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Das Genom des ubiquitdren humanen Zytomegalievirus kodiert mit US27, US28, UL 33
und UL78 fur vier G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit Sequenzhomologie zu humanen
Chemokinrezeptoren. US28 ist der einzige funktionelle Rezeptor fur die inflammatorischen,
humanen Chemokine RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3), MIP-1f (CCL4), MCP-1 (CCL2)
und MCP-3 (CCL7) und vermittelt die Liganden-abhéngige Aktivierung der Mitogen akti-
vierten Proteinkinase (MAPK) ERK?2, die Erhdhung zytoplasmatischer Calciumkonzentratio-
nen und die Chemotaxis glatter Muskelzellen. Daneben induziert die US28-Expression die
konstitutive Aktivierung von Phospholipase C und der Transkriptionsfaktoren NF-xB und
CREB. Die US28-abhangige Entfernung von Chemokinen aus der Umgebung infizierter Zel-
len wurde als Mechanismus zur Abwehr der menschlichen Immunantwort gedeutet.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden die gegenwértig einzigen US28-
spezifischen monoklonalen Antikorper hergestellt. Sie erlaubten die Charakterisierung von
US28 als late Protein, da es in der spaten Phase der Virusreplikation 24-48 Stunden nach ei-
ner Infektion primérer humaner Fibroblasten mit dem humanen Zytomegalievirus exprimiert
wurde. Mit Hilfe der monoklonalen Antikdrper wurden posttranslationale Modifikationen des
US28-Molekills untersucht. In transient transfizierten HEK293A Zellen unterlag der US28-
Rezeptor einer starken Liganden-unabhangigen Phosphorylierung, wurde jedoch nicht durch
N-Glykosylierungen oder Tyrosinsulfatierungen modifiziert. Uberexpressionsexperimente
zeigten, dal3 US28 ein Substrat der G-Protein gekoppelten Rezeptorkinase 2 war. Zudem wa-
ren die Proteinkinase C und die Caseinkinase 2 an der Regulation der konstitutiven US28-
Phosphorylierung in HEK293A Zellen beteiligt. Die Analyse der Phosphoaminosduren ergab
for den unstimulierten und den RANTES-stimulierten US28-Rezeptor eine vorwiegende
Phosphorylierung an Serinresten und eine geringe Threoninphosphorylierung. Durch Unter-
suchungen von Rezeptorvarianten, deren carboxyterminale Serin- und Threoninreste durch
Alaninreste ersetzt wurden, konnten Serinreste zwischen Position 323 und 350 als Akzeptor-
stellen der Phosphorylierung identifiziert werden. Weder die konstitutive Aktivierung von

NF-kB, noch die RANTES-induzierte Aktivierung der MAPK waren von der Rezeptorphos-
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phorylierung abhangig. Allerdings war die MAPK-Aktivierung bel dem US28 Wildtyprezep-
tor durch Pertussistoxin hemmbar, bei der nicht phosphorylierten Rezeptorvariante jedoch
unempfindlich gegentiber Pertussistoxin, was die Notwendigkeit der US28-Phosphoprylie-

rung fur die Kopplung an Proteine der Go;-Familie andeutet. Zusétzlich zu der beschriebenen

ERK2-Aktivierung fuhrte die Stimulation des US28-Rezeptors mit RANTES zu einer Akti-
vierung der ERK 1- und p38-MAPK. Durchfluf3zytometrische und fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen mit den US28-spezifischen Antikdrpern zeigten eine geringe Expression des
US28-Rezeptors an der Oberflache transfizierter HEK293A, COS-7 und HelLa Zellen. Gleich-
zeitig konnte die Ansammlung des Rezeptors in intrazelluléren Vesikeln nachgewiesen wer-
den. Der Austausch der Phosphorylierungsstellen fihrte zu einer verstérkten Lokalisation des
Rezeptors an der Zelloberflache und war zudem fir eine stark verlangsamte und reduzierte
Endozytose des US28-Rezeptors verantwortlich. Somit reguliert die bisher einzigartige kon-
stitutive Phosphorylierung eines G-Protein gekoppelten Rezeptors sowohl die Zelloberfl&
chenexpression als auch die Endozytose des US28-Molekils. Da die Rezeptorendozytose die
mechanistische Grundlage der Ligandeninternalisierung darstellt, kann angenommen werden,
dal? die Phosphorylierung des US28-Rezeptors eine wichtige strukturelle Voraussetzung fir
die Beseitigung inflammatorischer Chemokine aus der Umgebung virusinfizierter Zellen dar-
stellt.
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