 

Polyethylenimine, branched     Sigma 

Polybrene        Millipore 

PolyFect Transfection Reagent    Qiagen 

Protease Inhibitor Cocktail Complete Mini    Roche 

QUANTI-Blue™ Detektionsmedium     InvivoGen 

rmp Protein A Sepharose Fast Flow    GE Healthcare 
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2.1.8 Medien, Puffer und Lösungen 

 

Zellkultur: 

Dulbecco`s Modified Eagle Medium (DMEM), high glucose PAA/Sigma-Aldrich 

Dulbecco`s Phosphate Buffered Saline (PBS) (1x)   PAA/Sigma-Aldrich 

fötales Kälberserum (FKS)      PAN Biotech 

neugeborenes Kälberserum (NKS)     PAN Biotech   

Opti-MEM® I Reduced Serum Media    Life Technolgies 

Penicillin/Streptomycin (100x)     PAA/Sigma-Aldrich 

Trypsin-EDTA (1x)       PAA/Sigma-Aldrich 

Medium zum Einfrieren von Zellen     10 % (v/v) DMSO in FKS 

 

Bakterienmedium: 

LB-Medium (Lennox)       Roth 

LB-Agar     LB-Medium mit 15 g/l  

     Agar-Agar 

 

Agarose-Gelelektrophorese: 

50x TAE 2 M Tris    5x TBE 445 mM Tris 

  50 mM EDTA      20 mM EDTA 

  5,7 % (v/v) Essigsäure    445 mM Borat 

  pH 8,0       pH 8,0 

 

Polyacrylamid-Gelelektrophorese: 

2x Proteinladepuffer  150 mM Tris      

    2 mM EDTA       

    20 % (v/v) Glycerin     

4 % (v/v) SDS     

10 % (v/v) β-Mercaptoethanol 

Bromphenolblau  

pH 6,8        

       

10x Lämmli-Laufpuffer 250 mM Tris  10x TBS-T 100 mM Tris   

    1,92 M Glycin    1,5 M NaCl  

    1 % (w/v) SDS   1 % (v/v) Tween 

         pH 7,5   
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Transfer-Puffer 50 nM Tris 

   40 nM Glycin 

   0,04 % (v/v) SDS  

20 % (v/v) Ethanol 

Lysepuffer: 

NP-40-Puffer  50 mM Tris  RIPA-Puffer  50 nM Tris 

   150 mM NaCl     150 mM NaCl 

   1 % (v/v) Nonidet P-40   1 % (v/v) Triton X-100 

pH 7,5       0,1 % (v/v) SDS  

         1 % (w/v) Deoxylcholat

         pH 7,2 

Waschpuffer für Koimmunpräzipitation: 

Waschpuffer 1 10 mM Tris  Waschpuffer 2 10 mM Tris  

   150 mM NaCl     500 mM NaCl 

   2 mM EDTA     2 mM EDTA 

   0,2 % (v/v) NP-40    0,2 % (v/v) NP-40 

   pH 7,6      pH 7,6 

 

Waschpuffer 3  10 mM Tris 

   pH 7,6  

 

Puffer für Plasmid-Präparation (Mini-Präp): 

S1   50 mM Tris   S2  200 mM NaOH  

   10 mM EDTA     1 % (v/v) SDS 

   100 µg/ml RNAse A 

   pH 8,0    S3  2,8 M Kaliumacetat 

         pH 5,1 

TE   10 mM Tris 

   1 mM EDTA 

   pH 8,0 
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Puffer für Virionenaufreinigung: 

NaPO4-Puffer (0,04 M) 8 mM NaH2PO4•H2O 

    32 mM Na2HPO4•(H2O)2 

    pH 7,4 

 

15 % Natriumtartrat  15 % (w/v) Na2Tartrat•(H2O)2 

    30 % (v/v) Glycerin 

    in 0,04 M NaPO4-Puffer 

 

35 % Natriumtartrat  35 % (w/v) Na2Tartrat•(H2O)2 

in 0,04 M NaPO4-Puffer 

 

Immunfluoreszenz: 

Fixierung   4 % Paraformaldehyd in PBS 

Aldehydblockierung  50 mM NH4Cl in PBS 

Permeabilisierung   0,3 % Triton X-100 in PBS 

Blockierung   0,2 % Gelatine in PBS 

 

Fraktionierung von Zytoplasma und Zellkern: 

Puffer A   10 mM HEPES     

    10 mM KCL 

    0,1 mM EDTA 

    0,1 mM EGTA 

    pH 7,9 

 

2.1.9 Kits 

 

BCA Protein Assay Kit      Thermo Scientific 

FractionPREP™ Cell Fractionation Kit   Biovision 

NucleoBond Xtra Midi     Macherey-Nagel 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up    Macherey-Nagel 

 

2.1.10 Geräte 

Ausschwingrotor SW-41Ti     Beckman 

Bakterienbrutschrank IPP400    Memmert 

Bakterienschüttelinkubator HT    Infors 

Chemilumineszenzdetektion SL-4 3500WL   Peqlab 
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Electrophoresis Power Supply 301    GE Healthcare 

FLUOstar-Omega      BMG LABTECH 

Geldokumentation XR+ & Image Lab    Bio-Rad 

Gelsystem PerfectBlue MiniM    Peqlab  

Gene Pulser XCell       Bio-Rad 

HL-2000 HybriLinker       UVP 

L-70 Ultrazentrifuge      Beckman 

LSM510 META/FCS      Zeiss 

Mikroskop Axiovert 40 CFL     Zeiss 

Mikroskop Primo Vert      Zeiss 

Mikrozentrifugen       Eppendorf, Heraeus  

Mini-Protean Tetra Cell     Bio-Rad 

NanoDrop ND-1000      Peqlab 

pH-Meter 211        Hanna Instruments 

Schüttelwasserbad 1092     GFL 

Sicherheitswerkbank HeraSafe    Heraeus 

Taumel-Rollenmischer TRM 50    IDL GmbH 

TC10 Automated Cell Counter     Bio-Rad 

Thermocycler T3000      Biometra 

Thermomixer comfort 5355     Eppendorf 

Transblot® Semi-dry Transfer Cell     Bio-Rad 

Überkopfschüttler Rotator SB2     Stuart 

Zellkulturinkubator CO2 HeraCell    Heraeus 

Zentrifuge 5810R      Eppendorf 

Zentrifuge RC-6 plus      Sorvall 
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2.2 Methoden 

 

2.2.1 Molekularbiologische Methoden  

 

2.2.1.1  Herstellung elektrokompetenter Bakterien, Transformation und Lagerung 

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wird eine exponentiell wachsende Kultur auf 

4 °C abgekühlt und alle Salze des Kulturmediums entfernt. 

Aus einer kleinvolumigen Übernacht-Kultur (10 ml) wurde eine große Kultur (100 ml) im 

Verhältnis 1:50 bis 1:20 angeimpft und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 bis 0,6 im 

Schüttelinkubator kultiviert. Daraufhin wurden die Bakterien auf Eis abgekühlt und 10 min bei 

2500 g und 4 °C pelletiert. Das Pellet wurde 2x mit je 40 ml kaltem autoklavierten Wasser 

gewaschen sowie 1x mit 20 ml kaltem 10 %igen Glycerin. Die Resuspendierung des Pellets 

erfolgte jeweils durch Schütteln des Zentrifugenbechers, nicht durch Auf- und Abpipettieren. 

Schließlich wurden die Bakterien in 1 ml 10 %igem Glycerin resuspendiert, aliquotiert und in 

einem bei -80 °C vorgekühlten Aluminiumblock schockgefroren. 

 

Die Transformation von Bakterien erfolgte mittels Elektroporation. Hierfür wurden 50 µl 

elektrokompetente Bakterien auf Eis mit der zu transformierenden DNA gemischt. Von 

Ligationsansätzen wurden 3 µl transformiert, von supercoiled Plasmiden 1 ng und von PCR-

Produkten 150 ng. Das Bakterien-DNA-Gemisch wurde in 2 mm-Elektroporationsküvetten 

gegeben und mittels des Gene Pulser XCell einem elektrischen Impuls ausgesetzt (2500 V, 

25 μF, 200 Ω). Es folgte die Zugabe von 950 µl LB-Medium und die Inkubation für 1 h im 

Schüttelheizblock vor dem Ausplattieren auf LB-Agar-Platten und der Übernacht-Inkubation 

im Bakterienbrutschrank. 

 

Zur Langzeitlagerung von Bakterien wurde ein kleines Volumen einer Übernachtkultur 1:1 mit 

60% Glycerin gemischt und bei -80 °C eingefroren. 

 

2.2.1.2 DNA-Präparation aus Bakterien 

 

Plasmid- und BAC-Präparation im kleinen Maßstab (Mini-Präp): 

Die Präparation von Plasmid- oder BAC-DNA im 5 ml-Volumen erfolgte nach der Methode 

der alkalischen Lyse [231]. Hierzu wurden die Bakterien 5 min bei 3000 g pelletiert und in 

300 µl Puffer S1 resuspendiert. Die Lyse erfolgte durch Zugabe von 300 µl Puffer S2. Nach 

2-3minütiger Inkubation folgte die Neutralisation durch Zugabe von 300 µl Puffer S3, was zur 

Fällung von chromosomaler DNA und Proteinen führt. Diese wurden 20 min bei 15000 g und 

4 °C abzentrifugiert und der Überstand in neue Reaktionsgefäße überführt. Die Plasmid- 
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bzw. BAC-DNA wurde gefällt durch Zugabe 600 µl Isopropanol und anschließender 

Zentrifugation für 30 min bei 15000 g und 4 °C. Das DNA-Pellet wurde bei 50 °C im Heiz-

block getrocknet und in 50 µl Wasser (bei Plasmid-DNA) oder TE-Puffer (bei BAC-DNA) 

resuspendiert. 

 

Plasmid- und BAC-Präparation im mittleren Maßstab (Midi-Präp): 

Die Präparation von Plasmid- oder BAC-DNA im 200 ml-Volumen wurde mit Hilfe des 

NucleoBond Xtra Midi-Kits (Macherey-Nagel) nach Angaben des Herstellers durchgeführt. 

Für BAC-Präparationen wurde das Protokoll für Low-copy Plasmide verwendet und der 

Elutionspuffer vor Zugabe auf die Säule erhitzt, um einen höheren pH-Wert für effizientere 

Elution zu erreichen. 

 

2.2.1.3 Polymerase Chain Reaction, Restriktionsverdau und DNA-Ligation 

Polymerase Chain Reactions (PCRs) wurden mit der DreamTaq Green DNA-Polymerase 

(Thermo Scientific) oder der Phusion High-Fidelity DNA-Polymerase (New England Biolabs) 

nach Herstellerangaben durchgeführt. 

 

Alle verwendeten Restriktionsenzyme und zugehörige Puffer wurden von Thermo Scientific 

bezogen und nach Herstellerangaben verwendet. Für analytische Spaltungen von Plasmiden 

wurden 0,5 µg DNA eingesetzt, für präparative Plasmid-Verdaue 3 µg. Die Inkubation bei 

37 °C erfolgte für jeweils 30 min. Analytische Spaltungen von BAC-DNA wurden mit 0,75-

1,5 µg DNA durchgeführt, bei 30-60 minütiger Inkubationszeit. Für den Verdau von Mini-

Präp-DNA wurden von Plasmid-Präparationen 2 µl eingesetzt, von BAC-Präparationen 17 µl. 

 

Ligationen wurden mit der T4-DNA-Ligase (Thermo Scientific) durchgeführt. Vektor und 

Insert wurden im Verhältnis 1:6 oder 1:3 eingesetzt. Das Gesamtvolumen betrug 10 µl und 

die Ligation erfolgte über Nacht bei 16 °C oder für 2 h bei Raumtemperatur. 

 

2.2.1.4 Agarose-Gelelektrophorese und Aufreinigung von DNA-Fragmenten 

Agarosegele für Plasmid-Fragmente wurden in einem Volumen von 100 ml mit 1 % Agarose 

in TAE-Puffer gegossen und die Proben für 1 h bei 120 V aufgetrennt. Für BAC-DNA wurden 

0,5-0,6 %ige Agarosegele in TBE-Puffer mit einem Volumen von 300 ml hergestellt und die 

Auftrennung erfolgte über Nacht bei 50-60 V. Als Größenstandard diente der O'GeneRuler 

DNA Ladder Mix (Thermo Scientific), von dem für Plasmid-Gele 5 µl geladen wurden, für 

BAC-Gele 7 µl. Alle Agarosegele enthielten 0,5 µg/ml Ethidiumbromid. Für BAC-Gele wurde 

Ethidiumbromid zusätzlich in den Laufpuffer gegeben. Für besonders starke und 
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gleichmäßige Anfärbung von BAC-Gelen wurde Ethidiumbromid in einigen Fällen durch 

GelRed Nucleic Acid Stain (Biotrend Chemikalien GmbH) ersetzt. 

 

Die Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen erfolgte unter Verwendung des 

NucleoSpin Gel and PCR Clean-up-Kits (Macherey-Nagel) nach Herstellerangaben. Vektor-

DNA wurde in 30 µl eluiert, Insert-DNA in 20 µl. 

 

2.2.1.5 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA-Präparationen 

Die Konzentration und Reinheit von DNA-Lösungen wurde photometrisch mit Hilfe des 

NanoDrop-1000 (Peqlab) bestimmt. Die Messung der Absorption bei einer Wellenlänge von 

260 nm dient der Bestimmung der DNA-Konzentration. Bei doppelsträngiger DNA entspricht 

eine OD260 von 1 einer Konzentration von 50 µg/ml. Der Reinheitsgrad ergibt sich nach 

Messung der Absorption bei 280 nm aus dem Quotienten OD260/OD280, der bei einer 

sauberen Präparation zwischen 1,8 und 2,0 liegen sollte. 

 

2.2.1.6 DNA-Sequenzierung 

Alle DNA-Sequenzierungen wurden von der Firma Seqlab - Sequence Laboratories 

Göttingen GmbH durchgeführt. Für Plasmid-DNA wurde die HotShot-Sequenzierung in 

Anspruch genommen, für BAC-DNA die AdvantageRead-Sequenzierung. 

 

2.2.1.7 BAC-Mutagenese 

Alle Virusmutanten wurden mittels En Passant-Mutagenese generiert [227]. Hierzu wurden 

E. coli des Stammes GS1783, die den MCMV-Wildtyp-BAC trugen, rekombinations- und 

elektrokompetent gemacht. Für den Knockout des M45-ORF wurde die I-SceI-aphAI-

Kassette des Template-Plasmids pEPkan-S amplifiziert. Die verwendeten Primer enthielten 

Homologien zu den M45-flankierenden Bereichen im MCMV-BACsowie eine Duplikation für 

den zweiten Rekombinationsschritt zur Eliminierung der Selektionskassette. Abweichend 

vom publizierten Protokoll wurde die PCR bei gleichbleibender Annealing-Temperatur 

durchgeführt. Das entstandene PCR-Produkt wurde transformiert und die Bakterien auf 

Kanamycin-haltigen Agar-Platten selektiert. Die Überprüfung der Klone erfolgte durch 

Verdau mit ClaI, EcoRI und PstI. Zwei positive Klone wurden dem zweiten Rekombinations-

schritt unterzogen. Die resultierenden Klone sollten nun einen markerlosen Knockout des 

M45-ORF tragen. Sie wurden überprüft durch Bestätigung des Verlustes der Kanamycin-

Resistenz, Restriktionsverdau mit ClaI und EcoRIsowie durch Sequenzierung des M45-

Lokus. 

Auf der Basis des M45-Knockout-BAC wurde eine Revertante generiert durch Wieder-

einsetzen des Volllänge-M45-ORFs. Alle M45-Mutanten wurden ebenfalls in den M45-
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Knockout-BAC eingesetzt. Sowohl die Revertante als auch die M45-Mutanten tragen einen 

C-terminalen HA-Tag. Das Einsetzen von M45 in den M45-Knockout-BAC erfolgte über 

Transfer-Konstrukte. Hierzu wurde zunächst der Klonierungsvektor pBlueScript-Homologie 

erstellt. Dieser enthält Homologien für die Rekombination in den M45-Lokus des MCMV-

BACsowie Schnittstellen zur Klonierung des Volllänge-M45 und aller M45-Mutanten. Die 

Homologie upstream des M45-Lokus enthält einen Nukleotid-Austausch zur Eliminierung 

einer ApaI-Schnittstelle, die in einer stummen Mutation innerhalb des M46-ORF resultiert. 

Das fertige Transfer-Konstrukt trägt den M45-ORF, in den die I-SceI-aphAI-Kassette des 

pEPkan-S-Plasmids mit einer flankierenden Duplikation eingesetzt wurde. Mittels PvuII-

Verdau wurde M45 zusammen mit den Homologie-Bereichen aus dem Transfer-Konstrukt 

ausgeschnitten und das resultierende lineare DNA-Fragment in Bakterien transformiert, die 

den M45-Knockout-BAC trugen. Nach dem zweiten Rekombinationsschritt zur Entfernung 

der Selektionskassette wurden positive Klone durch Restriktionsverdau mit ClaI und 

Sequenzierung des M45-Lokus identifiziert. 

 

2.2.1.8  4sU-Markierung und qRT-PCR 

Für die Markierung frisch transkribierter RNA wurden 200 µM 4-Thiouridine (4sU; 

Carbosynth) für 1 h in das Zellkulturmedium gegeben. Anschließend wurde die Gesamt-RNA 

mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen) isoliert. Die 4sU-markierte RNA wurde biotinyliert und 

aufgereinigt [232]. Es folgte die reverse Transkription (RT) in cDNA mit Superscript III 

(Invitrogen), Hexanukleotid Random-Primern (Invitrogen) und RNAse-Inhibitor RNAsin 

(Promega). Danach wurde eine quantitative RT-PCR der zu analysierenden Gene mittels 

SYBR green durchgeführt.  

Dieses Experiment wurde von Miranda de Graaf und Lars Dölken an der Universität 

Cambridge, England durchgeführt. 

 

2.2.2 Zellbiologische und virologische Methoden 

 

2.2.2.1 Zellkultivierung, Einfrieren und Auftauen von Zellen 

Die Kultivierung aller Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO2 und 80 % relativer 

Luftfeuchtigkeit auf 145 mm- Zellkulturschalen in 20 ml DMEM mit 4,5 g/l Glukose und 

L-Glutamin. Das Medium wurde ergänzt mit 1 % Penicillin/Streptomycin und 10 % 

Kälberserum. NIH3T3 erhielten Serum von neugeborenen Kälbern (NKS), alle anderen 

Zellen fötales Kälberserum (FKS). FKS und NKS wurden zur Inaktivierung des Komplement-

systems für 30 min bei 56 °C im Wasserbad inkubiert. In der Regel wurden die Zellen alle 

2-3 Tage gesplittet, wobei sie mit Trypsin von der Schale abgelöst und im Verhältnis 1:5 bis 

1:10 verdünnt wurden. 
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Zum Einfrieren wurden die Zellen trypsiniert, in Medium aufgenommen und für 5 min bei 

300 g und 37 °C pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und das Zellpellet in FKS mit 

10 % DMSO resuspendiert. Die Zellen einer konfluenten 145 mm-Schale wurden in 4 

Aliquots à 1 ml in Kryoröhrchen zunächst bei -80 °C eingefroren und später zur Langzeit-

lagerung in flüssigen Stickstoff überführt. 

Zur Rekultivierung wurde der Inhalt eines Kryoröhrchens im 37 °C-Wasserbad aufgetaut, in 

15 ml Medium aufgenommen und in eine 100 mm-Schale überführt. 

 

2.2.2.2 Transfektion von Zellen 

Phoenix-Zellen wurden mit Polyethylenimine (PEI, Sigma) transfiziert. Dies diente der 

Produktion von Retroviren für die Transduktion. Hierfür wurden 4x106 Zellen pro 100mm-

Schale ausgesät und am folgenden Tag mit 8 µg DNA transfiziert. Dazu wurde die DNA in 

500 µl DMEM ohne Zusätze verdünnt. Parallel wurden 32 µl PEI in ebenfalls 500 µl DMEM 

ohne Zusätze verdünnt. Beide Ansätze wurden 10 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert 

und anschließend vereint. Nach einer weiteren Inkubation von 25 min bei RT wurde das 

DNA-PEI-Gemisch auf die Zellen gegeben. 

Für den NF-κB-Reporterassay wurden NIH3T3 mit Lipofectamine 2000 (Life Technolgies) 

transfiziert. Dazu wurden 7,5x104 Zellen pro 24Well ausgesät und 1,5-2 h später mit 0,8 µg 

DNA transfiziert. Die DNA wurde in 50 µl Opti-MEM (Life Technolgies) verdünnt. Parallel 

wurden 2 µl Lipofectamine in ebenfalls 50 µl Opti-MEM verdünnt. Beide Ansätze wurden 

5 min bei Raumtemperatur (RT) inkubiert und anschließend vereint. Nach einer weiteren 

Inkubation von 20 min bei RT wurde das DNA-Lipofectamine-Gemisch auf die Zellen 

gegeben. 

Zur Virusrekonstitution wurden NIH3T3 mit PolyFect (Qiagen) transfiziert. Es wurden 

1,75x105 Zellen pro 6Well ausgesät und am folgenden Tag mit 3 µg BAC-DNA transfiziert. 

Die DNA wurde in 300 µl DMEM ohne Zusätze aufgenommen und 32 µl PolyFect 

zugegeben. Diese Mischung wurde 10 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden 600 µl 

DMEM mit Zusätzen zugegeben und der gesamte Ansatz auf die Zellen pipettiert. 

 

2.2.2.3 Herstellung von Viruspräparationen 

Für die Herstellung einer Viruspräparation wurden NIH3T3 auf 8 145 mm-Schalen ausgesät, 

mit 5x106 Zellen pro Schale, und zugleich infiziert mit einer MOI von 0,02. Die Virusernte 

erfolgte etwa 24 h nach dem Beobachten eines zytopathischen Effekts bei allen Zellen, was 

der Regel 4-6 Tage nach der Infektion der Fall war. Der virushaltige Überstand aller Schalen 

wurde in 250 ml-Zentrifugenbechern vereint und zur Pelletierung abgelöster Zellen und 

Zelltrümmer für 15 min bei 5500 g und 4 °C zentrifugiert. Nach der Überführung in neue 

Zentrifugenbecher erfolgte die Pelletierung der Viren für 3 h bei 15000 g und 4 °C. Der 
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Überstand wurde verworfen und das Viruspellet in 1 ml Medium resuspendiert, aliquotiert 

und bei -80 °C gelagert. 

Zur Rekonstitution eines Virus aus dem BAC wurden NIH3T3 im 6Well-Format mit der 

entsprechenden BAC-DNA transfiziert (siehe 2.2.2.2). Am folgenden Tag wurden die Zellen 

auf eine 100 mm-Schale umgesetzt und im weiteren Verlauf auf eine steigende Anzahl an 

145 mm-Schalen, bis alle Zellen in infiziert waren. Daraufhin folgte die Virusernte wie oben 

beschrieben. 

 

2.2.2.4 Bestimmung des Titers von Viruspräparationen und Infektion von Zellen 

Zur Quantifizierung von Viruspräparationen wurde die mittlere tissue culture infectious dose 

pro ml (TCID50/ml) mittels Endpunktverdünnung bestimmt. Die TCID50 ist definiert als die 

Virusverdünnung, die benötigt wird, um 50 % einer gegebenen Zellzahl zu infizieren [233].  

Hierzu wurden NIH3T3 in 96Well-Platten ausgesät, mit einer Zelldichte von 2000 Zellen pro 

Well. Am folgenden Tag wurde die zu titrierende Viruspräparation seriell in 10er-Potenz-

schritten verdünnt, mit den Verdünnungsstufen 10-2 bis 10-9. Mit jeder Verdünnungsstufe 

wurden jeweils 12 Wells zweier 96Well-Platten infiziert. Eine Platte wurde anschließend 

30 min bei 1000 g und 37 °C zentrifugiert, um auch den Titer nach centrifugal enhancement 

zu bestimmen [234]. Nach 6tägiger Inkubation im Brutschrank wurden die Wells, in denen 

ein zytopathischer Effekt zu beobachten war gezählt und der Titer mittels der Spearman-

Kärber-Methode berechnet. Von jeder Viruspräparation wurden zwei Verdünnungsreihen 

erstellt und der Mittelwert der resultierenden Titer bestimmt. 

Die Infektion von Zellen für Experimente erfolgte mit einer bestimmten multiplicity of infection 

(MOI). Die MOI ist die durchschnittliche Zahl an Viruspartikeln, mit der jede Zelle infiziert 

wird. Alle Experimente wurden mit einer hohen MOI von 5 oder 10 durchgeführt, um mit 

großer Sicherheit jede Zelle zu infizieren. Aus dem Virustiter, der gewünschten MOI und der 

ausgesäten Zellzahl wurde das benötigte Volumen an Viruspräparation berechnet. 

 

2.2.2.5 UV-Inaktivierung von Viren 

Für die UV-Inaktivierung wurden 8 ml der für die Infektion benötigten Virusverdünnung 

hergestellt und in eine 100 mm-Schale gegeben. Diese wurde ohne Deckel in einen UV-

Crosslinker (HL-2000 HybriLinker, UVP) gestellt und 30 sec mit 1 J/cm2 bestrahlt (Wellen-

länge 254 nm). 

 

2.2.2.6 Gradientenaufreinigung von Virionen 

Für die Herstellung von Viruspräparationen zur Analyse im Western Blot wurde eine 

Aufreinigung mittels eines Glycerin-Tartrat-Gradienten vorgenommen [235]. 
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Hierfür wurde zunächst eine Viruspräparation nach bereits beschriebenem Protokoll 

hergestellt (2.2.2.3) und das Viruspellet in 1 ml PBS resuspendiert. Der Gradient wurde in 

einem Gradientenmischer aus 5 ml einer 35 %igen Natriumtartrat-Lösung und 6,5 ml einer 

15 %igen Natriumtartrat-Lösung mit 30 % Glycerin gegossen. Darüber wurde die Virus-

suspension geschichtet und über Nacht bei 94000 g und 10 °C ohne Bremse zentrifugiert. 

Die Virusbande wurde durch seitliches Anstechen des Röhrchens mit einer Spritze 

abgesaugt, die Viren mit PBS verdünnt und erneut pelletiert durch Zentrifugation für 2 h bei 

68000 g und 4 °C. Das Viruspellet wurde in 100 µl PBS aufgenommen.  

 

2.2.2.7 Anzucht von Retroviren und retrovirale Transduktion 

Zur Anzucht von Retroviren zur Transduktion wurden Phoenix-Zellen mit einem retroviralen 

Vektor transfiziert, der das zu transduzierende Gen trägt. Die Transfektion von Phoenix-

Zellen wurde bereits beschrieben (2.2.2.2). 48 h und 72 h nach Transfektion wurde der 

Retrovirus-haltige Überstand geerntet, durch einen 0,45 µm-Sterilfilter filtriert und bei -80 °C 

eingefroren oder direkt zur Transduktion verwendet. 

Die zu transduzierenden Zellen wurden in geringer Dichte in 12Well-Platten ausgesät 

(NIH3T3 4x104 Zellen pro Well, MEFs 2x104 Zellen pro Well) und am folgenden Tag 

transduziert. Hierfür wurde das Medium von den zu transduzierenden Zellen abgesaugt und 

durch 1,5 ml Retrovirussuspension ersetzt, die zuvor mit 5 µg/ml Polybrene versetzt wurde. 

Es folgte eine 30minütige Zentrifugation bei 1000 g und 37 °C. 4-8 h nach der Transduktion 

wurde das Medium gewechselt und am folgenden Tag eine zweite Transduktion durch-

geführt. 

 

2.2.2.8 Herstellung M45-exprimierender NIH3T3-Zellen 

Zur Generierung von Viren, die das M45-Protein im Tegument tragen ohne das M45-Gen 

besitzen, wurden M45-komplementierende Zellen hergestellt mittels eines Systems, das den 

lytischen Replikationsursprung des MCMV zur konditionalen Genexpression nutzt [228]. 

Hierfür wurden NIH3T3 mit dem episomalen Plasmid pEpiNo-M45 HA-ori transfiziert, 

welches das M45-Gen und den MCMV-Replikationsursprung trägt. Von diesem Plasmid 

erfolgt nur dann eine M45-Expression, wenn die Zelle mit MCMV infiziert wird. Die 

transfizierten Zellen wurden selektiert mit G418 und Einzelzellklone isoliert, die durch 

Infektion mit MCMV ΔM45 auf Induzierbarkeit der M45-Expression getestet wurden. Der 

beste Klon wurde expandiert und zur Herstellung einer Viruspräparation genutzt. Das 

resultierende komplementierte Virus wurde mit ΔM45komp bezeichnet. 
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2.2.2.9 Zellviabilitätsassay 

Zur Bestimmung der Zellviabilität wurde der CellTiter 96® AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay (Promega) angewandt, auch MTS-Assay genannt. Hierbei wird ein 

gelbes Substrat (MTS) durch die Stoffwechselaktivität der Zellen in ein braunes Produkt 

(Formazan) umgewandelt, was durch Messung der Absorbanz bei 490 nm quantifiziert wird.  

Für die Messung der Viabilität infizierter Zellen wurden diese im 96Well ausgesät, mit einer 

Dichte von 3000 Zellen pro Well, und am folgenden Tag mit einer MOI von 5 in Triplikaten 

infiziert. 24 h nach Infektion erfolgte die Zugabe von 20 µl MTS-Reagenz pro Well und nach 

3-8 h wurde die Absorbanz bei 490 nm gemessen. 

 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

 

2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten und Bestimmung der Proteinkonzentration 

Für die schnelle und zeitgleiche Lyse von Zellen in einer Infektionskinetik oder nach 

Rezeptorstimulation wurde 2x Proteinladepuffer als Lysepuffer verwendet. Hierfür wurden die 

Zellen 1x mit PBS gewaschen und durch Zugabe von 2x Proteinladepuffer (120 µl pro 

12Well) lysiert. 

Für die Lyse von Proben, deren Proteinkonzentration gemessen werden sollte oder die für 

eine Immunpräzipitation bestimmt waren, wurde NP-40-Puffer verwendet. Dieser wurde vor 

der Verwendung mit Protease Inhibitor Cocktail Complete Mini (Roche) ergänzt. Die Zellen 

wurden 1x mit PBS gewaschen und durch Zugabe von NP-40-Puffer (1 ml pro 100 mm-

Schale, 300 µl pro 6Well) 20 min auf Eis lysiert. Das Lysat wurde in 1,5 ml-Reaktionsgefäße 

überführt und durch 10minütige Zentrifugation bei 15000 g und 4 °C von unlöslichen 

Zellbestandteilen befreit. Alternativ wurden die Zellen mittels eines Zellspatels in PBS von 

der Schale abgelöst, 5 min bei 300 g pelletiert und anschließend in dem gewünschten 

Volumen NP-40-Puffer lysiert. 

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits 

(Thermo Scientific). Hierfür wurden 2 µl Probe in einer 96Well-Platte vorgelegt sowie 2 µl des 

BSA-Proteinstandards mit den Konzentrationen 0,125, 0,25, 0,5, 1,0 und 2,0 mg/ml. Alle 

Proben und BSA-Standardlösungen wurden in Duplikaten gemessen. Die BCA-Lösungen A 

und B wurden im Verhältnis 50:1 gemischt und à 100 µl in jedes zu messende Well gegeben. 

Nach 30minütiger Inkubation bei 37 °C wurde die Absorbanz bei 562 nm gemessen und aus 

den Werten des BSA-Proteinstandards die Proteinkonzentration der Proben errechnet. 
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2.2.3.2 Fraktionierung von Zytoplasma und Zellkern 

Die Fraktionierung von Zellen in Zytoplasma und Zellkerne erfolgte mit Hilfe des 

FractionPREP™ Cell Fractionation Kits (Biovision), nach einem von den Herstellerangaben 

abweichenden Protokoll.  

Die Zellen eines 6Wells wurden 1x mit PBS gewaschen, in 1 ml PBS mit Hilfe eines 

Zellspatels abgelöst, in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäße überführt und 5 min bei 800 g pelletiert. 

Das Zellpellet wurde in 75 µl CEB-Puffer für 5 min auf Eis lysiert und 2 min bei 15000 g und 

4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß überführt und weitere 

5 min bei 15000 g und 4 °C zentrifugiert. Der resultierende Überstand entsprach der zyto-

plasmatischen Fraktion. Das Pellet wurde in 75 µl MEB-A-Puffer für 5 min auf Eis lysiert und 

die Kerne 5 min bei 800 g und 4 °C abzentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, das 

Pellet in 180 µl Puffer A resuspendiert und erneut für 7 min bei 800 g und 4 °C zentrifugiert. 

Anschließend wurde das Kernpellet in 75 µl NEB-Puffer für 5 min auf Eis mit gelegentlichem 

Vortexen lysiert und 5 min bei 15000 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand entsprach dem 

Kernextrakt. 

Alle verwendeten Puffer wurden mit Proteaseinhibitoren und 1 mM DTT ergänzt.  

 

2.2.3.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot 

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte mittels diskontinuierlicher SDS-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) nach Lämmli [236]. Alle Proben wurden mit Protein-

ladepuffer versetzt und für 5-10 min bei 95 °C denaturiert. Die Auftrennung wurde unter 

Verwendung eines 10 %igen Trenngels für 2-3 h bei 60-80 V durchgeführt (im Mini-

PROTEAN Tetra Cell-System, Bio Rad). Anschließend wurden die Proteine durch semi dry-

Elektroblotting bei 100 mA pro Gel für 80 min auf eine Nitrozellulose-Membran (Hybond ECL, 

GE Healthcare) transferiert. Für alle weiteren Schritte bis zur Detektion wurde die Membran 

in ein 50 ml-Falkonröhrchen überführt und auf einem Taumelrollenmischer inkubiert. Die 

Blockierung der Membran erfolgte mit 5 % Milchpulver in TBS-T, für 1 h bei RT. Die 

Primärantikörper wurden in der entsprechenden Verdünnung in 5 % Milchpulver/TBS-T auf 

die Membran gegeben und über Nacht bei 4 °C inkubiert. Nach dreimaligem Waschen für 

jeweils 10 min mit TBS-T wurde die Membran mit dem HRP-gekoppelten Sekundärantikörper 

in einer Verdünnung von 1:3000 in 5 % Milchpulver/TBS-T für 1 h bei RT inkubiert. Es 

erfolgen drei weitere 10minütige Waschschritte mit TBS-T. Zur Detektion wurden die ECL 

Western Blotting Detection Reagents (Amersham Biosciences) und das hochsensitive 

Lumigen TMA-6 (Bioquote Limited) im Verhältnis 1:1 gemischt, auf die Membran gegeben 

und das emittierte Licht mittels des Chemilumineszenz-Detektors Fusion SL-4 3500WL 

Molecular Imaging (Peqlab) detektiert. 
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2.2.3.4 Koimmunpräzipitation 

Zur Durchführung einer Koimmunpräzipitation (Ko-IP) mit infizierten Zellen wurden MEFs im 

6Well-Format mit 3x105 Zellen pro Well ausgesät. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 

einer MOI von 5 infiziert und circa 15 h nach der Infektion mit 300 µl NP-40-Puffer pro Well 

lysiert. Die Lysate dreier 6Wells wurden vereint und die Proteinkonzentration bestimmt 

(2.2.3.1). 50 µg Protein wurden als Lysatkontrolle abgenommen, 500 µg Protein wurden für 

die IP eingesetzt und zunächst einem preclearing unterzogen. Dazu wurden 25 µl Protein A-

Sepharose (PAS) zugegeben und die Proben für 1 h bei 4 °C in einem Überkopf-Rotator 

inkubiert. Anschließend wurde die PAS 1 min bei 15000 g abzentrifugiert, der Überstand in 

ein neues Reaktionsgefäß überführt und 1,2 µg anti-HA Antikörper zugegeben. Nach 

2stündiger Inkubation bei 4 °C im Überkopf-Rotator wurden 35 µl PAS zugeben und die 

Proben weitere 2 h inkubiert. Danach wurde die PAS 6x mit je 700 µl IP-Waschpuffer 

gewaschen (3x mit Waschpuffer 1, 2x mit Waschpuffer 2 und 1x mit Waschpuffer 3). Nach 

dem letzten Waschschritt wurde der Überstand vollständig abgesaugt und die PAS in 110 µl 

2x Proteinladepuffer resuspendiert. 

 

2.2.3.5 Immunfluoreszenz 

Für die Immunfluoreszenz wurden NIH3T3 auf Deckgläschen im 12Well-Format ausgesät, 

mit einer Dichte von 1x105 Zellen pro Well. Zuvor wurden die Deckgläschen mit 0,4 % 

Gelatine in PBS für 30 min bei 37 °C beschichtet und anschließend 2x mit PBS gewaschen. 

Am folgenden Tag wurden die Zellen mit einer MOI von 5 infiziert. Zum gewünschten 

Zeitpunkt erfolgte nach zweimaligem Waschen mit PBS die Fixierung mittels 4 % 

Paraformaldehyd für 20 min bei RT. Anschließend wurden die Zellen zur Blockierung der 

Aldehydgruppen für 10 min bei RT in 50 mM NH4Cl inkubiert. Es folgte die Permeabilisierung 

mit 0,3 % Triton X-100 und die Blockierung unspezifischer Antikörperbindestellen mit 0,2 % 

Gelatine, jeweils für 10 min bei RT. Zwischen allen Inkubationsschritten wurden die Zellen 2x 

mit PBS gewaschen. Die Inkubation mit Primär- und Sekundärantikörpern erfolgte in einer 

feuchten Kammer für jeweils 2 h bei RT, im Falle des Sekundärantikörpers im Dunkeln. Pro 

Deckgläschen wurden 100 µl Antikörper, verdünnt in 0,2 % Gelatine verwendet. Nach jeder 

Antikörperinkubation wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Zuletzt wurde eine 

Kernfärbung mit Draq5 durchgeführt, das 1:1000 in Wasser eingesetzt und 10 min bei RT mit 

den Zellen inkubiert wurdw. Nach weiteren drei Waschschritten mit PBS und zusätzlich drei 

Waschschritten mit Wasser wurden die Deckgläschen mittels Aqua-Poly/Mount 

(Polysciences, Inc.) mit den Zellen nach unten auf Objektträgern befestigt. Nach 24stündiger 

Aushärtung erfolgte der Analyse der Zellen mittels konfokaler Laserscanning-Mikroskopie am 

Zeiss LSM510 META/FCS. 
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2.2.3.6 NF-κB-Reporterassay 

Zur Bestimmung der NF-κB-Aktivierung in transfizierten Zellen wurde ein NF-κB-

Reporterassay durchgeführt, der auf dem Reporterplasmid pNifty2-SEAP basiert. Dieses 

exprimiert eine sekretierte embryonale alkalische Phosphatase (SEAP) unter Kontrolle eines 

NF-κB-induzierbaren Promoters. Das Reporterplasmid wurde mit den zu testenden 

Plasmiden in NIH3T3 kotransfiziert (2.2.2.2). 24-48 h nach Transfektion wurde der SEAP-

haltige Zellkulturüberstand abgenommen und zur Inaktivierung endogener alkalischer 

Phosphatasen für 30 min bei 65 °C inkubiert. Anschließend wurden 40 µl des Überstandes in 

einer 96Well-Platte vorgelegt und je 200 µl QUANTI-Blue Detektionsmedium (InvivoGen) 

zugegeben, das aufgrund der enzymatischen Aktivität der SEAP einen Farbumschlag von 

Pink zu Blau durchläuft. Dieser wurde durch die Messung der Absorption bei 640 nm 

quantifiziert. 

 



Ergebnisse 
 

56 
 

3 Ergebnisse 

 

3.1 M45 induziert die Aktivierung von NF-κB unmittelbar nach der 

Infektion 

 

Es ist bekannt, dass MCMV zu sehr frühen Zeitpunkten der Infektion eine kurzzeitige 

Aktivierung von NF-κB induziert [188, 189]. Zu späteren Zeitpunkten wird die NF-κB-

Aktivierung blockiert. Frühere Studien haben gezeigt, dass das virale Protein M45 die NF-κB-

Aktivierung durch Interaktion mit RIP1 und NEMO inhibiert [204, 205]. Wie es zu der initialen 

NF-κB-Aktivierung in infizierten Zellen kommt ist jedoch nicht bekannt.  

Um dieses Phänomen näher zu untersuchen, wurden die zeitlichen Verläufe der NF-κB-

Aktivierung, der NF-κB-Inhibition und der M45-Expression während der Infektion betrachtet. 

NIH3T3-Fibroblasten wurden mit Wildtyp-MCMV (wt MCMV), einer M45-Deletionsmutante 

(ΔM45) oder einer M45-Revertante (RevM45) infiziert, zu verschiedenen Zeiten nach der 

Infektion lysiert und mittels Western Blot analysiert. Die Degradation des NF-κB-Inhibitors 

IκBα diente als Indikator für die Aktivierung von NF-κB. IκBα bindet NF-κB und hält es im 

Zytoplasma zurück. Die NF-κB-Aktivierung geht mit der proteasomalen Degradation von IκBα 

einher, was die Translokation von NF-κB in den Zellkern ermöglicht (Abb. 1.3). In Zellen, die 

mit wt MCMV oder RevM45 infiziert waren, konnte eine Reduktion der IκBα-Proteinmenge 

zwischen 1 und 5 Stunden nach Infektion (hours post infection, hpi) beobachtet werden, die 

bei 3 hpi ihr Maximum erreichte (Abb. 3.1 A). Ab 5 hpi stiegen die IκBα-Level wieder an und 

erreichten bis 9 hpi ihr Ausgangsniveau. Der Wiederanstieg der IκBα-Level fiel zeitlich mit 

der Reduktion der NEMO-Level zusammen. Die NEMO-Degradation ist ein bereits beschrie-

bener Mechanismus durch den M45 NF-κB inhibiert [205]. Etwa zur gleichen Zeit (5 hpi) 

begann eine Reduktion der RIP1-Level, während die M45-Level deutlich anstiegen. In ΔM45-

infizierten Zellen fand keine NEMO-Degradation und keine Reduktion der RIP1-Level statt. 

Überraschenderweise war in ΔM45-infizierten Zellen auch keine sofortige IκBα-Degradation 

zu beobachten, sondern eine verzögerte Reduktion der IκBα-Level ab etwa 5 hpi 

(Abb. 3.1 A). 
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Abb. 3.1 M45 induziert die Degradation von IκBα und die nukleäre Translokation von NF-κB p65 

(A) NIH3T3-Zellen wurden mit Wildtyp-MCMV (wt MCMV), einer M45-Deletionsmutante (ΔM45) oder 

einer M45-Revertante (RevM45) mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert. Die Zellen wurden zu den 

angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die Proteinlevel mittels 

Western Blot analysiert. IE1 diente als Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle. 

(B) NIH3T3-Zellen wurden mit wt MCMV oder ΔM45 mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert. Die 

Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach Infektion lysiert und die zytoplasmatische von der 

nukleären Fraktion getrennt. Die Proteinlevel beider Fraktionen wurden mittels Western Blot 

analysiert. Lsd1 diente als Kernmarker, GAPDH als Marker für die zytoplasmatische Fraktion. 

 

Um zu bestätigen, dass die nachgewiesene Degradation von IκBα zur Aktivierung von NF-κB 

führt, wurde die subzelluläre Lokalisation der NF-κB-Untereinheit p65 im Verlauf der Infektion 

untersucht. Aktiviertes NF-κB wird aus dem Zytoplasma in den Zellkern transportiert, wo es 

an DNA bindet und die Transkription verschiedener Gene aktiviert. NIH3T3-Fibroblasten 

wurden mit wt MCMV oder ΔM45 infiziert, zu verschiedenen Zeiten nach Infektion geerntet 

und in eine zytoplasmatische und eine nukleäre Fraktion aufgetrennt, die anschließend im 

Western Blot untersucht wurden. In wt MCMV-infizierten Zellen konnte ein starker Anstieg 

der nukleären NF-κB p65-Level zwischen 2 und 5 hpi beobachtet werden (Abb. 3.1 B). In 

ΔM45-infizierten Zellen stiegen die NF-κB p65-Level im Zellkern ab 5 hpi an. In beiden Fällen 

erfolgte der Anstieg der nukleären NF-κB p65-Level kurze Zeit nach der IκBα-Degradation.  
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In einem zweiten Ansatz wurde die subzelluläre Lokalisation von NF-κB p65 mittels Immun-

fluoreszenz untersucht. Hierfür wurden Zellen mit wt MCMV oder ΔM45 infiziert, zu 

verschiedenen Zeiten nach Infektion fixiert und NF-κB p65 mit einem Fluoreszenz-

gekoppelten Antikörper angefärbt. Die Fluoreszenz-Signale wurden mittels konfokaler 

Mikroskopie analysiert. In den Zellkernen von wt MCMV-infizierten Zellen konnte NF-κB p65 

vor allem zwischen 2 und 5 hpi detektiert werden (Abb. 3.2). Dagegen war NF-κB p65 in den 

Kernen ΔM45-infizierter Zellen erst ab 5 hpi nachweisbar. Diese Resultate bestätigen die 

Ergebnisse der Western Blot-Analyse. 

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die unmittelbar nach der Infektion stattfindende 

NF-κB-Aktivierung durch M45 induziert wird. In Abwesenheit von M45 wird NF-κB mit 

verzögerter Kinetik aktiviert. 
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Abb. 3.2 Immunfloureszenz-Analyse der nukleären Translokation von NF-κB p65 

NIH3T3-Zellen wurden mit wt MCMV oder ΔM45 mit einer MOI von 5 TCID50/Zelle infiziert. Die Zellen 

wurden zu den angegebenen Zeiten nach Infektion fixiert und die subzelluläre Lokalisation von NF-κB 
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p65 nach Färbung mit einem Fluoreszenz-gekoppelten Antikörper mittels konfokaler Mikroskopie 

analysiert. Als Infektionskontrolle wurde das virale Protein IE3 angefärbt. Draq5 diente der Markierung 

der Zellkerne. Merge zeigt die Überlagerung der Fluoreszenzbilder. Die weißen Pfeile markieren 

Zellen mit nukleärem NF-κB p65. 

 

3.2 Die M45-Interaktionspartner RIP1 und NEMO tragen zu der 

initialen NF-κB-Aktivierung bei 

 

NF-κB kann durch verschiedene Signale aktiviert werden, unter anderem durch Stimulation 

von Mustererkennungsrezeptoren wie TLRs oder von Zytokinrezeptoren wie TNFR1 und 

IL-1R. Die von den verschiedenen Rezeptoren ausgehenden Signalwege sind teilweise 

überlappend und konvergieren am IKK-Komplex, der aus den katalytischen Untereinheiten 

IKKα und IKKβ, sowie der regulatorischen Untereinheit NEMO besteht (Abb. 3.3 A). 

Um Einblick in den Mechanismus der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung zu gewinnen, 

wurde der Einfluss verschiedener zellulärer Proteine auf die initiale IκBα-Degradation 

untersucht. Hierfür wurden murine embryonale Fibroblasten (MEFs) verwendet, denen 

verschiedene Proteine fehlen, die an NF-κB-aktivierenden Signalwegen beteiligt sind. Die 

Zellen wurden mit wt MCMV infiziert und die IκBα-Level zu verschiedenen Zeiten nach 

Infektion mittels Western Blot analysiert. In NEMO-defizienten Zellen blieben die IκBα-

Mengen während des gesamten beobachteten Infektionsverlaufs unverändert, was zeigt, 

dass NEMO für die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung essentiell ist (Abb. 3.3 B). Demnach 

wird die NF-κB-Aktivierung durch M45 auf der Ebene des IKK-Komplexes oder oberhalb 

davon initiiert. In RIP1-defizienten Zellen fand nur eine sehr geringe IκBα-Degradation statt, 

was für eine partielle Beteiligung von RIP1 bei der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung 

spricht. Auch in TRAF6-defizienten Zellen schien die initiale IκBα-Degradation reduziert zu 

sein, jedoch weniger deutlich als in RIP1-defizienten Zellen. 

In allen anderen getesteten Zellen war die IκBα-Degradation dagegen nicht beeinflusst, was 

zeigt, dass die in diesen Zellen fehlenden Proteine für die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung 

nicht benötigt werden (Abb. 3.3 B). Das galt für die Rezeptoren TLR2, 3, 4 und TNFR1, für 

die Adaptermoleküle TRIF und MyD88, für die Ubiquitinligasen TRAF2 und 5 sowie für RIP3. 
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Abb. 3.3 Einfluss verschiedener zellulärer Proteine auf die M45-induzierte IκBα-Degradation 

(A) Schematische Darstellung NF-κB-aktivierender Signalwege und daran beteiligte zelluläre Proteine.  

(B) Murine embryonale Fibroblasten (MEFs), denen das jeweils angegebene zelluläre Protein fehlt, 

wurden mit wt MCMV mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert. Die Zellen wurden zu den 

angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die Proteinmengen mittels 

Western Blot analysiert. IE1 diente als Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle. 

 

Um den Effekt von RIP1 und TRAF6 auf die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung zu bestätigen, 

wurden RIP1- und TRAF6-defiziente Zellen mit RIP1 beziehungsweise TRAF6 komplemen-

tiert. Dies geschah durch Transduktion der Knockout-Zellen mit retroviralen Vektoren, die 

das jeweils fehlende Gen exprimieren. Falls RIP1 und TRAF6 an der M45-induzierten 

NF-κB-Aktivierung beteiligt sind, sollte die initiale IκBα-Degradation in den komplementierten 

Zellen stärker sein als in den Knockout-Zellen. Um dies zu überprüfen wurden RIP1- und 

TRAF6-defiziente Zellen und die dazugehörigen komplementierten Zellen mit wt MCMV 

infiziert und die IκBα-Degradation im Western Blot verglichen. Tatsächlich konnte in RIP1-
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komplementierten Zellen eine gegenüber RIP1-defizienten Zellen deutlich verstärkte IκBα-

Degradation beobachtet werden (Abb. 3.4). TRAF6-komplementierte Zellen zeigten dagegen 

keinen Unterschied in der IκBα-Degradation im Vergleich zu TRAF6-defizienten Zellen. 

Diese Ergebnisse schließen eine Rolle von TRAF6 bei der M45-induzierten NF-κB-

Aktivierung weitgehend aus, bestätigen jedoch den Einfluss von RIP1. 

 

 

 
Abb. 3.4 RIP1, aber nicht TRAF6, trägt zur M45-induzierten NF-κB-Aktivierung bei 

RIP1- und TRAF6-defiziente MEFs (RIP1
-/- 

und TRAF6
-/-

)
 
wurden durch retrovirale Transduktion mit 

murinem RIP1 (mRIP1) und murinem FLAG-markierten TRAF6 (mTRAF6) komplementiert. Die 

Transduktion der Kontrollzellen erfolgte mit einem Leervektor. Die Zellen wurden mit wt MCMV mit 

einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert, zu den angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-

Probenpuffer lysiert und die Proteinlevel mittels Western Blot analysiert. IE1 diente als 

Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle.  

 

Ein weiterer Ansatz zur Aufklärung des Mechanismus der M45-induzierten NF-κB-

Aktivierung bestand darin, zu testen, ob es sich um einen Zelltyp-spezifischen Effekt handelt. 

Dazu wurden verschiedene Zelltypen mit wt MCMV und ΔM45 infiziert und die IκBα-Mengen 

im Western Blot untersucht. In allen getesteten murinen Zelltypen, einschließlich Fibro-

blasten (NIH3T3 und MEFs), Endothelzellen (SVEC4-10) und Makrophagen (IC-21) konnte 

die initiale IκBα-Degradation bei Infektion mit wt MCMV und die verzögerte IκBα-Degradation 

bei Infektion mit ΔM45 beobachtet werden (Abb. 3.5). Bemerkenswerterweise wurde in 

IC-21-Makrophagen auch nach Infektion mit ΔM45 eine NF-κB-Aktivierung zu frühen Zeit-

punkten induziert. In diesen Zellen scheint NF-κB demnach durch einen zusätzlichen oder 

alternativen Mechanismus aktiviert zu werden. Dieser Effekt wurde in geringerem Maße auch 

in SVEC4-10-Endothelzellen beobachtet. Hier fand bei Infektion mit ΔM45 eine schwache 

IκBα-Degradation nach 2 und 3 Stunden statt.  

Interessanterweise konnte in humanen embryonalen Nierenepithelzellen (293A) nur eine 

sehr geringe initiale IκBα-Degradation nach wt MCMV-Infektion nachgewiesen werden 

(Abb. 3.5). Obwohl es sich um humane Zellen handelt, sind 293A-Zellen permissiv für eine 

MCMV-Infektion [237]. Dass in diesen Zellen dennoch keine effiziente NF-κB-Aktivierung 
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stattfand, weist darauf hin, dass sich bestimmte Wirtszellfaktoren, die an der M45-induzierten 

NF-κB-Aktivierung beteiligt sind, von denen in murinen Zellen unterscheiden. 

 

 

 
Abb. 3.5 Frühe und verzögerte IκBα-Degradation in verschiedenen Zelltypen  

NIH3T3-Fibroblasten, murine embryonale Fibroblasten (MEFs), SVEC4-10-Endothelzellen, IC-21-

Makrophagen und humane embryonale Nierenepithelzellen (293A) wurden mit wt MCMV und ΔM45 

mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach 

Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die Proteinlevel mittels Western Blot analysiert. IE1 

diente als Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle.  

 

Um die Ursachen der stark verringerten IκBα-Degradation in 293A-Zellen zu untersuchen 

wurde getestet, ob M45 mit endogenem NEMO und RIP1 in 293A-Zellen interagiert. NEMO 

und RIP1 sind bekannte Interaktionspartner von M45 [204, 205, 213] und beteiligt an der 

M45-induzierten NF-κB-Aktivierung (Abb. 3.3 B und Abb. 3.4). Humane 293A- und murine 

NIH3T3-Zellen wurden mit RevM45 und ΔM45 infiziert. RevM45 exprimiert das Volllänge-

M45-Protein mit einem C-terminalen HA-Tag. Somit konnte eine Immunpräzipitation von M45 

mit einem anti-HA-Antikörper durchgeführt werden. Die Präzipitate wurden mittels Western 

Blot auf kopräzipitiertes NEMO und RIP1 untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass M45 mit 

IκBα

M45

β-Aktin

IE1

SVEC4-10 

ΔM45 wt MCMV 

hpi0 1 2 3 5 7 9 0 1 2 3 5 7 9

NIH3T3 

ΔM45 wt MCMV 

hpi0 1 2 3 5 7 9 0 1 2 3 5 7 9

IC-21

MEFs 

ΔM45 wt MCMV 

hpi0 1 2 3 5 7 9 0 1 2 3 5 7 9

293A 

ΔM45 wt MCMV 

hpi0 1 2 3 5 7 9 0 1 2 3 5 7 9

wt MCMV

hpi

ΔM45

0 1 2 3 5 7 9 0 1 2 3 5 7 9

IκBα

M45

β-Aktin

IE1

IκBα

M45

β-Aktin

IE1



Ergebnisse 
 

64 
 

endogenem NEMO in murinen NIH3T3-Zellen und in humanen 293A-Zellen interagiert 

(Abb. 3.6 A). M45 interagierte auch mit endogenem murinen RIP1, jedoch nicht mit 

humanem RIP1. Dies könnte der Grund für die fehlende frühe NF-κB-Aktivierung in 293A-

Zellen sein.  

 

 

 

Abb. 3.6 Humanes RIP1 interagiert nicht mit M45 und kann die Reduktion der NF-κB-

Aktivierung in RIP1-defizienten Zellen nicht kompensieren 

(A) Humane 293A-Zellen und murine NIH3T3-Zellen wurden mit ΔM45 oder der M45-Revertante 

(RevM45), die HA-markiertes M45 exprimiert, mit einer MOI von 5 TCID50/Zelle infiziert. 15 h nach der 

Infektion wurden die Zellen mit NP-40-Puffer lysiert und M45 mit einem anti-HA-Antikörper präzipitiert. 

Die Lysate und Immunpräzipitate (IP:HA) wurden mittels Western Blot auf kopräzipitiertes NEMO und 

RIP1 analysiert. In den Lysaten diente IE1 als Infektionskontrolle und β-Aktin als Ladekontrolle.  

(B) RIP1-defiziente MEFs (RIP1
-/-

) wurden durch retrovirale Transduktion mit murinem RIP1 (mRIP1) 

oder humanem RIP1 (hRIP1) komplementiert. Die Transduktion der Kontrollzellen erfolgte mit einem 

Leervektor. Die Zellen wurden mit wt MCMV mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert, zu den 

angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die Proteinlevel mittels 

Western Blot analysiert. 

 

Um zu bestätigen, dass nur murines, aber nicht humanes RIP1 die M45-induzierte NF-κB-

Aktivierung unterstützt, wurden RIP1-defiziente MEFs durch retrovirale Transduktion mit 

murinem oder humanem RIP1 komplementiert. Anschließend wurden die Zellen mit wt 

MCMV infiziert und die IκBα-Mengen im Western Blot analysiert. Wie bereits zuvor 

beobachtet (Abb. 3.4) zeigten Zellen, die mit murinem RIP1 (mRIP1) komplementiert waren, 

eine gegenüber den Kontrollzellen deutlich verstärkte IκBα-Degradation (Abb. 3.6 B). Die 

Komplementation mit humanem RIP1 (hRIP1) konnte die Verringerung der IκBα-Degradation 

jedoch nicht kompensieren. Zudem fiel auf, dass die hRIP1-Level im Laufe der Infektion nicht 
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reduziert wurden, was möglicherweise ebenfalls auf die fehlende Interaktion zwischen M45 

und hRIP1 zurückzuführen ist. 

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass die M45-Interaktionspartner NEMO und RIP1 

zu der initialen NF-κB-Aktivierung in Fibroblasten beitragen, wobei NEMO essentiell ist und 

RIP1 eine partielle Rolle spielt. Zudem unterstützt nur murines und nicht humanes RIP1 die 

M45-induzierte NF-κB-Aktivierung. 

 

3.3 Die verzögerte, M45-unabhängige NF-κB-Aktivierung involviert 

TRIF-abhängige TLR-Signalwege 

 

In den vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass die Infektion mit wt MCMV zu 

einer sofortigen NF-κB-Aktivierung führt, die in Fibroblasten von M45 abhängig ist (Abb. 3.1) 

und die zellulären Proteine NEMO und RIP1 involviert (Abb. 3.3 B). Bei der Infektion mit 

einem M45-defizienten Virus findet in diesen Zellen keine initiale NF-κB-Aktivierung statt. Es 

kommt jedoch zu einer verzögerten Aktivierung von NF-κB, die etwa 5 Stunden nach 

Infektion beginnt.  

Um zu untersuchen, welche zellulären Proteine an der verzögerten NF-κB-Aktivierung 

beteiligt sind, wurden MEFs aus verschiedenen Knockout-Mäusen mit ΔM45 infiziert und die 

IκBα-Level im Verlauf der Infektion mittels Western Blot analysiert. Die verzögerte IκBα-

Degradation war reduziert in TLR2/4-Doppelknockout-Zellen und kaum nachweisbar in 

TLR3-Knockout-Zellen (Abb. 3.7). TLR3 und TLR4 verwenden für die Signalweiterleitung das 

Adapterprotein TRIF, das die Ubiquitinligase TRAF6 sowie RIP1 rekrutiert (Abb. 3.3 A). Die 

Überprüfung der entsprechenden Knockout-Zellen zeigte, dass die verzögerte IκBα-

Degradation auch bei Fehlen von TRIF, TRAF6 oder RIP1 reduziert ist (Abb. 3.7). In Zellen, 

die defizient sind für TNFR1, MyD88, TRAF2/5 oder RIP3 war die IκBα-Degradation dagegen 

nicht beeinträchtigt. 
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Abb. 3.7 Einfluss verschiedener zellulärer Proteine auf die verzögerte, M45-unabhängige 

NF-κB-Aktivierung 

Murine embryonale Fibroblasten (MEFs), denen das jeweils angegebene zelluläre Protein fehlt, 

wurden mit ΔM45 mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert. Die Zellen wurden zu den angegebenen 

Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die Proteinlevel mittels Western Blot 

analysiert. IE1 diente als Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle. 

 

Die Rolle von RIP1 und TRAF6 bei der M45-unabhängigen NF-κB-Aktivierung wurde durch 

einen Vergleich der RIP1- und TRAF6-defizienten Zellen mit den dazugehörigen komple-

mentierten Zellen bestätigt. Nach Infektion mit ΔM45 war die verzögerte IκBα-Degradation 

sowohl in den RIP1-komplementierten Zellen als auch in den TRAF6-komplementierten 

Zellen gegenüber den jeweiligen Kontrollzellen deutlich verstärkt (Abb. 3.8). Demnach sind 

sowohl RIP1 als auch TRAF6 an der verzögerten, M45-unabhängigen NF-κB-Aktivierung 

beteiligt, während die frühe, M45-abhängige NF-κB-Aktivierung nur von RIP1 und nicht von 

TRAF6 beeinflusst wird (Abb. 3.4). 

Zusammengefasst weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass in Abwesenheit von M45 eine 

verzögerte NF-κB-Aktivierung induziert wird, die nach einem anderen Mechanismus abläuft 

als die frühe M45-induzierte NF-κB-Aktivierung und wahrscheinlich auf der Stimulation TRIF-

abhängiger TLR-Signalwege beruht. 
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Abb. 3.8 RIP1 und TRAF6 tragen zu der verzögerten, M45-unabhängigen NF-κB-Aktivierung bei 

RIP1- bzw. TRAF6-defiziente MEFs (RIP1
-/-

 und TRAF6
-/-

) wurden durch retrovirale Transduktion mit 

murinem RIP1 (mRIP1) bzw. murinem FLAG-markierten TRAF6 (mTRAF6) komplementiert. Die 

Transduktion der Kontrollzellen erfolgte mit einem Leervektor. Die Zellen wurden mit ΔM45 mit einer 

MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert, zu den angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer 

lysiert und die Proteinlevel mittels Western Blot analysiert. IE1 diente als Infektionskontrolle, β-Aktin 

als Ladekontrolle. 

 

3.4 Die Interaktion von M45 mit RIP1 und NEMO ist nicht 

ausreichend für die NF-κB-Aktivierung in infizierten Zellen 

 

Das M45-Protein besteht aus 1174 Aminosäuren und enthält in seinem C-terminalen Bereich 

eine Homologie zur großen Untereinheit der zellulären Ribonukleotid-Reduktase (RNR R1). 

Aufgrund von Mutationen katalytisch wichtiger Aminosäuren besitzt M45 jedoch keine RNR-

Aktivität [208]. Am N-Terminus von M45 befindet sich ein RIP-homotypisches Interaktions-

motiv (RHIM), das für die Interaktion mit RIP3 und DAI und die Inhibition der programmierten 

Nekrose benötigt wird [210, 213]. Für die Interaktion von M45 mit RIP1 und NEMO und die 

Inhibition der NF-κB-Aktivierung sind dagegen große Teile des N-Terminus einschließlich 

des RHIM entbehrlich [204, 205]. Es wurde gezeigt, dass der C-Terminus für diese 

Funktionen essentiell ist [205]. Viele der vorangegangenen Studien wurden jedoch mittels 

Plasmid- oder Retrovirus-kodiertem M45 durchgeführt und nicht im Kontext einer MCMV-

Infektion. Daher wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit Virusmutanten generiert, die 

verschiedene N- oder C-terminal verkürzte Varianten von M45 exprimieren oder ein M45, 

dessen RHIM mutiert wurde (mutRHIM) (Abb. 3.9 A). Mit Hilfe dieser Virusmutanten wurde 

untersucht, welche Bereiche des M45-Proteins für verschiedene M45-Funktionen im Kontext 

der Virusinfektion erforderlich sind. 
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Abb. 3.9 Einfluss der N- und C-terminalen Domänen von M45 auf die Inhibition der IL-1β-

induzierten NF-κB-Aktivierung und des Virus-induzierten Zelltods 

(A) Schematische Darstellung der M45-Mutanten. Die M45-Revertante (RevM45) exprimiert das 

Volllänge-M45 mit einem C-terminalen HA-Tag. Alle abgebildeten M45-Varianten besitzen ebenfalls 

einen C-terminalen HA-Tag und wurden mittels En passant-Mutagenese in das Genom des M45-

Knockout-Virus (ΔM45) kloniert. Die Zahlen in Klammern bezeichnen die Aminosäuren, aus denen die 

jeweilige M45-Mutante besteht. 

(B) NIH3T3-Zellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten mit einer MOI von 5 TCID50/Zelle 

infiziert. 15 h nach der Infektion wurden die Zellen mit IL-1β stimuliert (20 ng/ml, 15 min), 

anschließend mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und mittels Western Blot analysiert. IE1 diente als 

Infektionskontrolle, β-Aktin als Ladekontrolle.  

(C) SVEC4-10-Endothelzellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten mit einer MOI von 

5 TCID50/Zelle infiziert. 24 h nach der Infektion wurde die Zellviabilität mittels eines MTS-Assays 

bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte und Standardabweichungen von Triplikaten, relativ zu 

wt MCMV-infizierten Zellen. 

 

Für die Testung der M45-vermittelten NF-κB-Inhibition wurden NIH3T3-Zellen mit den 

verschiedenen Virusmutanten infiziert und 15 h nach der Infektion mit dem NF-κB-

aktivierenden Zytokin IL-1β stimuliert. Die IL-1β-induzierte IκBα-Degradation wurde 

anschließend im Western Blot analysiert. In wt MCMV-infizierten Zellen wurde die IκBα-

Degradation blockiert, jedoch nicht in ΔM45-infizierten Zellen (Abb. 3.9 B). Auch die 
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N-terminal verkürzten M45-Mutanten Nt2 und Nt3, denen die ersten 280 bzw. 350 Amino-

säuren fehlen, konnten die Degradation von IκBα inhibieren. Die noch stärker verkürzten 

Mutanten Nt3b und Nt3c wurden in allen Experimenten deutlich schwächer exprimiert als alle 

anderen M45-Varianten, was keine eindeutige Aussage über ihre Funktionalität zuließ. 

Allerdings schien Nt3b die IL-1β-induzierte IκBα-Degradation zumindest partiell zu inhibieren, 

während Nt3c dies nicht konnte. Die C-terminalen Verkürzungsmutanten Ct6, Ct5 und Ct4 

inhibierten die IκBα-Degradation nach IL-1β-Stimulation. Die Ct3-Mutante, bei der die letzten 

53 Aminosäuren deletiert sind, war dazu nicht in der Lage (Abb. 3.9 B). Während also große 

Teile des M45 N-Terminus für die Inhibition der IL-1β-induzierten NF-κB-Aktivierung 

entbehrlich sind, kann nur ein sehr kleiner Bereich des C-Terminus deletiert werden, ohne 

diese Funktion zu beeinträchtigen. Diese Ergebnisse bestätigen die Resultate früherer 

Studien, die mit überexprimiertem M45 durchgeführt wurden [204, 205]. 

 

Die M45-Virusmutanten wurden auch auf ihre Fähigkeit hin überprüft, die Virus-induzierte 

Zelltodinduktion zu blockieren. Für diesen Versuch wurden SVEC4-10-Endothelzellen 

verwendet, die besonders sensitiv für die MCMV-vermittelte Nekrose-Induktion sind [214]. 

Die Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten infiziert und 24 h nach der Infektion 

wurde die Zellviabilität als Maß für die Zelltodinduktion bestimmt. ΔM45-infizierte SVEC4-10-

Zellen zeigten eine geringere Zellviabilität als wt MCMV-infizierten Zellen (Abb. 3.9 C). Die 

Infektion mit ΔM45 führte somit zur Zelltodinduktion, während wt MCMV-infizierte Zellen 

davor geschützt waren. Alle Virusmutanten, die eine N-terminal verkürzte M45-Variante 

exprimierten oder ein M45, dessen RHIM mutiert wurde (mutRHIM), induzierten ebenfalls 

Zelltod. Dies bestätigte publizierte Daten, die zeigen, dass das RHIM für die Nekrose-

Inhibition essentiell ist [214]. Interessanterweise konnte auch die C-terminal verkürzte 

Mutante Ct3 die Zelltodinduktion nicht blockieren (Abb. 3.9 C). Demnach werden neben dem 

RHIM auch C-terminale Bereiche für die Zelltodinhibition benötigt. 

 

Anschließend wurde getestet, welche M45-Mutanten mit endogenem RIP1 und NEMO in 

murinen Fibroblasten interagieren können. Dazu wurden NIH3T3-Zellen mit den verschie-

denen Virusmutanten infiziert und eine Koimmunpräzipitation durchgeführt. Die HA-

markierten M45-Varianten wurden mit einem anti-HA-Antikörper präzipitiert und kopräzipi-

tiertes RIP1 und NEMO im Western Blot nachgewiesen. Die Ergebnisse zeigen, dass alle 

M45-Mutanten, die die IL-1β-induzierte NF-κB-Aktivierung inhibieren konnten, auch mit RIP1 

und NEMO interagierten. So kopräzipitierten RIP1 und NEMO mit den M45-Mutanten Nt2 

und Nt3, jedoch nicht mit Ct3 (Abb. 3.10 A). Diese Resultate bestätigen die Ergebnisse 

früherer Studien, in denen überexprimiertes M45 verwendet wurde [204, 205].  
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Abb. 3.10 Einfluss der N- und C-terminalen Domänen von M45 auf die Interaktion mit RIP1 und 

NEMO und die auf die Virus-induzierte NF-κB-Aktivierung 

(A) NIH3T3-Zellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten mit einer MOI von 5 TCID50/Zelle 

infiziert. 15 h nach der Infektion wurden die Zellen mit NP-40-Puffer lysiert und M45 mit einem anti-

HA-Antikörper präzipitiert. Die Lysate und Immunpräzipitate (IP:HA) wurden mittels Western Blot auf 

kopräzipitiertes NEMO und RIP1 analysiert. In den Lysaten diente IE1 als Infektionskontrolle und 

β-Aktin als Ladekontrolle.  

(B) NIH3T3-Zellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle 

infiziert. Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert 

und die Proteinlevel mittels Western Blot analysiert. 

 

Schließlich wurde untersucht, welche M45-Mutanten in der Lage sind, die initiale NF-κB-

Aktivierung zu induzieren. NIH3T3-Zellen wurden mit den verschiedenen Virusmutanten 

infiziert und die Degradation von IκBα im Infektionsverlauf mittels Western Blot analysiert. 

Alle N-terminal verkürzten M45-Mutanten, die mit RIP1 und NEMO interagierten, induzierten 

auch die frühe NF-κB-Aktivierung (Abb. 3.10 B). Überraschenderweise konnte von den 

C-terminal verkürzten Mutanten nur Ct6 NF-κB sofort nach der Infektion aktivieren. Lediglich 
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7 Aminosäuren fehlen der Ct6-Mutante im Vergleich zum Volllänge-Protein. Ct5 und Ct4, bei 

denen 19 beziehungsweise 37 Aminosäuren deletiert sind, konnten die initiale NF-κB-Akti-

vierung nicht induzieren, obwohl beide Mutanten mit RIP1 und NEMO interagierten und auch 

bei allen übrigen überprüften M45-Funktionen eine mit dem Volllänge-Protein vergleichbare 

Aktivität gezeigt haben.  

Während also alle anderen getesteten M45-Funktionen die Deletion von mindestens 37 

Aminosäuren des C-Terminus tolerierten, führte schon das Fehlen von nur 19 Aminosäuren 

zum Verlust der frühen NF-κB-Aktivierung in infizierten Zellen. 

 

3.5 M45 induziert NF-κB-abhängige Genexpression 

 

Um zu überprüfen, ob M45 NF-κB auch bei alleiniger Expression, unabhängig von einer 

MCMV-Infektion, aktivieren kann wurden die M45-Mutanten (Abb. 3.9 A) in Expressions-

plasmide kloniert und mittels eines NF-κB-Reporterassays analysiert. Dazu wurden NIH3T3-

Zellen mit den verschiedenen M45-Mutanten und dem NF-κB-Reporterplasmid pNifty-SEAP 

kotransfiziert. 40 h nach der Transfektion wurde die Reportergen-Expression quantifiziert und 

auf die Werte des GFP-exprimierenden Plasmids (grün fluoreszierendes Protein) normali-

siert, das als Negativkontrolle diente. Die Resultate zeigen, dass das Volllänge-M45 eine 

moderate Aktivierung von NF-κB induzierte, ähnlich der die durch Überexpression von 

MyD88 und IKKβ erreicht wurde, die als Positivkontrollen dienten (Abb. 3.11). Überraschen-

derweise konnten neben Ct6 auch Ct5 und Ct4 NF-κB aktivieren, was im Kontext der 

Virusinfektion nicht zu beobachten war (vergleiche Abb. 3.10 B und Abb. 3.11). Diese 

Ergebnisse zeigen, dass in transfizierten Zellen alle M45-Mutanten, die mit RIP1 und NEMO 

interagieren, auch in der Lage sind, die NF-κB-abhängige Reportergenexpression zu 

aktivieren. 
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Abb. 3.11 M45 induziert NF-κB-abhängige Reportergenexpression in transfizierten Zellen 

NIH3T3-Zellen wurden mit dem NF-κB-abhängigen Reporterplasmid pNifty-SEAP und Expres-

sionsplasmiden, die die angegebenen Proteine exprimieren kotransfiziert. pNifty-SEAP exprimiert in 

NF-κB-abhängiger Weise eine sekretierte alkalische Phosphatase (SEAP). 40 h nach der Transfektion 

wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die Menge an SEAP durch Zugabe des QUANTI-

Blue Detektionsmediums (InvivoGen) und anschließender Absorptionsmessung quantifiziert. Alle 

Werte sind relativ zu GFP-exprimierenden Zellen dargestellt, die als Negativkontrolle dienten. MyD88 

und IKKβ wurden als Positivkontrollen verwendet. Gezeigt sind Mittelwerte und Standardab-

weichungen von Triplikaten.  

 

Um die NF-κB-abhängige Genexpression im Verlauf der viralen Infektion zu untersuchen, 

wurde eine hochsensitive Methode angewandt, mittels derer kurzzeitige Änderungen der 

Genexpression nachgewiesen werden können. Dazu wurden frisch transkribierte RNAs zu 

verschiedenen Zeiten der Infektion mit 4-Thiouridin (4sU) markiert und anschließend mittels 

quantitativer RT-PCR analysiert. Dieses Experiment wurde auf der Basis einer Kollaboration 

von Miranda de Graaf und Lars Dölken an der Universität Cambridge, England durchgeführt. 

Neben wt MCMV wurden die funktionelle Virusmutante Nt2 sowie die nicht-funktionelle 

Virusmutante Ct3 in diesem Assay untersucht. Wt MCMV und Nt2 aktivierten die Trans-

kription der NF-κB-induzierbaren Gene Nfkbia und Tnfaip3 zwischen 1 und 2 hpi (Abb. 3.12). 

Danach sanken die Expressionslevel beider Gene wieder ab. Ct3 konnte die Expression von 

Nfkbia und Tnfaip3 nicht induzieren. Bemerkenswerterweise sanken die Nfkbia-Expressions-

level nach Infektion mit der Ct3-Mutante sogar deutlich ab, was bei Tnfaip3 nicht der Fall 

war. Auch die Expression des Interferon-induzierbaren Gens Cxcl10 war nach Infektion mit 

Ct3 im Vergleich zu wt M45 und Nt2 leicht beeinträchtigt. Dies weist darauf hin, dass NF-κB 

bei der Regulation der Cxcl10-Expression ebenfalls eine Rolle spielt, was auch in einer 

kürzlich erschienenen Studie nachgewiesen wurde [238]. 
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Abb. 3.12 M45 induziert NF-κB-abhängige Transkription in infizierten Zellen 

NIH3T3-Zellen wurden mit wt MCMV oder den M45-Mutanten Nt2 and Ct3 mit einer MOI von 10 

TCID50/Zelle infiziert. Zu den angegebenen Zeiten nach Infektion wurde 4-Thiouridine (200 µM) für 1 h 

in das Zellkulturmedium gegeben. Die Expressionslevel der NF-κB-induzierbaren Gene Nfkbia 

(Protein NFKBIA = IκBα) und Tnfaip3 (Protein TNFAIP3 = A20) sowie des viralen Gens ie1 und des 

Interferon-induzierbaren Gens Cxcl10 wurden mittels qRT-PCR quantifiziert. Gezeigt sind die 

kombinierten Daten zweier unabhängiger Experimente, normalisiert auf die Lamin B-Rezeptor (LBR)-

Expression (d.l. = Detektionslimit). 

Dieses Experiment wurde von Miranda de Graaf und Lars Dölken an der Universität Cambridge, 

England durchgeführt. 

 

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass M45 die NF-κB-abhängige Genexpression 

induzieren kann, sowohl in transfizierten als auch in infizierten Zellen. Allerdings können die 

M45-Mutanten Ct5 und Ct4 NF-κB nur nach Transfektion und nicht nach Infektion aktivieren.  

Dies weist darauf hin, dass die Fähigkeit, mit RIP1 und NEMO zu interagieren, in trans-

fizierten Zellen für die Induktion der NF-κB-Aktivität ausreichend ist, dass M45 in infizierten 

Zellen jedoch eine oder mehrere zusätzliche Eigenschaften für die NF-κB-Aktivierung 

benötigt. 
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3.6 Das Virion-assoziierte M45 induziert die frühe NF-κB-Aktivierung 

in infizierten Zellen 

 

Im den beiden vorangegangenen Abschnitten wurde gezeigt, dass alle M45-Mutanten, die 

mit RIP1 und NEMO interagieren, NF-κB in transfizierten Zellen aktivieren können. In 

infizierten Zellen ist die Fähigkeit, mit RIP1 und NEMO zu interagieren jedoch nicht 

ausreichend für die NF-κB-Aktivierung, was darauf hinweist, dass im Kontext der Infektion 

eine weitere M45-Funktion benötigt wird. 

Es ist bekannt, dass M45 Bestandteil der MCMV-Viruspartikel ist [208, 239]. Daher sollten 

geringe Mengen an M45 direkt nach dem Eintritt des Virus in der infizierten Zelle vorliegen. 

Die Neusynthese von M45 beginnt in der Early-Phase des Replikationszyklus [208] und im 

Western Blot können ab 3 bis 5 Stunden nach Infektion deutlich ansteigende M45-Level 

nachgewiesen werden. Da die M45-induzierte IκBα-Degradation bereits eine Stunde nach 

Infektion beobachtet werden kann, ist es denkbar, dass das Virion-assoziierte M45 die frühe 

NF-κB-Aktivierung initiiert, bevor die M45-Neusynthese beginnt.  

Zunächst wurde überprüft, ob es einen Zusammenhang gibt zwischen der Fähigkeit, NF-κB 

nach Infektion zu aktivieren und der Inkorporation von M45 in Viruspartikel. Dazu wurden die 

Virionen verschiedener M45-Virusmutanten mittels Gradientenzentrifugation aufgereinigt und 

die Menge an Virion-assoziiertem M45 im Western Blot untersucht. Es zeigte sich, dass die 

M45-Varianten, die NF-κB nach Infektion aktivieren können, in den aufgereinigten Virionen in 

gut detektierbaren Mengen vorhanden waren. Dies war der Fall für das Volllänge-M45 sowie 

die Verkürzungen Nt3 und Ct6 (Abb. 3.13 A). Dagegen konnten nur sehr geringe Mengen 

der Verkürzungen Ct3, Ct4 und Ct5 in den Viruspartikel nachgewiesen werden. Diese 

Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Verpackung von M45 in Virionen für die frühe NF-κB-

Aktivierung notwendig sein könnte.  

Um zu testen, ob das Virion-assoziierte M45 tatsächlich in der Lage ist, die Aktivierung von 

NF-κB zu induzieren, wurden mittels zwei verschiedener Methoden Viren generiert, die nur 

das Virion-assoziierte M45 besitzen und keine M45-Neusynthese durchführen können. Zum 

einen wurde eine UV-Inaktivierung durchgeführt. Dabei wird das Virusgenom zerstört, so 

dass keine virale Genexpression stattfinden kann. Die Viruspartikel bleiben jedoch intakt und 

können in Zellen eindringen. Zum anderen wurde ein komplementiertes ΔM45-Virus 

(ΔM45komp) produziert durch Anzucht eines ΔM45-Virusstocks auf M45-exprimierenden 

NIH3T3-Zellen. Die resultierenden Viruspartikel sind voll replikationsfähig und beinhalten das 

von den Zellen exprimierte M45. Sie besitzen jedoch kein M45-Gen, weshalb keine 

Neusynthese von M45 stattfinden kann. NIH3T3-Zellen wurden mit RevM45, UV-inakti-

viertem RevM45, ΔM45 und ΔM45komp infiziert. Um eine hohe zeitliche Auflösung der sehr 

frühen Ereignisse nach Infektion zu erhalten, wurde nur der Zeitraum bis 3 hpi betrachtet. 
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Unter diesen Bedingungen konnte das Virion-assoziierte M45 im Western Blot deutlich 

nachgewiesen werden (Abb. 3.13 B). Ausgehend von 30 min nach Infektion nahmen die 

M45-Mengen langsam ab und stiegen ab etwa 2 hpi wieder an, wahrscheinlich aufgrund der 

beginnenden Neusynthese von M45. Für einen sensitiveren Nachweis der NF-κB-Aktivierung 

wurde neben der IκBα-Degradation auch die IκBα-Phosphorylierung untersucht. In Zellen, 

die mit RevM45 infiziert waren, konnte phosphoryliertes IκBα bereits 30 min nach der 

Infektion detektiert werden (Abb. 3.13 B). Die Infektion mit UV-inaktiviertem RevM45 führte 

zu einer ebenso frühen und ebenso starken IκBα-Phosphorylierung. Die Abwesenheit eines 

IE1-Signals in diesen Zellen bestätigte, dass die Viren inaktiviert waren und keine virale 

Genexpression stattfand. Auch ΔM45komp induzierte die Phosphorylierung von IκBα, ΔM45 

jedoch nicht. Die IκBα-Phosphorylierung war in ΔM45komp-infizierten Zellen schwächer als 

in RevM45-infizierten Zellen, was wahrscheinlich auf die geringeren M45-Level in den 

komplementierten Virionen zurückzuführen ist.  

Anschließend wurden auch die Virusmutanten Ct6, Ct5, Ct4 und Ct3 getestet. Nur Ct6 war 

zwischen 30 min und 1,5 h nach Infektion deutlich nachweisbar und induzierte die Phospho-

rylierung von IκBα in den ersten 3 h der Infektion (Abb. 3.13 B). Dagegen waren Ct5, Ct4 

und Ct3, die nur in geringen Mengen in Viruspartikeln vorhanden sind, erst ab dem Beginn 

der M45-Neusynthese bei etwa 2 h nach Infektion gut detektierbar und induzierten im 

Zeitraum bis 3 h nach Infektion keine IκBα-Phosphorylierung. 

Die Analyse verschiedener Knockout-Zelllinien hatte gezeigt, dass die M45-Interaktions-

partner RIP1 und NEMO für die Induktion der frühen NF-κB-Aktivierung benötigt werden 

(Abb. 3.3 B). Da nun klar war, dass das Virion-assoziierte M45 die NF-κB-Aktivierung 

induziert, stellte sich die Frage, ob auch das Virion-assoziierte M45 in der Lage ist, mit RIP1 

und NEMO zu interagieren. Um dies zu beantworten, wurden NIH3T3-Zellen mit ver-

schiedenen M45-Virusmutanten infiziert und 1 h nach Infektion eine Koimmunpräzipitation 

durchgeführt. Zu diesem frühen Zeitpunkt waren erwartungsgemäß nur die Virion-

assoziierten M45-Varianten detektierbar, zu denen das Volllänge-Protein, die N-terminalen 

Verkürzungen Nt2 und Nt3 sowie die C-terminale Verkürzungsmutante Ct6 gehören 

(Abb. 3.13 C). Ct5, Ct4 und Ct3 konnten weder in den Lysaten noch in den Immun-

präzipitaten nachgewiesen werden. RIP1 und NEMO kopräzipitierten mit allen getesteten 

Virion-assoziierten M45-Varianten. 

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass das Virion-assoziierte M45 die Phosphory-

lierung und nachfolgende Degradation von IκBα unmittelbar nach der Infektion induziert und 

so die frühe NF-κB-Aktivierung vermittelt.  
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Abb. 3.13 Das Virion-assoziierte M45 induziert die frühe NF-κB-Aktivierung  

(A) Gradientengereinigte Virionen der angegebenen MCMV-Mutanten und Lysate infizierter Zellen 

(MOI 3, 48 hpi) wurden mittels Western Blot analysiert. gB diente als Ladekontrolle. 

(B) NIH3T3-Zellen wurden mit folgenden Viren mit einer MOI von 10 TCID50/Zelle infiziert:  M45-

Revertante (RevM45), UV-inaktiviertes RevM45 (RevM45 UV), ΔM45, auf M45-exprimierenden 

NIH3T3-Zellen angezogenes ΔM45 (ΔM45komp), M45-Verkürzungsmutanten Ct6, Ct5, Ct4 und Ct3. 

Die Zellen wurden zu den angegebenen Zeiten nach Infektion mit Lämmli-Probenpuffer lysiert und die 

Proteinlevel mittels Western Blot analysiert. IE1 diente als Infektionskontrolle, β-Aktin als 

Ladekontrolle.  
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(C) NIH3T3-Zellen wurden mit den angegebenen MCMV-Mutanten mit einer MOI von 30 TCID50/Zelle 

infiziert. 1 h nach der Infektion wurden die Zellen mit NP-40-Puffer lysiert und M45 mit einem anti-HA-

Antikörper präzipitiert. Die Lysate und Immunpräzipitate (IP:HA) wurden mittels Western Blot auf 

kopräzipitiertes NEMO und RIP1 analysiert. In den Lysaten diente IE1 als Infektionskontrolle und 

β-Aktin als Ladekontrolle.  
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4 Diskussion 

 

4.1 Aktivierung von NF-κB durch MCMV 

Sowohl HCMV als auch MCMV regulieren die Aktivität von NF-κB in zwei Phasen: Zu Beginn 

der Infektion wird eine sofortige Aktivierung von NF-κB induziert, zu späteren Zeitpunkten 

wird die NF-κB-Aktivierung blockiert [176, 188, 198, 199]. HCMV induziert die NF-κB-Aktivität 

initial durch Stimulation von TLR2 im Zuge der Anheftung an die Wirtszelle [178]. Die viralen 

Glykoproteine gB und gH dienen dabei als TLR2-Liganden [103, 177]. Bei der MCMV-

Infektion scheint dieser Mechanismus zumindest in Fibroblasten nicht zu existieren, da die 

frühe NF-κB-Aktivierung auch in TLR2-defizienten MEFs induziert wird (Abb. 3.3 B). 

Überraschenderweise hängt die NF-κB-Aktivierung in Fibroblasten von dem viralen Protein 

M45 ab, das in vorangegangenen Studien als NF-κB-Inhibitor beschrieben wurde [146, 204, 

205]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass M45 zu frühen 

Zeitpunkten der Infektion die Aktivierung von NF-κB induziert. 

  

In Wildtyp-MCMV-infizierten Fibroblasten wird zwischen 1 und 3 Stunden nach Infektion die 

Degradation von IκBα und die nukleäre Translokation von NF-κB induziert (Abb. 3.1). Dies 

geschieht nicht in Zellen, die mit einem M45-defizienten Virus infiziert sind, was zeigt, dass 

die NF-κB-Aktivierung innerhalb der ersten 3 Stunden nach Infektion M45-abhängig ist. 

Ab 5 Stunden nach Infektion steigen die IκBα-Level in Wildtyp-Virus-infizierten Zellen wieder 

an und die M45-vermittelte NEMO-Degradation führt zur dauerhaften Inhibition von NF-κB 

[205]. In ΔM45-infizierten Zellen findet dagegen ab etwa 5 Stunden nach Infektion eine 

Degradation von IκBα sowie eine Translokation von NF-κB in den Zellkern statt (Abb. 3.1). 

Diese verzögerte NF-κB-Aktivierung in ΔM45-infizierten Zellen wirft die Frage auf, ob M45 

tatsächlich direkt für die NF-κB-Aktivierung verantwortlich ist oder eine durch andere 

Faktoren ausgelöste NF-κB-Aktivierung beschleunigt. Da M45 Teil des Viruspartikels ist, 

wäre es denkbar, dass das Fehlen von M45 den Eintritt des Virus in die Wirtszelle verzögert 

und dass dies auch eine Verzögerung der NF-κB-Aktivierung bewirkt. Dagegen spricht 

jedoch, dass die IE1-Expression in ΔM45-infizierten Zellen zur gleichen Zeit und in gleicher 

Stärke beginnt wie in wt Virus-infizierten Zellen (Abb. 3.1). Läge der sofortigen und der 

verzögerten NF-κB-Aktivierung dennoch der gleiche Stimulus zugrunde, müssten in beiden 

Fällen die gleichen zellulären Proteine beteiligt sein. Dass dies nicht der Fall ist, zeigen die 

Infektionen verschiedener Knockout-MEFs mit wt MCMV oder ΔM45. Für die initiale NF-κB-

Aktivierung nach Wildtyp-Virus-Infektion konnten nur RIP1 und NEMO als notwendige 

Faktoren identifiziert werden (Abb. 3.3 B). Im Gegensatz dazu involviert die verzögerte 

NF-κB-Aktivierung nach Infektion mit ΔM45 eine Reihe weiterer zellulärer Proteine, 

einschließlich TLR3, TLR4, TRIF und TRAF6 (Abb. 3.7). Dies weist darauf hin, dass die 
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verzögerte NF-κB-Aktivierung auf der Erkennung viraler Moleküle durch TLRs beruht, 

während die frühe NF-κB-Aktivierung durch M45 über einen anderen Mechanismus abläuft, 

für den neben der essentiellen IKK-Untereinheit NEMO nur RIP1 als benötigter zellulärer 

Faktor ermittelt werden konnte. 

 

Im Gegensatz zu Fibroblasten wird die frühe NF-κB-Aktivierung in Makrophagen auch nach 

Infektion mit einem M45-defizienten Virus induziert (Abb. 3.5). In Endothelzellen findet 

ebenfalls eine M45-unabhängige NF-κB-Aktivierung zu frühen Zeitpunkten statt, wenngleich 

diese schwächer ist als in Makrophagen. Daraus lässt sich schließen, dass es in diesen 

Zelltypen einen zusätzlichen oder alternativen Mechanismus der NF-κB-Aktivierung gibt. Am 

wahrscheinlichsten ist eine NF-κB-Aktivierung durch Interaktion der Viruspartikel mit Rezep-

toren auf der Zelloberfläche, die in Fibroblasten entweder nicht vorhanden oder für das Virus 

nicht nutzbar sind. Besonders naheliegend wäre eine NF-κB-Aktivierung durch Stimulation 

von TLR2, da dies bereits für HCMV und andere Herpesviren wie EBV und HSV-1 

beschrieben wurde [178, 240, 241]. Auch eine Stimulation von TLR4 wäre denkbar, da 

dieser Rezeptor ebenfalls in der Plasmamembran lokalisiert ist. Allerdings wurde gezeigt, 

dass MEFs alle Plasmamembran-ständigen TLRs exprimieren, einschließlich TLR4, TLR2 

sowie TLR1 und TLR6, die Heterodimere mit TLR2 bilden [242]. Zudem kann sowohl in 

MEFs als auch in NIH3T3-Zellen die Aktivierung von NF-κB und/oder die Produktion von 

proinflammatorischen Zytokinen durch TLR2- und TLR4-Liganden stimuliert werden, was 

zeigt, dass die entsprechenden Rezeptoren und Signalwege auch in Fibroblasten funktional 

sind [205, 242]. Möglicherweise werden für die frühe M45-unabhängige NF-κB-Aktivierung 

andere oder zusätzliche Rezeptoren benötigt. CD14 ist zum Beispiel ein wichtiger 

Korezeptor für TLR2 und TLR4 [243, 244] und es wurde gezeigt, dass die HCMV-induzierte 

Zytokinproduktion in humanen Leukozyten zum Teil von CD14 abhängig ist [178]. HSV-1 

kann NF-κB durch Bindung von αvβ3-Integrin aktivieren, was in Kooperation mit TLR2 

geschieht [245]. CD14 und αvβ3-Integrin können jedoch auch in Fibroblasten exprimiert 

werden [246, 247]. Um die Rolle dieser oder anderer Rezeptoren bei der frühen M45-

unabhängigen NF-κB-Aktivierung zu untersuchen, wäre eine genaue Analyse der Expres-

sionslevel der verschiedenen Rezeptoren und Korezeptoren in den verwendeten Zelllinien 

notwendig.    

Möglich wäre auch, dass die erforderlichen Rezeptoren in Fibroblasten zwar vorhanden sind, 

das Virus sie jedoch nicht stimulieren kann. Ein Grund dafür könnte die Nutzung unter-

schiedlicher Mechanismen zum Eintritt in die Zelle sein. Wie die meisten Herpesviren können 

HCMV und MCMV grundsätzlich über zwei verschiedene Wege in die Zelle eindringen: 

Durch direkte Fusion der Virusmembran mit der zellulären Plasmamembran oder durch 

Endozytose und anschließende Fusion der Virusmembran mit der Endosommembran [22, 
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23, 248]. Welcher dieser beiden Wege genutzt wird, ist abhängig vom Zelltyp und den viralen 

Hüllproteinen [22, 23, 248-250]. Es wird angenommen, dass die verschiedenen Zelltypen 

unterschiedliche Rezeptoren exprimieren, die mit verschiedenen Proteinkomplexen auf der 

Virusoberfläche interagieren [15, 20, 250]. Es wäre denkbar, dass dies auch eine Zelltyp-

spezifische NF-κB-Aktivierung zur Folge hat.  

 

4.2 Mechanismus der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung 

 

4.2.1 Rolle von RIP1 und NEMO bei der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung 

Durch Infektion verschiedener Knockout-MEFs wurden zwei Proteine identifiziert, die für die 

M45-induzierte NF-κB-Aktivierung benötigt werden: RIP1 und NEMO (Abb. 3.3 B). Beide 

Proteine sind bekannte Interaktionspartner von M45 [146, 204, 205]. Eine Reihe anderer 

zellulärer Proteine, die an NF-κB-aktivierenden Signalwegen beteiligt sind, scheinen bei der 

M45-induzierten NF-κB-Aktivierung keine Rolle zu spielen (Abb. 3.3 B). Getestet wurden die 

Rezeptoren TNFR1, TLR2, 3 und 4, die Adapterproteine MyD88 und TRIF sowie die 

Ubiquitinligasen TRAF2, 5 und 6. Auch der M45-Interaktionspartner RIP3 ist verzichtbar für 

die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung (Abb. 3.3 B). Ein weiteres zelluläres Protein, das mit 

M45 interagiert, ist DAI [146]. Da keine MEFs aus DAI-Knockout-Mäusen zur Verfügung 

standen, konnte der Einfluss von DAI auf die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung nicht direkt 

überprüft werden. Es wurde jedoch gezeigt, dass NIH3T3-Zellen keine detektierbaren 

Mengen an DAI exprimieren [210] und dennoch findet die frühe NF-κB-Aktivierung in diesen 

Zellen statt (Abb. 3.1 A). Zudem ist bekannt, dass die Interaktion von M45 mit DAI RHIM-

abhängig ist [145, 146], doch auch Virusmutanten, die eine RHIM-defiziente Version von 

M45 exprimieren sind in der Lage, NF-κB zu aktivieren (Abb. 3.10 B). Daher ist eine 

Beteiligung von DAI an der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung unwahrscheinlich.  

Ist es denkbar, dass M45 allein durch die Interaktion mit RIP1 und NEMO NF-κB aktivieren 

kann oder sind weitere zelluläre Proteine beteiligt, die nicht getestet wurden? Welche 

allgemeinen Mechanismen liegen der NF-κB-Aktivierung zugrunde und wie könnte M45 

darauf einwirken? Der entscheidende Schritt bei der kanonischen NF-κB-Aktivierung ist die 

Aktivierung des IKK-Komplexes durch Phosphorylierung der katalytischen Untereinheiten 

IKKα und/oder IKKβ. Der molekulare Mechanismus der IKK-Aktivierung ist nicht vollständig 

aufgeklärt. Vorhandene Daten weisen darauf hin, dass eine Oligomerisierung der IKK-

Komplexe von zentraler Bedeutung für die Aktivierung ist [127, 251, 252]. Dies ist im 

Einklang mit einem Modell der IKK-Aktivierung durch induzierte Proximität und Trans-Auto-

phosphorylierung der IKK-Komplexe. Die erzwungene direkte Oligomerisierung der Kinase-

Untereinheiten IKKα oder IKKβ ist ausreichend, um NF-κB zu aktivieren [251, 252]. Unter 

physiologischen Umständen ist jedoch die regulatorische Untereinheit NEMO unverzichtbar 
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für die Aktivierung des IKK-Komplexes [75, 253]. NEMO gilt als Adaptermolekül, das eine 

Verbindung herstellt zwischen den IκB-Kinasen und den regulatorischen Proteinen, die in der 

Signalkette oberhalb des IKK-Komplexes liegen, zum Beispiel RIP1 oder TRAFs. NEMO ist 

ein Ubiquitin-bindendes Protein und interagiert mit Lys63-verknüpften und Met1-verknüpften 

(linearen) Ubiquitinketten, die eine wichtige Rolle bei der Signaltransduktion spielen [254]. Es 

gibt Hinweise, dass die Bindung von NEMO an polyubiquitinierte Proteine die 

Oligomerisierung der IKK-Komplexe induziert, was zur IKK-Aktivierung führt [255]. Eines 

dieser ubiquitinierbaren Proteine, die mit NEMO interagieren ist RIP1, das für die NF-κB-

Aktivierung nach Stimulation von TLR3 und TNFR1 benötigt wird [130, 157]. Die direkte 

Interaktion von RIP1 und NEMO ist bei endogener Expression sehr schwach, wird RIP1 

jedoch ubiquitiniert führt dies zu einer deutlich verstärkten Interaktion mit NEMO und zur NF-

κB-Aktivierung [134, 256]. Auch die artifiziell induzierte Oligomerisierung von RIP1 oder 

NEMO resultiert in der Aktivierung von NF-κB [134]. Da M45 sowohl an RIP1 als auch an 

NEMO bindet und zudem mit sich selbst interagieren kann (Daten nicht gezeigt), ist es 

vorstellbar, dass M45 die Oligomerisierung von RIP1 und NEMO induziert und auf diesem 

Wege NF-κB ohne Beteiligung weiterer Signalwegproteine aktiviert. In diesem Modell würde 

M45 die Funktion der Ubiquitinketten als verbindendes Element übernehmen. Da anzu-

nehmen ist, dass M45 diese Funktion nicht mit der gleichen Effizienz ausfüllen kann, würde 

dies auch erklären, weshalb die M45-induzierte IκBα-Degradation nach MCMV-Infektion 

deutlich langsamer eintritt (nach 1-2 h) als zum Beispiel die TNFα-induzierte IκBα-

Degradation (nach 10-15 min).  

Es gibt mehrere Beispiele anderer Proteine, die NF-κB auf ähnliche Weise aktivieren. Das 

zelluläre Protein Annexin-1 induziert eine konstitutive NF-κB-Aktivierung in Brustkrebs-Zellen 

durch Interaktion mit RIP1 und NEMO, den gleichen Proteinen, die auch bei der M45-

induzierten NF-κB-Aktivierung eine Rolle spielen [257]. Zudem sind drei verschiedene virale 

Proteine bekannt, die eine NF-κB-Aktivierung durch Interaktion mit NEMO induzieren: das 

KSHV-Protein vFLIP [258], das Protein Tax des humanen T-Zell-Leukämievirus-1 (HTLV-1) 

[259] und vCLAP des equinen Herpesvirus-2 (EHV-2) [260]. Kristallstrukturanalysen haben 

gezeigt, dass die Bindung von vFLIP an NEMO eine Konformationsänderung von NEMO 

bewirkt, die mutmaßlich zur Rekrutierung und Aktivierung von IKKα und IKKβ führt [261]. 

vCLAP aktiviert NF-κB, indem es die Oligomerisierung von NEMO induziert [260]. Und auch 

bei der Tax-vermittelten NF-κB-Aktivierung scheint die Multimerisierung von NEMO eine 

Rolle zu spielen [262]. Dies unterstützt die Hypothese der M45-induzierten NF-κB-

Aktivierung durch Oligomerisierung von RIP1 und NEMO.  
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4.2.2 Einfluss der N- und C-terminalen Domänen von M45 auf die NF-κB-Aktivierung 

Die Analyse von Virusmutanten, die verschiedene N- oder C-terminal verkürzte M45-

Versionen exprimieren, zeigte, dass der C-Terminus von M45 essentiell ist für die initale 

NF-κB-Aktivierung nach Infektion (Abb. 3.10 B). Die Deletion von nur 19 Aminosäuren am 

M45-C-Terminus (Mutante Ct5) verhinderte die Induktion der frühen NF-κB-Aktivierung. 

Dagegen hatte die Deletion von 350 Aminosäuren am N-Terminus (Mutante Nt3), was fast 

einem Drittel des gesamten Proteins entspricht, keine Beeinträchtigung der NF-κB-

Aktivierung zur Folge. 

Der C-Terminus wird auch für die Interaktion mit RIP1 und NEMO benötigt (Abb. 3.10 A). 

Allerdings verlor M45 diese Funktion erst bei der Deletion von 53 Aminosäuren des 

C-Terminus (Mutante Ct3). Somit existieren zwei M45-Mutanten (Ct4 und Ct5), die keine 

NF-κB-Aktivierung nach Infektion induzieren können, obwohl sie in der Lage sind, mit RIP1 

und NEMO zu interagieren. Ist das ein Hinweis darauf, dass doch noch weitere zelluläre oder 

virale Proteine an der initialen NF-κB-Aktivierung beteiligt sind? Dagegen sprechen die 

Ergebnisse des NF-κB-Reporterassays, in dem die Induktion der NF-κB-Aktivität nach 

Transfektion von M45-Expressionsplasmiden getestet wurde (Abb. 3.11). Alle M45-

Mutanten, die mit RIP1 und NEMO interagieren können, waren auch in der Lage, NF-κB im 

Reporterassay zu aktivieren. Dies zeigt, dass M45 NF-κB auch in Abwesenheit anderer 

Virusproteine aktivieren kann und weist auf einen Zusammenhang zwischen der Interaktion 

von M45 mit RIP1 und NEMO und der M45-vermittelten NF-κB-Aktivierung hin. Dennoch ist 

im Falle der M45-Mutanten Ct4 und Ct5 die Interaktion mit RIP1 und NEMO nicht 

ausreichend für die NF-κB-Aktivierung nach Infektion. Dies macht deutlich, dass der Bereich 

zwischen Aminosäure 1138 und 1167, der für die Interaktion mit RIP1 und NEMO entbehrlich 

ist, für eine zusätzliche Funktion benötigt wird, die sich nur im Kontext der Virusinfektion auf 

die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung auswirkt. Weitere Untersuchungen zeigten, dass es 

sich bei dieser Funktion um die Inkorporation von M45 in Viruspartikel handelt, was im 

folgenden Abschnitt diskutiert wird. 

 

4.2.3 NF-κB-Aktivierung durch das Virion-assoziierte M45 

Die genauere Analyse der sehr frühen Zeitpunkte nach Infektion zeigte, dass das Virion-

assoziierte M45 für die NF-κB-Aktivierung verantwortlich ist (Abb. 3.13). Viren, die M45 mit in 

die Zelle bringen, es aber nicht exprimieren können, sind dennoch in der Lage, NF-κB zu 

aktivieren, was bereits 30 min nach Infektion anhand der Phosphorylierung von IκBα 

nachweisbar ist. Gezeigt wurde dies mit Hilfe eines UV-inaktivierten Virus sowie mit einem 

ΔM45-Virus, das auf M45-exprimierenden Zellen angezogen wurde (Abb. 3.13 B). Auch der 

Gegenbeweis konnte erbracht werden: Viren, die M45 exprimieren, es jedoch nicht effizient 

in Viruspartikel inkorporieren, können keine NF-κB-Aktivierung innerhalb der ersten 3 Stun-
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den nach Infektion induzieren. Dies ist der Fall bei den M45-Verkürzungsmutanten Ct4 und 

Ct5. Demnach ist die Inkorporation von M45 in Viruspartikel eine Voraussetzung für die frühe 

NF-κB-Aktivierung nach Infektion.  

Doch was unterscheidet das Virion-assoziierte M45 von dem neusynthetisierten M45? 

Eine Möglichkeit wären unterschiedliche posttranslationale Modifikationen. Es ist jedoch nur 

sehr wenig über posttranslationale Modifikationen von M45 bekannt. Gezeigt wurde eine 

proteolytischen Spaltung nach Aminosäure 277 [208] und eine Ubiquitinierung [204], Es ist 

jedoch nicht bekannt, welchen Einfluss dies auf die Funktionalität von M45 hat. Zudem zeigt 

das Ergebnis des NF-κB-Reporterassays, dass auch Plasmid-kodiertes M45 NF-κB 

aktivieren kann, was gegen die Notwendigkeit einer Virion-spezifischen posttranslationalen 

Modifikation von M45 spricht (Abb. 3.11). Denkbar wäre, dass die Menge an vorhandenem 

M45 eine Rolle spielt. Während die geringen Mengen M45, die mit den Viruspartikeln in die 

Zelle gelangen, ausreichend für die NF-κB-Aktivierung sind, könnte die Degradation von 

NEMO und damit die NF-κB-Inhibition größere Mengen an M45 erfordern, die erst durch die 

Neusynthese erreicht werden. Ein ähnlicher Mengen-abhängiger Effekt wurde für das Protein 

MC159 des Molluscum contagiosum-Virus (MCV) gezeigt. Im NF-κB-Reporterassay führen 

geringe Mengen MC159 zur NF-κB-Aktivierung, größere Mengen MC159 dagegen zur 

NF-κB-Inhibition [263]. Möglich wäre auch, dass die Prozesse, die zur Aktivierung und 

Inhibition von NF-κB führen, unterschiedlich viel Zeit in Anspruch nehmen und die beiden 

Ereignisse aus diesem Grund nacheinander ablaufen. Es scheint plausibel, dass eine 

NF-κB-Aktivierung, die möglicherweise allein auf der Bindung von M45 an RIP1 und NEMO 

beruht, schneller abläuft als die durch Autophagie vermittelte NEMO-Degradation, die wahr-

scheinlich ein sehr komplexer Vorgang ist.  

Wenn man sich jedoch die halbstündliche Kinetik von Ct4 und Ct5 anschaut, wird klar, dass 

es noch weitere bestimmende Faktoren geben muss. Denn zwischen 2 und 2,5 Stunden 

nach Infektion sind die Mengen an Ct4 und Ct5 auf einem ähnlichen Niveau wie das Wildtyp-

M45 bei 30 min nach Infektion (Abb. 3.13 B). Und bis einschließlich 3 Stunden nach Infektion 

findet auch bei der Wildtyp-Virus-Infektion keine NEMO-Degradation statt, so dass eine 

NF-κB-Aktivierung prinzipiell möglich sein sollte. Dennoch induzieren Ct4 und Ct5 auch 2 bis 

2,5 Stunden nach Infektion keine IκBα-Phosphorylierung (Abb. 3.13 B). Eine mögliche 

Erklärung könnte eine unterschiedliche subzelluläre Lokalisation oder Anordnung des Virion-

assoziierten und des neusynthetisierten M45 sein. Die Vorstellung liegt nahe, dass das 

Virion-assoziierte M45 in sehr gebündelter Form in die Zelle gelangt, während das neu-

synthetisierte M45 über die gesamte Zelle verteilt entsteht. Dies könnte ein Grund sein, 

warum geringe Mengen Virion-assoziiertes M45 NF-κB aktivieren können, geringe Mengen 

neusynthetisiertes M45 jedoch nicht.  
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Zudem wäre es möglich, dass nicht die Eigenschaften des Virion-assoziierten M45 

entscheidend sind, sondern dass die ablaufende Virusinfektion bestimmte Bedingungen 

innerhalb der Zelle so verändert, dass die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung nur sofort nach 

dem Viruseintritt möglich ist und nicht zu späteren Zeitpunkten der Infektion.  

 

4.3 Bedeutung von NF-κB für Virusinfektionen und virale 

Modulation der NF-κB-Aktivität 

Die große Zahl der durch NF-κB regulierten Gene und die Vielfältigkeit ihrer Funktionen in 

der angeborenen und adaptiven Immunantwort machen NF-κB zu einem attraktiven Ziel für 

virale Modulationen zum Zwecke der Immunevasion und der Förderung der viralen 

Replikation. Dies kann sowohl durch die Aktivierung als auch durch die Inhibition von NF-κB 

geschehen, abhängig vom Virus und dessen Replikationsstrategie, der Phase des Repli-

kationszyklus und dem Zelltyp [264, 265].  

NF-κB reguliert die angeborene und adaptive Immunantwort und trägt so zur Eliminierung 

von Pathogenen bei. Daher kann die Aktivierung von NF-κB zu einer Resistenz gegenüber 

verschiedenen Viren führen, darunter HSV-1, VSV und Ektromeliavirus (Mäusepockenvirus), 

was vor allem mit der NF-κB-abhängigen Produktion proinflammatorischer Zytokine und 

Interferone zusammenhängt [264, 266-268].  

Jedoch kann sich die NF-κB-Aktivierung auch positiv auf die virale Replikation auswirken. Zu 

der von NF-κB maßgeblich regulierten Inflammationsreaktion gehört die Rekrutierung von 

Immuneffektorzellen durch Produktion von Chemokinen und Zelladhäsionsmolekülen. SIV 

und HIV-1 nutzen die NF-κB-abhängige Chemokinproduktion zur Rekrutierung permissiver 

Zellen zum Ort der Primärinfektion, was für die Ausbreitung der Infektion im Organismus 

notwendig ist [269, 270]. HTLV-1 induziert die NF-κB-abhängige Expression des Zell-

adhäsionsmoleküls ICAM-1, das die Übertragung der Viren von Zellen zu Zelle fördert [271]. 

Da NF-κB auch die Expression anti-apoptotischer Proteine induziert, ist eine Aktivierung von 

NF-κB häufig assoziiert mit der Inhibition des programmierten Zelltods. Dies ist für einige 

Viren von Vorteil, da es den Zeitraum verlängert, der für die Virusreplikation zur Verfügung 

steht. Ein solcher Effekt wurde unter anderem für HIV-1 und EMCV (Encephalomyokarditis-

Virus) gezeigt [272-274]. In manchen Fällen kann NF-κB die Apoptose-Induktion fördern, 

was zur Ausbreitung und Pathogenese bestimmter Viren, zum Beispiel Denguevirus und 

Reoviren, beiträgt [275, 276]. Bei vielen tumorigenen Viren ist die Aktivierung von NF-κB 

zudem wichtig für die Transformation infizierter Zellen. Dies wurde unter anderem für 

HTLV-1, KSHV und EBV nachgewiesen [277]. Zudem sind auch in vielen viralen Promotoren 

NF-κB-Bindestellen zu finden, was auf eine direkte Funktion von NF-κB bei der viralen Gen-

expression hinweist. Ein solcher Zusammenhang wurde vor allem für HIV-1, HSV-1 und 

HCMV gezeigt [197, 271, 278]. 
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Entsprechend der vielfältigen Wirkungen von NF-κB auf die virale Replikation exprimieren 

viele Viren sowohl NF-κB-aktivierende als auch NF-κB-inhibierende Proteine, was eine 

differenzierte Regulation der NF-κB-Aktivität ermöglicht. 

Ein gut untersuchtes Beispiel ist das Gammaherpesvirus KSHV. Im Unterschied zu MCMV 

induziert KSHV keine transiente, sondern eine konsitutive NF-κB-Aktivierung, was die 

Transformation infizierter Zellen fördert und zur Etablierung und Aufrechterhaltung der 

Latenz beiträgt [277]. Wie M45 interagiert auch das KSHV-Protein vFLIP mit NEMO, was zur 

Aktivierung von NF-κB führt [258]. Ein weiterer von KSHV kodierter NF-κB-Aktivator ist das 

Protein ORF75, das wie M45 im Virustegument zu finden ist [279]. Im Gegensatz zu M45 

können jedoch sowohl vFLIP als auch ORF75 NF-κB nur aktivieren und nicht inhibieren. 

Stattdessen exprimiert KSHV das NF-κB-inhibierende Protein vIRF3, das die IKKβ-Kinase-

aktivität blockiert [280]. Es wird vermutet, dass das Zusammenwirken von vIRF3 und vFLIP 

zur Balance zwischen Immunsystem und Virus beiträgt [280]. 

Wie bereits zuvor erwähnt, aktivieren neben vFLIP auch das HTLV-1-Protein Tax und das 

EHV-2-Protein vCLAP NF-κB durch Interaktion mit NEMO [259, 260]. In dieser Hinsicht sind 

sie M45 funktionell ähnlich, doch keines dieser Proteine ist wie M45 in der Lage, NF-κB auch 

zu inhibieren.  

Eines der wenigen viralen Proteine, das wie M45 NF-κB sowohl aktivieren als auch 

inhibieren kann, ist das Core-Protein des Hepatitis C-Virus (HCV). Es wurde beschrieben, 

dass Core an den zytoplasmatischen Teil des TNFR1 und des Lymphotoxin-β-Rezeptors 

bindet und die Liganden-induzierte NF-κB-Aktivierung verstärkt [281, 282]. Die Verstärkung 

des TNFR1-Signals durch Core ist abhängig von TRAF2 und IKKβ [283]. Zudem kann Core 

selbst die Aktivierung von NF-κB induzieren, was in Abhängigkeit von TRAF2, TRAF6 und 

IKKβ geschieht [284]. Andere Studien haben dagegen eine NF-κB-inhibierende Funktion des 

Core-Proteins nachgewiesen [285]. Interessanterweise ist auch dies von IKKβ abhängig. 

Core interagiert mit IKKβ und kann deren Kinaseaktivität blockieren [286]. Ob das Core-

Protein NF-κB aktiviert oder inhibiert scheint zum Teil vom Zelltyp und im Besonderen vom 

Virussubtyp abzuhängen [281, 287, 288]. Bereits ein einzelner Aminosäureaustausch an 

Position 9 oder 11 des Core-Proteins führt zum Verlust der NF-κB-inhibierenden Funktion 

[287, 288]. Es wird vermutet, dass beide Core-Varianten IKKβ binden und durch geringfügige 

Unterschiede in ihrer Position, Konformation oder Ladung die Aktivierung oder Inhibition der 

Kinase bewirken [286]. Während also im Fall von M45 ein und dasselbe Protein NF-κB 

aktivieren und inhibieren kann, sind bei Core unterschiedliche Proteinvarianten für die 

Aktivierung und Inhibition von NF-κB verantwortlich.  

Auch das HSV-1-Protein ICP27 wurde sowohl als NF-κB-Aktivator als auch NF-κB-Inhibitor 

beschrieben [289, 290]. Der Mechanismus der ICP27-vermittelten NF-κB-Aktivierung ist nicht 

bekannt. Die NF-κB-Inhibition geschieht durch Interaktion von ICP27 mit IκBα, was die 
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Phosphorylierung und Degradation von IκBα blockiert [290]. Die Autoren dieser Studie 

argumentieren, dass die Widersprüchlichkeit der Befunde durch unterschiedliche Zelltypen 

und Zeitpunkte nach Infektion sowie durch den Einfluss weiterer Virusproteine begründet 

sein könnte [290]. 

Studien zur NF-κB-Regulation durch das MCV-Protein MC159 zeigen ebenfalls konträre 

Resultate. Zum einen wurde MC159 als NF-κB-Inhibitor beschrieben. Durch Interaktion mit 

NEMO inhibiert es die Degradation von IκBβ [291, 292]. In transgenen Mäusen verstärkt 

MC159 jedoch die Inflammationsreaktion nach Infektion mit Vaccinia-Virus, wofür die 

Autoren der Studie eine MC159-vermittelte Verstärkung der NF-κB-Aktivierung verantwortlich 

machen [263]. In NF-κB-Reporterassays wird die TNFα-induzierte NF-κB-Aktivierung in 293-

Zellen durch MC159 inhibiert, in Jurkat-Zellen jedoch verstärkt [263, 293]. In beiden Studien 

induzierte die alleinige Expression von MC159 eine geringe, aber nachweisbare NF-κB-

Reportergenaktivität, wie es auch bei M45 zu beobachten ist (Abb. 3.11). Eine weitere 

Parallele zu M45 ist die gezeigte Interaktion von MC159 mit RIP1 [294], die für die NF-κB-

Inhibition jedoch keine Rolle zu spielen scheint [293]. Dagegen wurde bei der MC159-

vermittelten Verstärkung der NF-κB-Aktivierung eine Beteiligung von RIP1 nachgewiesen 

[263]. 

Bisher ist M45 das einzige virale Protein, dessen NF-κB-aktivierende und -inhibierende 

Funktion klar und widerspruchsfrei gezeigt werden konnte (vorliegende Arbeit). 

 

4.4 NF-κB-Regulation im Verlauf der MCMV-Infektion 

Die in dieser und vorangegangenen Arbeiten gezeigten Resultate zeichnen ein komplexes 

Bild der NF-κB-Regulation durch MCMV und speziell durch M45 im Verlauf der Infektion. Auf 

eine initiale Phase der NF-κB-Aktivierung zwischen 1 und 3 Stunden nach Infektion folgt eine 

dauerhafte Inhibition von NF-κB. Beides wird maßgeblich durch M45 beeinflusst und die 

Analyse der NF-κB-Aktivität mit verschiedenen Methoden und unter verschiedenen 

Versuchsbedingungen legte zahlreiche M45-abhängige und M45-unabhängige Regulations-

ebenen frei. 

Mit dem Eintritt des Virus in die Wirtszelle gelangt das im Tegument befindliche M45 in das 

Zytoplasma, wo es wahrscheinlich durch die Interaktion mit RIP1 und NEMO eine transiente 

Aktivierung von NF-κB induziert, die bis 3 Stunden nach Infektion anhält und möglicherweise 

die Aktivierung des viralen MIEP (major immediate early promoter) fördert. Dies könnte vor 

allem in solchen Zellen von Bedeutung sein, die eine geringe NF-κB-Basalaktivität besitzen 

und/oder eine geringe Aktivität anderer Transkriptionsfaktoren aufweisen, die ebenfalls die 

MIEP-Aktivierung fördern. Da der MCMV MIE-Enhancer 9 potentielle NF-κB-Bindestellen 

besitzt [295], könnte er mit zellulären Promotoren um die vorhandenen aktiven NF-κB-

Moleküle konkurrieren, speziell wenn mehrere virale Genome in der Zelle vorliegen. Dazu 
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passt, dass in Zellen, die mit einem Virus infiziert sind, das die nicht-funktionale M45-

Mutante Ct3 exprimiert, die RNA-Level des NF-κB-induzierten Gens Nfkbia zwischen 1 und 6 

Stunden nach Infektion deutlich absinken (Abb. 3.12). Da Ct3 die initiale NF-κB-Aktivierung 

nicht induzieren kann, steht in Ct3-infizierten Zellen nur der NF-κB-Basalaktivitätslevel zur 

Verfügung, der möglicherweise nicht ausreicht, um neben der laufenden IE-Expression auch 

die basale IκBα-Expression aufrecht zu erhalten. Die Tatsache, dass die Expression von 

Tnfaip3 nach Infektion mit Ct3 nicht beeinträchtigt ist, könnte damit zusammen hängen, dass 

die Nfkbia-Expression in höherem Maße von NF-κB abhängt als die Tnfaip3-Expression 

[296]. 

In Makrophagen und zum Teil auch in Endothelzellen findet eine M45-unabhängige sofortige 

NF-κB-Aktivierung statt (Abb. 3.5), die wahrscheinlich durch die Virus-induzierte Stimulation 

bestimmter Rezeptoren in diesen Zellen vermittelt wird. 

Zwischen 5 und 7 Stunden nach Infektion wird eine M45-unabhängige IκBα-Degradation und 

nukleäre Translokation von NF-κB induziert, die nur bei Infektion mit einem M45-defizienten 

Virus zu beobachten ist (Abb. 3.1). Diese verzögerte NF-κB-Aktivierung spiegelt sich im 

Gegensatz zu der frühen NF-κB-Aktivierung nicht in den Expressionslevel der untersuchten 

NF-κB-abhängigen Gene wieder (Abb. 3.12). Das könnte darauf hinweisen, dass neben M45 

ein weiterer viraler NF-κB-Inhibitor existiert, der ab etwa 5 Stunden nach Infektion exprimiert 

wird, im Zellkern lokalisiert ist und die transkriptionelle Aktivität von NF-κB inhibiert.  

In Anwesenheit eines funktionellen M45 könnte die verzögerte IκBα-Degradation sowohl 

durch die einsetzende NEMO-Degradation verhindert werden als auch durch den negativen 

Feedback-Loop, der auf die initiale NF-κB-Aktivierung folgt und verschiedene zelluläre 

NF-κB-Inhibitoren aktiviert. Dabei stellt sich die Frage, warum die M45-Mutanten Ct4 und 

Ct5, die grundsätzlich in der Lage sind, die NF-κB-Aktivierung zu blockieren, die verzögerte 

IκBα-Degradation zwischen 5 und 7 Stunden nach Infektion nicht verhindern können 

(Abb. 3.10 B). Möglicherweise sind Ct4 und Ct5 zu diesen frühen Zeitpunkten weniger 

effizient in der Blockierung der NEMO-Aktivität. Zudem sind Ct4 und Ct5 nur in sehr geringen 

Mengen in Viruspartikeln vorhanden und induzieren daher keine initiale NF-κB-Aktivierung 

(Abb. 3.13), wodurch kein negativer Feedback-Loop stattfindet, der der verzögerten NF-κB-

Aktivierung entgegenwirken könnte. 

In Wildtyp-Virus-infizierten Zellen beginnt ab etwa 5 Stunden nach Infektion die M45-

vermittelte Degradation von NEMO (Abb. 3.1 A), was nicht nur die initiale M45-induzierte 

NF-κB-Aktivierung beendet, sondern auch zu einer permanenten Blockierung aller NEMO-

abhängigen NF-κB-Signalwege führt [205]. 

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen erstmals, dass M45 die initiale NF-κB-

Aktivierung in infizierten Zellen induziert und dass diese Funktion im Einklang ist mit der 
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späteren M45-vermittelten NF-κB-Inhibition. Die M45-induzierte NF-κB-Aktivierung in infi-

zierten Zellen erfordert die Inkorporation von M45 in Viruspartikel. Die dafür notwendige 

Region des M45-Proteins wurde auf einen kleinen C-terminalen Bereich von 29 Amino-

säuren eingegrenzt, der für die NF-κB-inhibierende Funktion von M45 nicht erforderlich ist. 

Dies ermöglicht eine Trennung der NF-κB-aktivierenden und NF-κB-inhibierenden Aktivität 

von M45 in MCMV-infizierten Zellen. Ein Virus, das eine Inkorporations-defekte M45-Mutante 

exprimiert (zum Beispiel Ct5), kann in Fibroblasten keine initale NF-κB-Aktivierung indu-

zieren, ist jedoch weiterhin in der Lage, NF-κB zu inhibieren. Die Entkoppelung dieser beiden 

Funktionen würde es erlauben, die Bedeutung der M45-induzierten NF-κB-Aktivierung für die 

Regulation der angeborenen Immunantwort und die Virusreplikation näher zu untersuchen. 
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6.2 Abkürzungen 

 

AIDS   Aquired Immune Deficiency Syndrome 

AP-1   Aktivatorprotein-1 

cGAS   cyclic-GMP-AMP synthase 

cGAMP  cyclic-GMP-AMP 

cIAP   cellular inhibitor of apoptosis 

CMV   Cytomegalovirus 

DAI   DNA-dependent activator of IRFs 

DD   death domain 

dsDNA   doppelsträngige DNA 

dsRNA   doppelsträngige RNA 

E   Early 

EBV   Epstein-Barr-Virus 

EMCV   Encephalomyocarditis-Virus 

ER   Endoplasmatisches Retikulum 

FADD   Fas-associated death domain protein 

GFP   grün fluoreszierendes Protein 

HAART  hochaktive antiretrovirale Therapie 

HBV   Hepatitis B-Virus 

HCMV   humanes Cytomegalovirus 

HCV   Hepatitis C-Virus 

HIV   Humanes Immundefizienzvirus 

hpi   hours postinfection 

HSV   Herpes-simplex-Virus 

HTLV   Humanes T-Zell-Leukämievirus 

IAV   Influenza A-Virus 

IE   Immediate-Early 

IF   Immunfluoreszenz 

IFI16   IFNγ-inducible protein 16 

IFN   Interferon 

IKK   IκB-Kinase 

IL-1R   Interleukin-1-Rezeptor 

IL-1β   Interleukin-1β 

IP   Immunpräzipitation 

IRAK   IL-1 receptor-associated kinase 

IRF   Interferon-regulierender Faktor 
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IκB   Inhibitor of NF-κB 

JNK   c-Jun N-terminal kinase 

KSHV   Kaposi-Sarkoma-assoziiertes Herpesvirus 

L   Late 

LMP-1   Latenz-assoziiertes Membranprotein 1 

LPS   Lipopolysaccharide 

MAPK   Mitogen-aktivierte Proteinkinase 

MAVS   mitochondrial antiviral signaling 

MCMV   murines Cytomegalovirus 

MCV   Molluscum contagiosum-Virus 

MDA5   melanoma differentiation-associated factor 5 

MHC   major histocompatibility complex 

MIEP   major immediate-early promoter 

MOI   multiplicity of infection 

MyD88   myeloid differentiation factor 88 

NEMO   NF-κB essential modulator 

NF-κB   nukleärer Faktor kappa B 

NLS   nukleäre Lokalisationssequenz 

PAMP   pathogen-associated molecular pattern 

PCR   Polymerase Chain Reaction 

PRR   pattern recognition receptor 

Rev   Revertante 

RHIM   RIP-homotypisches Interaktionsmotiv 

RIG-I   retinoic acid inducible gene-I 

RIP   Rezeptor-interagierendes Protein 

RLR   RIG-I-like receptor 

RNR   Ribonukleotid-Reduktase 

RSV   Respiratorisches Syncytialvirus 

ssRNA   einzelsträngige RNA 

STING   stimulator of interferon genes 

TAB   TAK1-associated binding protein 

TAK1   TGFβ-activated kinase 1 

TBK1   TANK-binding kinase 1 

TCID50   tissue culture infectious dose 50% 

TIR   Toll/IL-1-Rezeptor 

TIRAP   TIR-containing adaptor protein 

TLR   Toll-like-Rezeptor 
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TNFR1  Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 

TNFα   Tumornekrosefaktor α 

TRADD  TNFR-associated death domain protein 

TRAF   TNF receptor-associated factor 

TRAM   TRIF-related adapter molecule 

TRIF   TIR domain-containing adaptor inducing IFNβ 

VSV   Vesikuläres Stomatitis-Virus 

Wt    Wildtyp 

 

6.3 Gefahrstoffe 

 

Gefahrstoff 
Gefahren-

symbol 
H-Sätze P-Sätze 

2-Mercaptoethanol T, N 
H 301‐310‐330‐315‐318‐

410 
P 26‐36+37+39‐45‐61 

Acrylamid T 
H 350‐340‐361f‐301‐372

‐332‐312‐319‐315‐317 

P 201‐280‐301+310‐305+ 

351+338‐308+313 

Ammoniumpersulfat O, Xn 
H 272‐302‐315‐319‐335‐

334‐317 

P 280‐305+351+338‐302+ 

352‐304+341‐342+311 

Ampicillin T H 315‐317‐319‐334‐335 
P 261‐280‐305+351+338‐

342+311 

Bisacrylamid Xn H 302 P 264-301+312-330 

Borsäure Xn H 360FD P 201‐308+313 

CellTiter96 AQueous 

Solution (MTS) 
Xi H 315-319-335 - 

Chloramphenicol T H 350 P 201‐308+313 

Dithiothreitol Xn H 302‐315‐319 P 302+352‐305+351+338 

Draq5 Xi H 315- 319- 335 
P 280-264-305+351+338-

312-332+313-362 

EDTA Xi H 319 P 305+351+338 

Essigsäure F, C H 226‐314 
P 280‐301+330+331‐307+ 

310‐305+351+338 

Ethanol F H 225 P 210 

Ethidiumbromid T+ H 341‐330‐302 
P 281‐302+352‐305+351 

+338‐304+340‐309‐310 

flüssiger Stickstoff - H 281 P 282-336+315-403 
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Geneticin Xn H 317-334-316 
P 285-304+341-305+351 

+338-332+313-261-280 

Isopropanol F, Xi H 225‐319‐336 P 210‐233‐305+351+338 

Kanamycin Xn H 360 P 201‐308+313 

Methanol F, T H 225‐331‐311‐301‐370 P 210‐233‐280‐302+352 

Natriumdodecylsulfat F, Xn 
H 228‐311‐302‐335‐315‐

319 

P 210‐280‐304+340‐305+ 

351+338‐309+310 

Natriumhydroxid C H 314‐290 
P 280‐301+330+331‐309+ 

310‐305+351+338 

Nonidet-P40  Xi, N, C H 318-411-302 
P 280-305+351+338-301+ 

312 

Paraformaldehyd F, Xn, Xi 
H 228‐302‐332‐351‐335‐

315‐319‐317 

P 281‐302+352‐305+351+ 

338-308+313‐304+340 

Penicillin Xi H 317 P 280 

Salzsäure C, Xi H 290‐314‐335 

P 234‐260‐304+340‐303+ 

361+353-305+351+338‐

309+311‐501 

Streptomycin Xi H 302 - 

TEMED C, F, Xi H 225‐332‐302‐314 
P 210‐233‐280‐301+330+ 

331‐305+351+338‐309+310 

Tris Xi H 315‐319‐335 P 261‐305+351+338 

Triton-X-100 Xi, C H 318-302 P 262-305+351+338-313 

Zeocin Xi, Xn H 302-341 P 264-301+312 
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6.4 Lebenslauf 

 

entfällt aus datenschutzrechtlichen Gründen 



Anhang 
 

111 
 

6.5 Danksagung 

 

Ich danke Herrn Prof. Dr. Wolfram Brune für die Zurverfügungstellung des Forschungs-

themas und die stete wissenschaftliche Unterstützung. 

 

Herrn Prof. Dr. Heisig danke ich für die Übernahme des Zweitgutachtens, Frau Prof. Dr. 

Oetjen und Herrn Dr. Perbandt für die Begutachtung der Disputation. 

 

Ein großes Dankeschön gilt allen meinen Kollegen am RKI und HPI, ganz besonders 

Patricia, Wiebke, Sebastian, Jette und Tim für die gute Zusammenarbeit, die vielen hilf-

reichen Diskussion, für ganz viel Spaß innerhalb und außerhalb des Labors und Hilfe in allen 

Lebenslagen. 

 

Vielen Dank auch an meine Familie und Freunde für die anhaltende Unterstützung und für 

viel Spaß, Abenteuer und Musik.  

 

 

6.6 Eidesstattliche Versicherung 

 

Hiermit erkläre ich, Eva Krause, geboren am 07.09.1983 in Dresden, dass ich diese Arbeit 

selbstständig und allein mithilfe der angegebenen Mittel angefertigt habe.  

Diese Arbeit wurde bislang noch nicht als Dissertation bei einer anderen Hochschule einge-

reicht oder veröffentlicht. 

 

Hamburg, Juni 2014 

         Eva Krause 

 

 


