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1 Einleitung 

1.1 Das Mumpsvirus 

1.1.1 Viruspartikel und Genomaufbau 

Das Mumpsvirus (MuV) gehört dem Genus Rubulavirus in der Familie Paramyxoviridae an. Es 

besitzt eine Hüllmembran und ein einzelsträngiges, nicht-segmentiertes RNA-Genom in 

negativer Orientierung. Dieses weist eine Länge von 15.384 Nukleotiden auf und kodiert für 

sieben Transkriptionseinheiten, von denen ausgehend neun Proteine synthetisiert werden. Die 

Viruspartikel haben eine sphärische oder pleiomorphe Form mit einem Durchmesser von etwa 

200 nm (Hviid et al., 2008). Das Genom bildet zusammen mit den Proteinen N 

(Nukleocapsidprotein), P (Phosphoprotein) und L (large protein) das Nukleocapsid, welches die 

infektiöse Einheit des Virus darstellt. In die umgebende Hüllmembran, eine Lipiddoppelschicht, 

sind die Glykoproteine F (Fusionsprotein) und HN (Hämagglutinin-Neuraminidase-Protein) 

eingelagert. Die Membran wird vom M-Protein (Matrixprotein) ausgekleidet. Das SH-Protein 

(small hydrophobic protein) sowie das V- und das I-Protein gehören zu den Nicht-

Strukturproteinen (Modrow et al., 2010; Xu & Shu, 2002).  

Am 3´- sowie am 5´-Ende des Genoms befinden sich nicht-kodierende Bereiche, wobei erstere 

als Leader-Sequenz bezeichnet wird und 55 Nukleotide umfasst (Elango et al., 1988), während 

der hintere Trailer genannt wird. In diesen Bereichen liegen cis-aktive Signale, die für den Start 

der Genomreplikation und die Verpackung der Nukleocapside zu fertigen Viruspartikeln 

notwendig sind (Modrow et al., 2010). Auch zwischen den einzelnen Genen liegen kurze, nicht-

transkribierte Sequenzen, die bis zu sieben Basen umfassen und als intergenische Nukleotide 

bezeichnet werden. Wichtig für einen effizienten Ablauf der Transkription sind die 

konservierten Sequenzfolgen, die an den Start- und Endpunkten der Gene liegen (S- bzw. E-

Konsensussequenzen) und die intergenischen Bereiche flankieren. Die Gene sind in der 

Reihenfolge 3´-N-P-M-F-SH-HN-L-5´ auf dem Genom angeordnet (Elango et al., 1988). Abbildung 

1 zeigt den schematischen Aufbau des Virions und die Anordnung der Gene auf dem Genom. 
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Abbildung 1: Aufbau des Mumpsvirus. 

Schematische Darstellung des Virions (1A) und des Genomaufbaus (1B). 
 

1.1.2 Pathogenese und Krankheitsbild 

Die durch das MuV ausgelöste Krankheit wurde bereits im 5. Jahrhundert vor Christus von 

Hippokrates beschrieben (Muhlemann, 2004). Der Erforschung der Ursachen wird aber erst seit 

den 1930er Jahren nachgegangen, angefangen mit der experimentellen Übertragung der 

Krankheit auf Rhesusaffen (Johnson & Goodpasture, 1934). MuV wird auf der respiratorischen 

Route durch Tröpfcheninfektion oder direkten Kontakt übertragen, wobei Menschen die 

einzigen natürlichen Wirte sind. Basierend auf Studien zu anderen respiratorischen Viren wird 

auch für MuV angenommen, dass es nach der Exposition zur Infektion des oberen 

respiratorischen Trakts kommt. Diese Annahme konnte bisher aber nicht bewiesen werden. Des 

Weiteren wird angenommen, dass MuV nach der Infektion der Schleimhaut des oberen 

respiratorischen Trakts lokale Lymphknoten infiziert und es zu einer Virämie während der 

ersten akuten Phase der Infektion kommt (Rubin et al., 2015). Nach einer durchschnittlichen 

Inkubationszeit von 16 bis 18 Tagen beginnt der Krankheitsverlauf mit dem Auftreten von 

unspezifischen Symptomen wie Kopf- und Muskelschmerzen, einem generellen Unwohlsein 

sowie niedrigem Fieber (WHO, 2007). Bei etwa einem Drittel bis zur Hälfte der Fälle bleibt es bei 

diesen unspezifischen Symptomen oder die Infektion verläuft asymptomatisch (Rubin et al., 

2015). Bei der systemischen Ausprägung der Krankheit ist der Hauptbefund eine schmerzhafte 
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Entzündung der Ohrspeicheldrüsen, eine Parotitis, die durch Schwellung der Drüsen 

gekennzeichnet ist (Hviid et al., 2008). Auch eine Vielzahl anderer Organe können von einer 

MuV-Infektion betroffen sein. Entzündungen der Hoden bei 10 - 20 % der infizierten 

erwachsenen Männer sind nach der Parotitis die häufigste Ausprägung der Krankheit. Ebenso 

sind Entzündungen der Eierstöcke, des Herzmuskels, der Bauchspeicheldrüse sowie der Nieren 

bekannt (Rubin et al., 2015). Neben der Affinität für Drüsengewebe ist MuV hoch neurotrop: So 

ist das zentrale Nervensystem (ZNS) in der Hälfte aller Infektionen betroffen und es kann, ohne 

dass es zur Ausprägung von Symptomen kommt, eine erhöhte Anzahl an Lymphozyten in der 

Gehirn-Rückenmark-Flüssigkeit (cerebrospinal fluid, CSF) nachgewiesen werden (Bruyn et al., 

1957; Rubin et al., 2015; WHO, 2007). Symptomatische ZNS-Infektionen sind seltener; bei 5-

10  % der Infektion kommt es zum Auftreten einer Meningitis und in unter 0,5 % der Fälle zu 

einer Enzephalitis (Rubin et al., 2015). Trotz dieses geringen Anteils trägt Mumps in 

ungeimpften Populationen insgesamt zu einem hohen Anteil der viralen Enzephalitiden bei 

(Mallewa et al., 2013; Ponka & Pettersson, 1982). Taubheit tritt zu 4 % nach MuV-Infektionen 

auf, ist meist vorübergehend, kann aber auch permanent sein (Bitnun et al., 1986; Hall & 

Richards, 1987; Hashimoto et al., 2009; Okamoto et al., 1994). Als Ursache wird sowohl die 

Infektion der CSF als auch die endolymphatische Infektion des Innenohrs angesehen (Mizushima 

& Murakami, 1986; Westmore et al., 1979). Generell wird die Erkrankung Mumps mit einer 

Sterblichkeitsrate von einer Person auf 10.000 Erkrankte als eine milde, selbstlimitierende 

Krankheit angesehen (WHO, 2007). Es gibt keine antivirale Therapie, nur die auftretenden 

Schmerzen können behandelt werden (Hviid et al., 2008). Einen wirksamen Schutz vor einer 

MuV-Infektion stellt aber die zweifache Gabe eines Lebendimpfstamms dar. 

1.1.3 Epidemiologie 

Mumps ist eine Krankheit, die sich in Gruppen mit hohem Infektionsdruck durch engen Kontakt 

ausbreitet. Sie wurde als typische Kinderkrankheit bekannt, die in Intervallen von vier bis fünf 

Jahren mit einem Höhepunkt vor allem im Frühling und Winter auftrat. Dabei war bei Kindern 

zwischen fünf bis sieben Jahren die stärkste Infektionsrate festzustellen (Hviid et al., 2008; 

WHO, 2007). Vor der Einführung weltweiter Impfprogramme zeigten 14 bis 15jährige eine 

Seroprävalenz von Mumps-spezifischen Antikörpern von 90 %. Dies deutet darauf hin, dass in 

einer ungeimpften Bevölkerung letztlich fast jedes Individuum mit MuV infiziert wird (Galazka 

et al., 1999; Hviid et al., 2008).  

Die Entwicklung von Impfstoffen begann in den USA im Jahr 1948 mit einem Totimpfstoff, der 

zwischen 1950 und 1978 verabreicht wurde, aber nur eine kurze Immunität und einen geringen 

Schutz gewährleistete. Die heute verfügbaren Lebendimpfstoffe bieten dagegen einen 

wirksamen Schutz vor einer Infektion und bewirken eine Serokonversionsrate von etwa 90 % 
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nach Gabe einer Impfdosis (WHO, 2007). Serokonversion beschreibt die Entwicklung von spezi-

fischen Antikörpern sowie den Wechsel der Antikörperklasse von IgM zu IgG. Weltweit werden 

mindestens 11 verschiedene Impfstämme verwendet, die unterschiedlichen Genotypen 

zuzuordnen sind und teilweise aus mehr als einem attenuierten Virusklon bestehen. Der Jeryl 

Lynn- sowie der Urabe Am9-Impfstamm werden am häufigsten eingesetzt (Hviid et al., 2008; 

WHO, 2007) und meist in der Kombination mit Impfstoffen gegen Masern und Röteln 

verabreicht. Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) empfiehlt eine Routineimmunisierung mit 

zwei Impfdosen. Die Ständige Impfkommission (STIKO) in Deutschland empfiehlt ebenfalls die 

Gabe von zwei Impfdosen, wobei die erste im Alter von 11 bis 14 Monaten und die zweite im 

Alter von 15 bis 23 Monaten erfolgen sollte (STIKO, 2016). 

Die Einführung weltweiter Impfprogramme hat zu einem erheblichen Rückgang der Inzidenz 

von Mumps geführt (Davidkin et al., 2010; Galazka et al., 1999). So ist in den USA die Inzidenz im 

Jahr 2001 um 99,9 % im Vergleich zur Prä-Impf-Ära zurückgegangen (Rubin et al., 2015). Trotz 

dieser Erfolge häufen sich weltweit seit den 2000er Jahren die Berichte über Mumps-Ausbrüche 

innerhalb geimpfter Populationen (Bangor-Jones et al., 2009; Eriksen et al., 2013; Mankertz et 

al., 2015; Okajima et al., 2013). Besonders häufig sind dabei Jugendliche und junge Erwachsene 

betroffen (Otto et al., 2010; Watson-Creed et al., 2006). Die Gründe für diese Beobachtung sind 

nicht abschließend geklärt. Spekuliert wird über einen Antigenwandel neu auftretender 

Genotypen, die von dem durch Impfung erzeugten Schutz nicht abgedeckt werden (Greenland et 

al., 2012; Rubin et al., 2012). Auch wird ein verstärkt auftretendes primäres Impfversagen, bei 

dem keine Serokonversion stattfand (Hviid et al., 2008), sowie die zeitliche Abnahme der 

Immunität nach der Impfung (sekundäres Impfversagen) in Betracht gezogen (Brockhoff et al., 

2010). Darüber hinaus haben Sicherheitsbedenken in Bezug auf die Verknüpfung des Auftretens 

von Meningitis mit einigen Impfstämmen dazu geführt, dass zum Beispiel in Japan die Impfung 

gegen Mumps aus dem nationalen Immunisierungsprogramm ausgeschlossen wurde. Japan hat 

zurzeit die höchste Rate an Mumpsfällen in entwickelten Ländern (Nagai et al., 2007; Rubin et 

al., 2015), wobei es alle vier bis fünf Jahre zu großen Ausbrüchen kommt (Kuba et al., 2016). Für 

die Jahre 2000 bis 2015 wurden jährlich 40.000 bis 250.000 Fälle in Japan gemeldet, 

wohingegen in Deutschland für die Jahre 2013 bis 2016 durchschnittlich 714 Fälle jährlich 

gemeldet wurden (RKI, 2017; WHO, 2017). Die Zahl der gemeldeten Fälle stellt aber aufgrund 

der schwierigen klinischen Diagnostik eine stark fehlerbehaftete Erfassung der tatsächlichen 

Anzahl an Mumpsfällen dar. Von einer Untererfassung ist auszugehen. 

Alle MuV-Stämme sind einem Serotyp zuzuordnen, es werden aber 12 verschiedene Genotypen 

A bis N (mit dem Ausschluss von E und M) unterschieden. Für die Bestimmung der Genotypen 

wird das Gen, welches für das SH-Protein kodiert, herangezogen. Dieses weist innerhalb der 

unterschiedlichen Genotypen eine Varianz von 5 bis 21 % auf und zeigt damit die höchste 
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Variabilität innerhalb des MuV-Genoms. Die verschiedenen Genotypen sind geograpfisch 

unterschiedlich verteilt, so findet man die Genotypen C, D, G, H, J und K in der westlichen 

Hemisphäre, während die Genotypen B, F, G, I und L in asiatischen Ländern nachgewiesen 

werden (Jin et al., 2015; WHO, 2012). Verschiedene Genotypen können in einer Region 

gleichzeitig zirkulieren, auch kann sich die Verteilung der Genotypen im zeitlichen Verlauf 

verändern (Jin et al., 2015; Muhlemann, 2004). Virusstämme, die dem Genotyp G zuzuordnen 

sind, wurden weltweit bei sehr vielen, der in den letzten Jahren unter Geimpften auftretenden 

Ausbrüche, nachgewiesen (Brockhoff et al., 2010; Greenland et al., 2012; Rubin et al., 2012), 

während die verwendeten Impfviren zu verschiedenen Genotypen gehören (Muhlemann, 2004). 

Darüber hinaus weisen Virusstämme verschiedener Genotypen eine unterschiedliche 

Neurovirulenz auf, so führt die Infektion mit Viren der Genotypen C und D in einem höheren 

Anteil zum Auftreten einer Meningitis, als die Infektion mit Viren des Genotyps A (Tecle et al., 

1998). Welche Ursachen diesen Unterschieden in der Neurovirulenz zugrunde liegen, ist 

Gegenstand aktueller Forschung. Dabei wird die Methode der Reversen Genetik zur Erzeugung 

rekombinanter Viren (Clarke et al., 2000) sowie ein Tiermodell herangezogen, bei dem MuV 

intrazerebral in das Gehirn neugeborener Ratten injiziert wird (Rubin et al., 1998). 

Deutschland hatte sich dem Ziel der Elimination von Masern und Röteln in Europa, welches von 

der WHO beschlossen wurde, mit dem „Interventionsprogramm Masern, Mumps, Röteln“ 

angeschlossen, das auch den verbesserten Schutz vor einer Mumpsinfektion zum Ziel hat (RKI, 

1999). Im Jahr 2010 wurde die Elimination von Masern und Röteln bis zum Jahr 2015 als Ziel 

formuliert, konnte jedoch in den einzelnen Ländern, so auch in Deutschland, nicht umgesetzt 

werden (WHO, 2010). Um dennoch eine Elimination zu erreichen, wurde der „Nationale 

Aktionsplan 2015-2020 zur Elimination der Masern und Röteln in Deutschland“ formuliert, 

welcher die Elimination als oberstes Ziel festgelegt hat. Im Zuge dessen soll die Bevölkerung 

über Masern und Masernimpfung aufgeklärt sowie die Impfquoten erhöht werden. Auch wenn 

sich der Aktionsplan in erster Linie auf Masern und Röteln fokussiert, ist eine Senkung der 

Inzidenz der Mumpsinfektionen ebenfalls Ziel der Maßnahmen (BMG, 2015). Generell ist eine 

Elimination dieser Viren möglich, da sie den Menschen als einzigen natürlichen Wirt infizieren, 

die Infektionen nicht persistieren und Impfstoffe, die einen wirksamen Schutz induzieren, zur 

Verfügung stehen. Die weltweite Ausrottung der Viren, die Eradikation, ist Ziel dieser 

Maßnahmen. 
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1.1.4 Molekularbiologie 

Mit der Adsorption des Viruspartikels an zelluläre Oberflächenstrukturen beginnt der 

Replikationszyklus von MuV. Nach der Fusion der Virusmembran mit der Zellmembran, wird 

das Nukleocapsid in das Zytoplasma der Wirtszelle freigesetzt. Dort katalysieren virale Proteine 

die Transkription und Replikation des Genoms, während die zelluläre Translationsmaschinerie 

neue virale Proteine synthetisiert. An der Zellmembran werden die neuen Nukleocapside 

zusammen mit den viralen Proteinen verpackt und als infektiöse Partikel durch Abknospung 

freigesetzt. In Abbildung 2 ist der Replikationszyklus schematisch dargestellt. 

 

 

Abbildung 2: Replikationszyklus des Mumpsvirus. 

Schematische Darstellung des Replikationszyklus (nach Harrison et al., 2010). Nach der HN-Protein-
vermittelten Adsorption des Virions an Sialylsäuren kommt es zur F-Protein-vermittelten Fusion der 
Virushüllmembran mit der Zellmembran und das Nukleocapsid wird ins Zytoplasma freigesetzt. Hier 
finden die Transkription und Replikation unter Erzeugung eines Antigenoms positiver Orientierung statt, 
katalysiert durch virale Proteine. Neue virale Proteine werden von der zellulären Translationsmaschinerie 
synthetisiert und zusammen mit dem Genom an der Zellmembran zu neuen Virionen verpackt, die mittels 
Abknospung freigesetzt werden.  
 

Das HN-Protein, ein Typ-II-Membranprotein, vermittelt die Adsorption an Sialylsäuren (N-

Acetyl-Neuraminsäuren), die als endständige Zuckereinheiten von Oligosaccharidketten bei 

Glykolipiden und Glykoproteinen vorkommen. Zusätzlich hat das HN-Protein eine 

Neuraminidaseaktivität und kann Sialylsäuren abspalten, um z.B. eine effektive Freisetzung der 

neuen Viruspartikel zu bewirken (Modrow et al., 2010). Im Verlauf der Adsorption kommt es zu 

einer Konformationsänderung des F-Proteins, einem ebenfalls in der Virusmembran 

befindlichen Typ-I-Membranprotein. Dieses wird als Vorläuferpolypeptid F0 synthetisiert und 



Einleitung 

 

7 

während des Reifeprozesses von einer zellulären Protease prozessiert. Die Untereinheiten F1 

und F2 bleiben durch eine Disulfidbrücke verbunden. Durch die Proteolyse wird in der 

Untereinheit F1 ein N-terminaler hydrophober Bereich exponiert, der als fusogene Domäne 

bezeichnet wird. Aufgrund der Konformationsänderung gelangt dieser in die Nähe der 

Zellmembran, in die er sich mittels hydrophober Wechselwirkungen einlagert. Dies führt zu 

einem Verschmelzen der Hüllmembran des Viruspartikels mit der Zellmembran und das 

Nukleocapsid gelangt in das Zytoplasma (Lamb & Jardetzky, 2007; Modrow et al., 2010). 

Die Synthese der viralen Proteine sowie die Replikation des Genoms werden von den viralen 

Proteinen des Nukleocapsids katalysiert. Das L-Protein übt dabei die Funktion einer RNA-

abhängigen RNA-Polymerase aus, dessen Funktion von der Interaktion mit dem P- und dem N-

Protein abhängig ist. Die Transkription beginnt bei der Leader-Sequenz am 3´-Ende des Genoms 

mit der Synthese einer kurzen RNA, die vermutlich eine regulatorische Funktion ausübt, und 

bricht vor dem N-Gen ab (Castaneda & Wong, 1990). Der Polymerase-Komplex bleibt mit dem 

Genom assoziiert und beginnt bei der S-Konsensussequenz des N-Gens mit der Synthese einer 

zum N-Gen komplementären mRNA. Die Reaktion wird am Ende des Gens im Bereich der E-

Konsensussequenz gestoppt und beginnt nach dem Überspringen der intergenischen Nukleotide 

erneut bei der S-Konsensussequenz des P-Gens. Diese Vorgänge wiederholen sich für alle 

weiteren Genbereiche, so dass am Ende der Synthese sieben verschiedene mRNA-Spezies 

vorliegen (Conzelmann, 1998). Das L-Protein katalysiert auch die Polyadenylierung am 3´-Ende 

sowie das Hinzufügen von Cap-Gruppen am 5´-Ende der synthetisierten mRNAs, wobei 

besonders der C-Terminus des L-Proteins eine entscheidende Funktion ausübt (Nishio et al., 

2011). Da der Transkriptionsmechanismus nicht immer erfolgreich ist und der Polymerase-

Komplex manchmal beim Überspringen der intergenischen Nukleotide vom Genom abfällt, 

bildet sich während der Transkription ein Gradient der synthetisierten mRNA-Spezies in 

Transkriptionsrichtung aus. Der Anordnung der Gene auf dem Genom entsprechend, liegen für 

das N-Protein die meisten und für das L-Protein die wenigsten mRNA-Moleküle vor. Diese 

Mengenverteilung spiegelt sich auch im Verhältnis der von der zellulären 

Translationsmaschinerie synthetisierten viralen Proteine wider (Conzelmann, 1998).  

Mittels des Mechanismus des RNA-Editings werden während der Transkription von dem Gen 

des P-Proteins drei verschiedene mRNA-Transkripte gebildet und in drei unterschiedliche 

Proteine übersetzt. Wird die mRNA kolinear zum P-Gen gebildet, wird das V-Protein 

synthetisiert. Durch das Einfügen von zwei oder vier Guanosin-Resten wird die Synthese der 

Proteine P bzw. I ermöglicht (Paterson & Lamb, 1990). Dabei rückt die Polymerase beim 

Erreichen einer Erkennungssequenz auf dem Template-Strang zurück und ermöglicht so die 

Insertion unter Ausnutzung der nicht-destabilisierenden Guanin-Uracil-Basenpaarung 

(Kolakofsky et al., 2005). Für das V-Protein wurde ein Einfluss auf die Virulenz von MuV durch 
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die Hemmung des Interferon (IFN)- sowie des IL-6 (Interleukin 6)-Signalwegs gezeigt (Xu et al., 

2012), dagegen ist die Funktion des I-Proteins bisher noch nicht bekannt.  

Die Replikation des Genoms ist von der Synthese eines durchgängigen RNA-Transkripts in 

positiver Orientierung abhängig. Die Menge der synthetisierten N-Proteine ist dabei für das 

Umschalten der Transkription zur Replikation entscheidend. Liegen sie in ausreichender Anzahl 

vor, binden sie an die Leader-RNA und führen zu einem Überlesen der E-Konsensussequenzen, 

wodurch der Stopp der Transkription unterbunden wird. Bei diesem als Antitermination 

bezeichneten Vorgang wird ein durchgängiges RNA-Molekül positiver Orientierung (Antigenom) 

gebildet, welches über seine gesamte Länge mit N-Proteinen komplexiert ist (Modrow et al., 

2010). Ein N-Protein bindet dabei jeweils an sechs Nukleotide. Für den effizienten Ablauf der 

Replikation ist es daher notwendig, dass das Genom ein Vielfaches von sechs aufweist und damit 

der „rule of six“ entspricht (Kolakofsky et al., 1998). Das Antigenom wird vom Polymerase-

Komplex als Template für die Synthese neuer negativ-Strang RNA-Genome verwendet, die 

ebenfalls mit N-Proteinen komplexiert werden (Modrow et al., 2010).  

Gleichzeitig zur Replikation werden die anderen viralen Proteine synthetisiert, wobei das HN-

und das F-Protein im Golgi-Apparat modifiziert werden und sich in Lipid Raft-Bereichen in der 

Zellmembran anlagern. Mit ihnen interagieren M-Proteine, die eine Matrixproteinschicht an der 

Zellmembran bilden und gleichzeitig mit den neu synthetisierten Nukleocapsiden 

wechselwirken. Damit spielt das M-Protein eine wichtige Rolle bei der Virus-Assemblierung. 

Neue Viruspartikel werden schließlich durch Ausstülpung der Zellmembran freigesetzt 

(Harrison et al., 2010). 

1.1.5 Das SH-Protein 

MuV besitzt, wie einige andere Paramyxoviren, zwischen den Genen F und HN ein Gen, welches 

für ein kleines, hydrophobes Protein kodiert. Dieses small hydrophobic (SH)-Protein umfasst 57 

Aminosäuren (AS) und ist als Typ-I-Membranprotein beschrieben, das in der Membran 

transfizierter Zellen exprimiert wird (Takeuchi et al., 1996). Ein für das SH-Protein kodierendes 

Gen wurde erstmals 1985 für das Parainfluenza Virus Typ 5 (PIV5) beschrieben (Hiebert et al., 

1985). Für MuV wurde das SH-Gen 1988 das erste Mal nachgewiesen (Elango et al., 1988). Auch 

das Respiratorische Synzytialvirus (RSV), das humane Metapneumovirus (hMPV) sowie das J 

Paramyxovirus (JPV) und das Beilongvirus (BeV) kodieren für SH-Proteine (Bukreyev et al., 

1997; Jack et al., 2008; Li et al., 2005; van den Hoogen et al., 2002). Die SH-Proteine 

verschiedener Paramyxoviren weisen keine Sequenzhomologien auf, sind aber auf dem Genom 

in der gleichen Position lokalisiert und besitzen eine hydrophobe Transmembrandomäne. Sie 

unterscheiden sich auch hinsichtlich ihrer Größe, wobei PIV5 mit einer Länge von 44 AS für das 

kleinste und hMPV mit einer Länge von 183 AS für das größte SH-Protein kodiert. Ebenso wie 
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für MuV ist auch das JPV SH-Protein als Typ-I-Membranprotein beschrieben, während PIV5, RSV 

und hMPV für SH-Proteine kodieren, die Typ-II-Membranproteinen zugeordnet werden 

(Biacchesi et al., 2004; Hiebert et al., 1988; Li et al., 2011; Olmsted & Collins, 1989) und damit 

eine andere Orientierung in der Membran aufweisen. Das MuV SH-Protein wurde bisher nicht 

als Bestandteil des Virions identifiziert, wohingegen die SH-Proteine von PIV5, RSV und hMPV in 

aufgereinigten Virionen nachgewiesen wurden (Collins et al., 1990; de Graaf et al., 2013; He et 

al., 1998).  

Für das SH-Protein von RSV wurde die Bildung von Kanalstrukturen beobachtet, bei denen sich 

das SH-Protein zu Pentameren zusammenlagert. Es wurde gezeigt, dass diese Kanäle Ionen pH-

abhängig transportieren können. Das RSV SH-Protein wird daher als Viroporin beschrieben 

(Carter et al., 2010; Gan et al., 2012). Auch für das SH-Protein von hMPV wurde die Bildung von 

Oligomeren und die Beeinflussung der Membranpermeabilität gezeigt (Masante et al., 2014). Für 

MuV wurden bisher keine Studien hinsichtlich der Oligomerisierung des SH-Proteins 

veröffentlicht. 

Um die Funktion des SH-Proteins zu untersuchen, wurden rekombinante Viren hergestellt, die 

über eine Deletion des SH-Gens verfügen (ΔSH). Da diese Viren in Zellkultursystemen 

angezüchtet werden können, ist das SH-Protein nicht essentiell für die Virusreplikation in 

Zellkultur. Widersprüchliche Ergebnisse wurden hinsichtlich der Replikation und der 

Ausprägung des zytopatischen Effekts (CPE) von ΔSH-Paramyxoviren im Vergleich zu den 

Wildtyp-Viren veröffentlicht. Dabei reichen die Ergebnisse von einem verlangsamten (Jin et al., 

2000; Malik et al., 2011), über ein gleichbleibendes (de Graaf et al., 2013; Li et al., 2011; Russell 

et al., 2015; Taylor et al., 2014; Xu et al., 2011) bis zu einem schnelleren Wachstum der ΔSH-

Viren (Bukreyev et al., 1997; He et al., 2001; Lin et al., 2003; Techaarpornkul et al., 2001). Alle 

veröffentlichten Studien zeigen dagegen, dass das SH-Protein die Tumornekrosefaktor Alpha 

(TNFα)-vermittelte Immunantwort beeinfusst. Für die SH-Proteine von MuV, RSV, PIV5 und JPV 

ist die Reduktion der TNFα-Freisetzung sowie die Hemmung der Translokation der Untereinheit 

p65 des Transkriptionsfaktors NF-κB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-

cells) im Infektionskontext beschrieben. Für transient exprimiertes SH-Protein wurde zudem die 

Reduktion der TNFα-vermittelten Aktivierung von NF-κB gezeigt (Fuentes et al., 2007; Li et al., 

2011; Lin et al., 2003; Taylor et al., 2014; Wilson et al., 2006; Xu et al., 2011). Dabei ist der 

genaue Mechanismus dieser SH-vermittelten NF-κB-Inhibition nicht aufgeklärt. Aufgrund des 

Eingreifens in die Immunantwort des Wirts wird für das SH-Protein die Funktion eines 

Virulenzfaktors vermutet. Eine verzögerte Immunantwort kann einen Vorteil bei der 

Virusreplikation darstellen und dem Virus mehr Zeit für die Replikation und die Ausbreitung im 

Organismus ermöglichen. Diese Vermutung wird durch in vivo-Studien unterstützt: So wurde für 

RSV, PIV5 und JPV eine Attenuierung des ΔSH-Virus gegenüber dem Wildtypvirus in 
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unterschiedlichen Tiermodellen, wie Mäusen, Baumwollratten sowie Affen festgestellt 

(Bukreyev et al., 1997; He et al., 2001; Jin et al., 2000; Li et al., 2011; Russell et al., 2015; Schickli 

et al., 2012; Whitehead et al., 1999). Für MuV existiert bis heute kein geeignetes Tiermodell, so 

dass in vivo-Studien schwierig durchzuführen sind und Ergebnisse älterer Studien vor allem 

wegen der unnatürlichen Eintrittsrouten fraglich erscheinen. Beim Vergleich von Mäusen, 

Frettchen und Rhesusaffen entwickelten auf natürlichem Weg über Aerosole infizierte 

Rhesusaffen als einzige Tierart Krankheitssymptome (Xu et al., 2013). Das Ratten-

Neurovirulenz-Modell kann aber Aufschluss über das Neurovirulenzpotential verschiedener 

MuV geben und wurde verwendet, um ΔSH-Viren mit Wildtypviren zu vergleichen. Hierbei 

zeigten die untersuchten ΔSH-Viren eine geringere Neurovirulenz im Vergleich zu den 

Wildtypviren, so dass eine Attenuierung aufgrund der Deletion des SH-Gens vermutet wird 

(Malik et al., 2011; Xu et al., 2011). Bei fast allen Studien zur Untersuchung der Funktion des SH-

Proteins von Paramyxoviren wurden rekombinante Viren verwendet, bei denen das komplette 

SH-Gen deletiert wurde. Dies stellt jedoch einen gravierenden Eingriff in die Struktur des 

Genoms dar, der sich in Abweichungen bezüglich des während der Replikation gebildeten 

mRNA-Gradienten äußert. Damit können strukturelle Änderungen des Genoms einen starken 

Einfluss auf die Virulenz und Pathogenität des Virus haben. Eine andere Möglichkeit 

rekombinante Viren zu erzeugen, bei denen die Expression des SH-Proteins unterbunden ist, 

besteht in dem Einfügen von Stoppkodons in das SH-Gen, wodurch die Translation eines 

funktionalen Proteins verhindert wird, die Genomstruktur aber unbeeinflusst bleibt. Die einzige 

Studie, bei der die Expression des SH-Proteins auf diese Weise unterbunden wurde, zeigt zwar 

für das ΔSH-Virus mit komplett deletiertem SH-Gen, nicht aber für das Virus mit den eingefügten 

Stoppkodons (SHstop) eine Attenuierung im Ratten-Neurovirulenz-Modell (Malik et al., 2011). 

Bei der Bewertung der Ergebnisse aller Studien betreffend der Funktion des SH-Proteins 

müssen diese Aspekte daher mit einbezogen werden.  

1.2 Pathogenerkennung durch das angeborene Immunsystem 

Als erste Antwort auf mikrobielle Infektionen unterscheidet das angeborene Immunsystem 

zwischen eigenen und nicht-eigenen Komponenten. Dabei spielen Mustererkennungsrezeptoren 

(pattern recognition receptors, PRRs), die intrazellulär sowie in der Zellmembran von 

Immunzellen wie Makrophagen und dendritischen Zellen (DCs), aber auch von Nicht-

Immunzellen exprimiert werden, eine entscheidende Rolle. PRRs vermitteln die erste 

Erkennung von Strukturen, die bei mikrobiellen Organismen konserviert sind und als Pathogen-

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

werden. Auch körpereigene Moleküle von beschädigten Zellen (damage-associated molecular 

patterns, DAMPs) werden von PRRs erkannt. Die Erkennung dieser Strukturen führt über 
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Signalkaskaden zur Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, zu denen neben NF-κB auch IFN-

Regulationsfaktoren (IRFs) und das Aktivator-Protein-1 (AP-1) gehören. Die Hochregulation der 

Transkription von Genen, die an Entzündungsantworten beteiligt sind, wird auf diese Weise 

induziert. Bei einer Fehlregulation oder übermäßig aktivierten angeborenen Immunantwort 

kann es zu krankhaften Entzündungen und zum Auftreten von inflammatorischen und 

Autoimmunerkrankungen sowie zur Entstehung von Krebs kommen (Liu & Cao, 2016; Takeuchi 

& Akira, 2010).  

Es werden verschiedene Klassen von PRRs unterschieden. Zu den Transmembranproteinen 

gehören Toll-like Rezeptoren (TLRs), die eindringende Pathogene außerhalb der Zelle und in 

intrazellulären Endosomen und Lysosomen erkennen. Abhängig vom Rezeptor werden 

Strukturen bakteriellen oder viralen Ursprungs erkannt (Akira et al., 2006). Die Aktivierung von 

TLRs führt zur Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen sowie zur Aktivierung der 

Phagozytose zum Abtöten intrazellulärer Pathogene (Geng et al., 2015; Liu & Cao, 2016). C-Typ-

Lektin-Rezeptoren (CLRs) bilden eine weitere Familie von Transmembranrezeptoren, die 

Kohlenhydrate an Bakterien, Viren oder Pilzen erkennen. Sie können entweder die TLR-

vermittelte Signalweitergabe modulieren oder ebenfalls zur Genexpression von pro-

inflammatorischen Zytokinen führen (Geijtenbeek & Gringhuis, 2009). Zu den 

zytoplasmatischen Rezeptoren zählen RIG-I-ähnliche Proteine (retinoic acid-inducible gene I 

(RIG-I)-like receptors, RLRs). Bei diesen handelt es sich um Helikasen, die doppelsträngige RNA 

(dsRNA)-Moleküle erkennen, welche von dsRNA-Virus-Genomen oder von Zwischenprodukten 

der Replikation von ssRNA-Viren stammen. Daher sind RLRs essentiell für die Erkennung von 

Viren durch die angeborene Immunantwort und damit für die Kontrolle der viralen Replikation 

und Verbreitung von Viren. Ihre Aktivierung führt vor allem zur Produktion von Typ-I-IFN (Liu 

& Cao, 2016; Takeuchi & Akira, 2010). Neben RLRs sind auch verschiedene zytosolische DNA-

Sensoren, wie die zyklische GMP-AMP Synthase (cGAS) an der Induktion der anti-viralen 

Immunantwort beteiligt (Liu & Cao, 2016). Die Abwehr intrazellulärer Bakterien wird auch über 

die Erkennung von Bestandteilen bakterieller Zellwände durch NOD-ähnliche Rezeptoren 

(nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptors, NLRs) eingeleitet. Diese führen 

zusammen mit TLRs, von denen einige Vertreter ebenfalls Bestandteile bakterieller Zellwände 

detektieren, zur Produktion pro-inflammatorischer Zytokine (Takeuchi & Akira, 2010). Ebenso 

kann der Mechanismus der Autophagozytose zur Eliminierung der eindringenden Bakterien 

induziert werden (Travassos et al., 2010).  

Um die Aktivierung oder das Abschalten spezifischer Gene zu regulieren, wird die angeborene 

Immunantwort auf verschiedenen Ebenen reguliert, die auch untereinander verknüpft sind. Bei 

der Regulation der Transkription spezifischer Gene spielen epigenetische Mechanismen, wie 

DNA-Methylierungen, Histonmodifikationen und nicht-kodierende RNAs eine wichtige Rolle, die 
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den Chromatinstatus sowie die Genexpression kontrollieren (Liu & Cao, 2016). Auch 

posttranslationale Modifikationen tragen zur Regulation bei, indem sie die Funktion und 

Aktivität bereits existierender Signalmoleküle auf positive oder negative Weise verändern 

können. Fast alle kritischen Komponenten der Signalweitergabe über PRRs, wie Rezeptoren, 

Adaptoren, Enzyme und Transkriptionsfaktoren, können auf diese Weise reguliert werden. 

Dabei finden sowohl konventionelle Modifikationen wie Ubiquitinierungen und 

Phosphorylierungen sowie unkonventionelle Modifikationen, zu denen Methylierungen, 

Acetylierungen und SUMOylierungen gehören, statt (Liu et al., 2016). Synergetische und 

antagonistische Interaktionen zwischen TLRs, RLRs und NLRs tragen darüber hinaus zu einer 

starken Vernetzung der Signalweitergabe über PRRs als Antwort auf die große Vielfalt an PAMPs 

bei (Liu & Cao, 2016). 

1.3 Der NF-κB-Signalweg 

1.3.1 Der Transkriptionsfaktor NF-κB 

NF-κB ist die Bezeichnung für eine Familie von Transkriptionsfaktoren, die die Expression einer 

Vielzahl von Genen regulieren. Diese sind sowohl an der Immun- und Inflammationsantwort 

beteiligt, aber auch für das Überleben, die Proliferation und die Differenzierung von Zellen 

entscheidend. NF-κB-Transkriptionsfaktoren werden durch eine große Anzahl verschiedener 

Stimuli aktiviert, zu denen Zytokine, Infektionserreger oder Verletzungen der Zelle zählen und 

die eine schnelle Umprogrammierung der Genexpression erfordern. In Säugetierzellen kommen 

fünf verschiedene NF-κB-Proteine vor, die Homo- oder Heterodimere bilden: RelA (p65), RelB, 

c-Rel, p105 (NF-κB1) und p100 (NF-κB2) (Verstrepen et al., 2008). Ihnen gemeinsam ist eine 

hochkonservierte N-terminale Rel-Homologie-Domäne (RHD), die ihre Dimerisierung, die 

Translokation in den Nukleus sowie die DNA-Bindung vermittelt. Bei den Proteinen p105 und 

p100 handelt es sich um Vorläuferproteine, die durch Proteolyse in die DNA-bindenden Proteine 

p50 und p52 gespalten werden. Im Gegensatz zu den anderen Mitgliedern der Familie weisen 

diese keine C-terminale Transaktivierungsdomäne (TAD) auf, welche die Genexpression 

aktiviert. Sie bilden durch ihre Interaktion mit p65, RelB oder C-Rel funktionale NF-κB-Dimere 

(Liu & Chen, 2011). Im kanonischen Signalweg besteht NF-κB meist aus den Untereinheiten p65 

und p50 (Verstrepen et al., 2008). 
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1.3.2 Aktivierung von NF-κB 

In nicht-stimulierten Zellen wird NF-κB durch die Bindung an inhibitorische Proteine der κB-

Familie (IκB), IκBα, IκBβ oder IκBε in einem inaktiven Zustand im Zytoplasma gehalten. Diese 

Interaktion wird durch die RHD-Domäne von NF-κB und die Ankyrin-Wiederholungen von IκB 

vermittelt (Verstrepen et al., 2008). Die Aktivierung von NF-κB über die meisten Signalwege 

führt zu einer Degradation von IκBα und wird als der kanonische Signalweg bezeichnet (Liu & 

Chen, 2011). Hierbei führt die Stimulation zur Aktivierung des IκB Kinasekomplexes (IKK), der 

aus den beiden katalytischen Untereinheiten IKKα und IKKβ besteht sowie der regulatorischen 

Untereinheit IKKγ, die auch als NEMO (NF-κB essential modulator) bezeichnet wird. Die 

Aktivierung des IKK-Komplexes bewirkt die Phosphorylierung von IκBα an zwei Serinresten 

(Ser32 und Ser36), katalysiert von IKKβ. Dies führt zur K48-Polyubiquitinierung von IκBα durch 

einen Ubiquitin-Ligase-Komplex und zur anschließenden Degradation durch das 26S Proteasom 

(Verstrepen et al., 2008). Durch die Ablösung von IκBα wird die Kernlokalisierungssequenz 

(nuclear localization signal, NLS) von NF-κB zugänglich (Gilmore, 2006) und die Translokation 

des Transkriptionsfaktors in den Zellkern sowie dessen Bindung an Promotoren von Genen mit 

spezifischen NF-κB-Bindesequenzen erfolgt (Karin & Ben-Neriah, 2000). Die optimale 

Aktivierung von NF-κB ist darüber hinaus von der Phosphorylierung der NF-κB-Untereinheiten 

abhängig. p65 kann an mehreren Serinresten phosphoryliert werden. Die Phosphorylierung an 

Ser536 wird von verschiedenen Kinasen, beispielsweise von IKKβ nach TNFα-Stimulation, 

katalysiert und führt meistens zu einer Erhöhung des Transaktivationspotenzials von p65 

(Sakurai et al., 1999; Viatour et al., 2005).  

In B-Lymphozyten kann NF-κB auch mittels des nicht-kanonischen Signalwegs aktiviert werden. 

Bei diesem wird p100, das ebenfalls Ankyrin-Wiederholungen aufweist und den 

Transkriptionsfaktor im inaktiven Zustand hält, durch das Proteasom nur teilweise abgebaut, so 

dass der DNA-bindende N-Terminus (p52) intakt bleibt. Zusammen mit einer TAD-

aufweisenden NF-κB-Untereinheit erfolgt anschließend die Translokation von p52 in den 

Zellkern. Der Abbau wird durch die Phosphorylierung von p100, katalysiert durch IKKα, und die 

darauffolgende K48-Polyubiquitinierung ausgelöst (Liu & Chen, 2011).  

Über welche Proteine die Aktivierung des IKK-Komplexes erfolgt, ist abhängig von Stimulus und 

Rezeptor. So bindet das Zytokin TNFα an den Tumornekrosefaktor Rezeptor 1 (TNFR1) 

(Tartaglia & Goeddel, 1992) und das Zytokin IL-1β an den Interleukin-1 Rezeptor 1 (IL-1R1) 

(Dinarello, 1996). Auch die Aktivierung von TLRs führt zur NF-κB-regulierten Genexpression. 

Dabei werden bakterielle Produkte wie triacetylierte Lipoproteine von TLR2 in Kombination mit 

TLR1 erkannt (Doyle & O'Neill, 2006) und Lipopolysaccharide (LPS) von TLR4 (Hoshino et al., 

1999). Der zumeist intrazellulär exprimierte TLR3 erkennt dagegen dsRNA-Moleküle 

(Alexopoulou et al., 2001). Die Bindung des Stimulus resultiert bei allen aufgeführten 
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Rezeptoren in der Rekrutierung von Adapterproteinen zum aktivierten Rezeptor, wobei der 

IKK-Komplex jeweils über unterschiedliche Proteine und Modifikationen aktiviert wird. In 

Abbildung 3 sind die beschriebenen Rezeptoren zusammen mit ihren Liganden schematisch 

dargestellt. 

 

 

Abbildung 3: NF-κB-Aktivierung durch verschiedene Rezeptoren und deren Liganden. 

Beispielhafte Darstellung verschiedener Rezeptoren, deren Aktivierung durch die dargestellten Liganden 
zur Aktivierung von NF-κB führt. 
 

1.3.2.1 TNFR1 

Die Aktivierung des in der Zellmembran lokalisierten TNFR1 führt, wie schematisch in 

Abbildung 4 gezeigt, zu dessen Trimerisierung. Mittels der Todesdomäne des aktivierten 

Rezeptors kommt es zur Rekrutierung des Adapterproteins TRADD (TNFR1 associated death 

domain protein), welches ebenfalls eine solche Domäne aufweist. Dies ermöglicht die Bindung 

von RIP1 (receptor-interacting serine/threonine-protein kinase 1) sowie der Proteine TRAF2 und 

TRAF5 (TNF receptor-associated factor 2 and 5) an den Rezeptorkomplex (Hsu et al., 1996a; Hsu 

et al., 1996b; Tada et al., 2001). Die Rekrutierung von TRAF2 führt außerdem zur Bindung der 

Proteine cIAP1 und cIAP2 (cellular inhibitor of apoptosis 1 and 2) an den Komplex. Diese 

fungieren zusammen mit dem Protein Ubc5 (ubiquitin-conjugating enzyme 5) als Ubiquitin-

Ligasen und katalysieren die K63-Polyubiquitinierung von RIP1 (Liu & Chen, 2011; Mahoney et 

al., 2008; Xu et al., 2009). An die Polyubiquitinketten binden die Proteine TAB2 und TAB3 

(transforming growth factor (TGF)-beta-activated kinase 1-binding protein 2 and 3) und 

induzieren dadurch die Bindung sowie die Aktivierung von TAK1 (TGF-beta-activated kinase 1) 

über Autophosphorylierung (Kanayama et al., 2004). Ebenso wird der IKK-Komplex über die 

Bindung von IKKγ an die Polyubiquitinketten von RIP1 rekrutiert (Ea et al., 2006). TAK1 besitzt 

eine Kinaseaktivität und aktiviert den IKK-Komplex über die Phosphorylierung von IKKβ an 

zwei Serinresten (Ser177 und Ser181) (Wang et al., 2001a).  
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Abbildung 4: Aktivierung von NF-κB über den TNFR1. 

Die Bindung von TNFα an den TNFR1 führt zu dessen Trimerisierung und der Rekrutierung von TRADD, 
RIP1, TRAF2, TRAF5, cIAP1 und cIAP2 zum aktivierten Rezeptor. cIAP1 und cIAP2 katalysieren die 
Polyubiquitinierung von RIP1. An die Polyubiquitinketten binden TAB2 und TAB3, dies induziert die 
Autophosphorylierung von TAK1. Durch die Bindung von IKKγ an die Polyubiquitinketten wird der IKK-
Komplex rekrutiert. TAK1 aktiviert diesen durch die Phosphorylierung von IKKβ. IKKβ katalysiert die 
Phosphorylierung von IκBα und bewirkt so dessen Polyubiquitinierung und den nachfolgenden Abbau 
durch das Proteasom. IKKβ katalysiert auch die Phosphorylierung der NF-κB-Untereinheit p65. Durch den 
Abbau seines Inhibitors wird die Translokation von NF-κB (dargestellt sind die Untereinheiten p65 und 
p50) in den Zellkern ermöglicht, wo der Transkriptionsfaktor an die Promotoren von Genen mit NF-κB-
Bindesequenzen binden kann.  
 

1.3.2.2 IL-1R1 

IL-1R1 gehört wie auch die TLRs zur IL-1R/TLR-Superfamilie, deren Vertreter durch das 

Vorhandensein einer intrazellulären Toll-IL-1R-Domäne (TIR) charakterisiert sind. Durch die 

Bindung von IL-1β an IL-1R1 assoziiert dieser mit dem IL-1-Rezeptor-akzessorischen Protein 

(IL-1RAcP), um einen funktionalen Rezeptorkomplex zu bilden (Abb. 5) (Huang et al., 1997). 

Daraufhin wird das TIR-Domäne enthaltene Protein MyD88 (myeloid differentiation primary 

response gene 88) an den Komplex rekrutiert, welches für die Bindung von IRAK1 und IRAK4 

(interleukin-1 receptor-associated kinase 1 and 4) zusammen mit den Adapterproteinen Tollip 

(toll interacting protein) und TRAF6 sorgt (Burns et al., 2000; Wesche et al., 1997). IRAK4 wird 

autophosphoryliert. Dies führt zur Phosphorylierung von IRAK1, welches dadurch zusammen 

mit TRAF6 vom Rezeptorkomplex dissoziiert, aber weiterhin an der Zellmembran lokalisiert 

bleibt (Verstrepen et al., 2008). An den Komplex aus IRAK1 und TRAF6 binden anschließend die 

Proteine TAK1, TAB1 sowie TAB2 und TAB3 (Jiang et al., 2002). Zusammen mit diesen löst sich 

TRAF6 von der Membran und interagiert im Zytoplasma mit Ubc13. Diese Interaktion führt zur 

von TRAF6 und Ubc13 katalysierten K63-Polyubiquitinierung von TRAF6 (Verstrepen et al., 

2008). Durch Bindung von TAB2 und TAB3 an die Polyubiquitinketten wird, wie auch bei der 

Signalweitergabe über den TNFR1, die Aktivierung von TAK1 und die darauffolgende 
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Phosphorylierung von IKKβ induziert. In Abbildung 5 ist die Aktivierung von NF-κB über den 

IL-1R1 schematisch gezeigt.  

 

 

Abbildung 5: Aktivierung von NF-κB über den IL-1R1. 

Durch die Bindung von IL-1β an IL-1R1 assoziiert dieser mit IL-1RAcP. Dadurch werden die Proteine 
MyD88, IRAK1, IRAK4, Tollip und TRAF6 an den Komplex rekrutiert. Die Autophosphorylierung von 
IRAK4 führt zur Phosphorylierung von IRAK1, welches zusammen mit TRAF6 den Rezeptorkomplex 
verlässt, aber membranassoziiert bleibt. An diese beiden Proteine binden TAK1, TAB1, TAB2 und TAB3. 
Daraufhin verlässt TRAF6 zusammen mit TAK1, TAB1, TAB2 und TAB3 die Membran. Im Zytoplasma wird 
TRAF6 durch die Interaktion mit Ubc13 polyubiquitiniert und über die Bindung von TAB2 und TAB3 an 
die Polyubiquitinketten wird TAK1 aktiviert. Dies führt wie in Abb. 3 beschrieben zur Aktivierung des 
IKK-Komplexes durch die Phosphorylierung von IKKβ. 
 

1.3.2.3 TLR3 

TLR3 stellt eine Ausnahme aller bisher bekannten TLRs dar, da die Signalweitergabe über diesen 

Rezeptor unabhängig von MyD88 stattfindet. Stattdessen wird durch die Rezeptoraktivierung 

das ebenfalls eine TIR-Domäne aufweisende Adapterprotein TRIF (TIR domain-containing 

adapter protein inducing interferon beta) rekrutiert (Abb. 6) (Yamamoto et al., 2003). Dieses 

besitzt in seinem N-Terminus ein TRAF6-Bindemotiv sowie in seinem C-Terminus ein 

Interaktionsmotiv für die Bindung an RIP1. Über diese beiden Proteine wird NF-κB auf 

unabhängigen Wegen aktiviert, wobei dennoch das Zusammenwirken beider Proteine 

angenommen wird. Die Bindung von RIP1 an TRIF und vermutlich auch die Rekrutierung von 

TRAF6 lösen die K63-Polyubiquitinierung von RIP1 aus. Diese führt zur Bindung von TAB2 

sowie TAB3 an die Polyubiquitinketten und induziert darüber die Aktivierung von TAK1 über 

Autophosphorylierung. Die aktivierte Kinase TAK1 phosphoryliert und aktiviert anschließend 

IKKβ (Cusson-Hermance et al., 2005; Jiang et al., 2003; Kawai & Akira, 2007; Vercammen et al., 

2008). Die Rezeptoraktivierung resultiert nicht nur in der Bindung von TRIF direkt an TLR3, 

sondern auch in der direkten Bindung von IRAK2. Die Interaktion von IRAK2 und TRAF6 löst die 
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Polyubiquitinierung von TRAF6 aus, die wahrscheinlich wie auch im IL-1R1-Signalweg von 

Ubc13 und TRAF6 selbst katalysiert wird. Auch an die Polyubiquitinketten von TRAF6 binden 

TAB2 und TAB1 und führen zur Aktivierung von TAK1 (Keating et al., 2007). Abbildung 6 zeigt 

schematisch die Aktivierung von NF-κB über den TLR3. 

 

 

Abbildung 6: Aktivierung von NF-κB über den TLR3. 

Durch die Bindung von dsRNA wie dem synthetischen Analogon poly(I:C) 
(Polyriboinosinic:Polyribocytidylic Säure) an TLR3 werden die Adapterproteine TRIF und IRAK2 an den 
Rezeptor rekrutiert. TRIF führt zur Bindung von TRAF6 und RIP1, die NF-κB auf unabhängigen Wegen 
aktivieren können. Durch die Rezeptoraktivierung werden sowohl TRAF6, wofür auch die Interaktion mit 
IRAK2 entscheidend ist, als auch RIP1 polyubiquitiniert und rekrutieren über ihre Polyubiquitinketten 
TAB1, TAB2 und TAB3. Dies führt zur Autophosphorylierung und dadurch zur Aktivierung von TAK1 und 
resultiert wie in Abb. 4 beschrieben in der Aktivierung des IKK-Komplexes durch die Phosphorylierung 
von IKKβ.  
 

1.3.3 NF-κB-regulierte Genexpression 

Die Vielzahl an Genen, die durch NF-κB reguliert werden, macht die Bedeutung dieser Familie 

von Transkriptionsfaktoren als zentraler Mediator in der Immunantwort deutlich. Unter den 

zahlreichen Zytokinen und Chemokinen, deren Expression von NF-κB abhängig ist und die eine 

pro-inflammatorische Funktion ausüben, gehören, neben TNFα und IL-1β, die wie beschrieben 

ebenfalls zu den NF-κB-Aktivatoren zählen, auch IFN-γ, IL-6, IL-8, IL-12, Il-18 und CCL5 (C-C 

motif chemokine ligand 5). Aber auch Zytokine, für die eine anti-inflammatorische Funktion 

beschrieben ist wie IL-10, IL-11 und IL-13, werden von NF-κB-Zielgenen kodiert (Hinz et al., 

2002; Nakanishi et al., 2001; Pahl, 1999; Wickremasinghe et al., 2004; Xu & Shu, 2002). Auch 

reguliert NF-κB die Genexpression von Rezeptoren, die für die Immunerkennung verantwortlich 

sind wie MHC (major histocompatibility complex)-Klasse 1-Moleküle oder Chemokin-Rezeptoren 

sowie TLR2 (Pahl, 1999; Wang et al., 2001b). Ebenso wird die Genexpression von 

Wachstumsfaktoren, Zelladhäsionsmolekülen oder Proteinen, die an der Regulation der 

Apoptose beteiligt sind, durch NF-κB reguliert. Darüber hinaus besitzen viele Viren, die NF-κB 
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aktivieren, auch NF-κB-Bindeelemente in ihren viralen Promotoren, wie das Humane 

Immundefizienz-Virus 1 (HIV-1) oder das humane Zytomegalievirus (hCMV). Hier könnte eine 

geringe NF-κB-Aktivierung zum Aufrechterhalten der chronischen Infektion beitragen (Nabel & 

Baltimore, 1987; Pahl, 1999; Sambucetti et al., 1989). 

1.3.3.1 TNFα 

TNFα wurde ursprünglich als Faktor identifiziert, der zu einer rapiden Nekrose von 

transplantierbaren Tumoren in Mäusen führte (Carswell et al., 1975). Heute wird TNFα als pro-

inflammatorisches Zytokin beschrieben, das als einer der Hauptregulatoren der angeborenen 

Immunantwort vielfältige Funktionen hat. Es induziert eine erhöhte Expression von anderen 

pro-inflammatorischen Zytokinen wie IL-1, IL-6, IL-8, IFNs, TGFα und β, sowie 

koloniestimulierenden Faktoren, Adhäsionsmolekülen und Zytokinrezeptoren. Die Proliferation 

von Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen wird durch TNFα gesteigert. TNFα fördert 

außerdem die Expression von MHC-Antigenen, aktiviert die Phagozytose und das Einwandern 

von Leukozyten und übt so eine wichtige Funktion in der Abwehr gegen Bakterien und Parasiten 

aus. Auch an der Abwehr gegenüber Viren ist TNFα unter anderem durch die Induktion der 

Apoptose Virus-infizierter Zellen beteiligt. Für viele seiner Funktionen ist ein Zusammenwirken 

von TNFα mit anderen Mediatoren der Immunantwort entscheidend (Camussi et al., 1991). Auch 

im ZNS ist das Zytokin in regulatorische Prozesse involviert und an der synaptischen Plastizität 

sowie an Lern- und Gedächtnisprozessen beteiligt. Verschiedene rheumatische Erkrankungen 

wie die rheumatoide Arthritis sowie neurologische, kardiovaskuläre, entzündliche und 

respiratorische Erkrankungen sind mit einer übermäßig gesteigerten Produktion von TNFα 

assoziiert (Bradley, 2008; Olmos & Llado, 2014). Hauptsächlich produzieren aktivierte 

Makrophagen und T-Zellen TNFα, aber auch B-Zellen, NK-Zellen (natürliche Killerzellen), 

Endothelzellen und Fibroblasten können TNFα freisetzen. Dabei wird das Zytokin zunächst als 

membranständige Proform synthetisiert, von der Matrixmetalloproteinase TACE (TNFα 

converting enzyme) geschnitten und als lösliche Form sezerniert. Sowohl die membranständige 

als auch die lösliche Form von TNFα sind biologisch als Homotrimer aktiv (Bradley, 2008; Olmos 

& Llado, 2014). Die NF-κB-regulierte Genexpression von TNFα stellt eine positive Rückkopplung 

für dessen Synthese dar, da die Bindung von TNFα an seinen Rezeptor die Aktivierung von NF-

κB bewirkt. 
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1.3.3.2 IL-1β und IL-18 

Während die Produktion vieler Zytokine wie TNFα hauptsächlich auf Transkriptionsebene 

reguliert wird, ist für die Freisetzung der biologisch aktiven Zytokine IL-1β und IL-18 ein 

zusätzlicher proteolytischer Schritt nötig. Durch die Aktivierung von PRRs oder 

Zytokinrezeptoren wird die Genexpression und die nachfolgende Synthese der inaktiven 

Proformen von IL-1β und IL-18, pro-IL-1β bzw. pro-IL-18, induziert. Auch die Genexpression 

von Komponenten eines Multiproteinkomplexes, dem Inflammasom, wird auf diese Weise 

aktiviert. Dieses besteht aus mehreren Einheiten eines NLRs, wobei NLRP3 (NOD-like receptor 

family, pyrin domain containing protein 3) den am besten charakterisierten Rezeptor darstellt, 

des Adapterproteins ASC (apoptosis-associated speck like protein containing a caspase 

recruitment domain) und Caspase-1 (Shrivastava et al., 2016). Die Aktivierung des 

Inflammasoms führt anschließend zur proteolytischen Spaltung von pro-IL-1β und pro-IL-18 

sowie zur Freisetzung der biologisch aktiven Zytokine (Martinon et al., 2002). Abhängig ist 

dieser zweite Schritt von unterschiedlichen Stimuli, die eine Antwort auf eine Infektion oder 

verschiedene Stresssignale sein können und zu einer Änderung der intrazellulären 

Konzentration von Kalium (K+)- und Calciumionen (Ca2+) führen. Beispielweise kann eine hohe 

Konzentration an extrazellulärem Adenosintriphosphat (ATP) zu einem Ausströmen von K+ 

führen. Auch porenformende Toxine oder Viroporine können die Ionenkonzentration der Zelle 

verändern und das Inflammasom aktivieren (He et al., 2016; Martinon et al., 2009; Shrivastava et 

al., 2016). Diese Aktivierung führt zunächst zur autoproteolytischen Spaltung der als inaktives 

Zymogen synthetisierten pro-Caspase-1 in die aktive Caspase-1, die anschließend die Proteolyse 

von pro-IL-1β sowie pro-IL-18 zu den aktiven Zytokinen katalysiert (Chen & Ichinohe, 2015). 

Über welchen Mechanismus diese anschließend sezerniert werden, ist noch nicht geklärt. 

Studien zeigen, dass Pyroptose, eine Form des inflammatorischen Zelltods, welche auch durch 

die Aktivierung des Inflammasoms induziert werden kann, mit der Sekretion von IL-1β über 

Caspase-1-abhängige Poren in der Zellmembran verknüpft ist (Bergsbaken et al., 2009; Daniels 

& Brough, 2017). Auch über Exosomen und durch den Mechanismus der Autophagozytose kann 

IL-1β sekretiert werden (Dupont et al., 2011; Qu et al., 2007). In Abbildung 7 sind die Synthese 

sowie die Freisetzung der Zytokine TNFα, IL-1β und IL-18 schematisch dargestellt. 
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Abbildung 7: Synthese und Freisetzung der Zytokine TNFα, IL-1β und IL-18. 

Die Bindung von IL-1β an den IL-1R1 führt zur Aktivierung von NF-κB, wie in Abb. 5 beschrieben. Der 
aktivierte Transkriptionsfaktor induziert die Genexpression der Zytokine TNFα, IL-1β und IL-18. Während 
die Produktion von TNFα hauptsächlich auf Transkriptionsebene reguliert wird und die zunächst 
synthetisierte membranständige Proform von TACE in die lösliche, sezernierte Form gespalten wird, ist 
die Freisetzung von IL-1β und IL-18 von einem weiteren Regulationsschritt abhängig. Dabei führen das 
Ausströmen von K+ sowie der Einstrom von Ca2+ zur Aktivierung des Inflammasoms. Dieses besteht unter 
anderem aus dem Enzyme Caspase-1, welches nach seiner Aktivierung die funktionell inaktiven 
Proformen pro-IL-1β und pro-IL-18 in die aktiven Zytokine spaltet. Diese können über Exosomen, 
Autophagozytose oder durch Poren in der Zellmembran, die durch Pyroptose gebildet werden, freigesetzt 
werden.  
 

Während die Synthese und Freisetzung von IL-1β und IL-18 durch gleichartige Prozesse 

bestimmt wird, ist die ausgeübte Funktion der Zytokine sehr unterschiedlich. Für IL-18 wird 

beschrieben, dass es die angeborene Immunantwort mit der Produktion von IFN-γ verbindet. 

Dieses Zytokin gehört zu den T-Helfer-(Th)-Klasse 1-Zytokinen und wird von NK-Zellen, aber 

auch von antigenpräsentierenden Zellen als Antwort auf Infektionen produziert. Es induziert 

inflammatorische Prozesse wie die Phagozytose und die intrazelluläre Beseitigung von 

Pathogenen wie Bakterien und Pilzen. Dies wird unter anderem durch die Hochregulation der 

Antigenpräsentation mittels MHC-Klasse I- und –Klasse II-Komplexen erreicht. Ebenso ist IFN-γ 

an der Etablierung eines antiviralen Status durch die Induktion antiviraler Enzyme wie der 

Proteinkinase R (PKR) entscheidend beteiligt. Diese Serin/Threonin-Kinase, die durch dsRNA 

aktiviert wird, phosphoryliert den eukaryotischen Translationsinitiationsfaktor eIF-2 

(eukaryotic initiation factor 2) und inhibiert dadurch sowohl die virale, als auch die zelluläre 

Proteinsynthese. Darüber hinaus ist die PKR auch an der Aktivierung von NF-κB unter 

Beteiligung des IKK-Komplexes als Antwort auf dsRNA involviert (Schroder et al., 2004; Slaats et 

al., 2016; Zamanian-Daryoush et al., 2000). Studien zeigen, dass eine Stimulation von NK-Zellen 
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mit IL-18 in Kombination mit IL-12 zur Produktion von IFN-γ führt, während die Stimulation mit 

IL-18 zusammen mit IL-2 in NK-Zellen die Produktion von Th2-Zytokinen wie IL-13 induziert 

(Fujibayashi et al., 2007). Im Unterschied zu Th1-Zytokinen sind Th2-Zytokine an anti-

inflammatorischen und allergischen Prozessen sowie der Abwehr gegen parasitische Pathogene 

beteiligt. Th1-Zytokin-exprimierende Zellen werden als Th1-Zellen, Th2-Zytokin-exprimierende 

Zellen entsprechend als Th2-Zellen bezeichnet. IL-18 ist daher für die Regulation der Festlegung 

auf eine Th1- oder eine Th2-Immunantwort entscheidend (Chaix et al., 2008; Fujibayashi et al., 

2007; Nakanishi et al., 2001). Als Rezeptor für IL-18 ist IL-18R beschrieben, dessen Aktivierung 

auf analoge Weise zu IL-1R zur Aktivierung von NF-κB führt (Kojima et al., 1999; Nakanishi et 

al., 2001). Wie auch für TNFα ist somit für IL-18 und IL-1β eine positive Rückkopplung der 

Zytokinfreisetzung möglich. Für eine Vielzahl von Zelltypen ist die Produktion von IL-18 

beschrieben. Darunter sind sowohl Immunzellen wie Makrophagen und DCs als auch 

Immunzellen des ZNS wie Mikroglia. Aber auch Nicht-Immunzellen wie Epithelzellen des Darms 

und der Atemwege oder Zellen der Nebennierenrinde setzen IL-18 frei (Nakanishi et al., 2001).  

Auch IL-1β kann sowohl von Makrophagen und Mikroglia sowie von Keratinozyten, Fibroblasten 

oder Endothelzellen produziert werden. Ebenso sind Synoviozyten, die in der Gelenkinnenhaut 

vorkommen und eine entscheidende Rolle bei der Entstehung der rheumatoiden Arthritis 

spielen, in der Lage IL-1β zu produzieren (Ren & Torres, 2009). Für IL-1β ist eine Vielzahl von 

pro-inflammatorischen Funktionen beschrieben, die es zum Teil mit TNFα gemeinsam hat und 

die zur Bekämpfung von Mikroorganismen wie Viren entscheidend beitragen. Es führt zu einer 

Hochregulation von vielen anderen pro-inflammatorisch wirkenden Zytokinen und 

koloniestimulierenden Faktoren wie IL-2, IL-6, IL-12, aber auch von Adhäsionsmolekülen, Akut-

Phase-Proteinen oder Zytokinrezeptoren. Außerdem erhöht IL-1β die Produktion von 

Antikörpern und reduziert die Toleranz gegenüber Antigenen. Die Proliferation von 

verschiedenen Zellen wie Fibroblasten oder glatten Muskelzellen wird durch IL-1β verstärkt 

(Dinarello, 1996). Im Unterschied zu IL-18 induziert IL-1β eine Reduktion der IFN-γ Produktion, 

indem es die Expression der Cyclooygenase-2 (COX-2) induziert, die für die Prostaglandin-E2-

(PGE2)-Synthese entscheidend ist (Slaats et al., 2016). Für PGE2 wurde die Reduktion der IFN-γ 

Produktion in T-Zellen sowie die Differenzierung von naiven T-Zellen zu Th17-Zellen gezeigt 

(Napolitani et al., 2009). Auch über die Hochregulierung des Zytokins IL-6 führt IL-1β zur 

Induktion der Differenzierung zu Th17-Zellen (Bettelli et al., 2006). Neben Th1- und Th2-Zellen 

stellen Th17-Zellen eine weitere Spezies von Th-Zellen dar, zu denen naive T-Zellen 

differenzieren können. Th17-Zellen zeichnen sich durch eine hohe Produktion des Zytokins IL-

17 aus, das wichtig für die Rekrutierung von neutrophilen Zellen sowie die Abwehr gegen 

extrazelluläre Bakterien oder Pilze ist (van de Veerdonk et al., 2009). Th17-Antworten sind aber 

auch mit chronischen Entzündungen und Autoimmunerkrankungen wie der Multiplen Sklerose 
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oder der rheumatoiden Arthritis verknüpft (Ouyang et al., 2008). Zudem können Th17-

Antworten die Apoptose von virusinfizierten Zellen unterdrücken und zu einer Persistenz des 

Virus beitragen. Auch für parasitische Infektionen wurde eine Beteiligung von Th17-Antworten 

an persistenten Entzündungen gezeigt. Für eine effiziente Beseitigung von intrazellulären 

Pathogenen wie Viren oder parasitischen Infektionen scheinen daher eher eine starke Th1- bzw. 

Th2-Antwort entscheidend zu sein (van de Veerdonk et al., 2009). 

1.4 Problemstellung und Zielsetzung 

Der Transkriptionsfaktor NF-κB ist einer der Hauptregulatoren der angeborenen Immunantwort 

und für die Expression und Regulation von zahlreichen anti-viral wirkenden Faktoren 

verantwortlich. Daher haben viele Viren Strategien entwickelt, um die Aktivierung von NF-κB zu 

inhibieren und durch eine verzögerte Immunantwort ihre Replikation und Verbreitung im 

Organismus zu fördern. Auch für das SH-Protein von MuV, einem kleinen Protein mit 

hydrophober Transmembrandomäne, ist die Reduktion der NF-κB-Aktivierung nach Stimulation 

mit TNFα beschrieben. Alle bisherigen Studien zur Untersuchung der Funktion des SH-Proteins 

von MuV und anderer verwandter Paramyxoviren wurden mit rekombinanten Viren, bei denen 

die SH-Expression durch Deletion des SH-Gens verhindert ist, durchgeführt. Da aber die 

effiziente Replikation von Paramyxoviren von einer intakten Stöchiometrie des Virusgenoms, 

einem ausgeglichenen Gradienten der viralen mRNAs und der unbeeinflussten Expression der 

viralen Gene abhängt, kann die Deletion eines kompletten Gens schwerwiegende Folgen für die 

Replikation und damit eine veränderte Virulenz und Pathogenität des Virus zur Folge haben. Die 

Frage nach der Funktion des SH-Proteins als Virulenzfaktor steht damit im Mittelpunkt der 

vorliegenden Arbeit. In der vorangegangenen Diplomarbeit wurden rMuV mit der 

geringstmöglichen Genomveränderung erzeugt, bei denen entweder die SH-Expression aufgrund 

des Einfügens von drei Stoppkodons in das SH-Gen unterdrückt ist oder die Expression des SH-

Proteins durch Anfügen eines FLAG-Epitops in infizierten Zellen nachgewiesen werden kann. 

Mithilfe dieser Viren sollte nun in der vorliegenden Arbeit der Einfluss des SH-Proteins auf die 

NF-κB-Aktivierung im Detail untersucht und die Frage geklärt werden, ob das SH-Protein 

tatsächlich als Virulenzfaktor fungiert. Die hergestellten Viren sollten zunächst hinsichtlich ihres 

Wachstums, des ausgelösten CPEs und der Expression viraler Proteine untersucht werden. 

Außerdem sollte die Orientierung des SH-Proteins in der Membran infizierter Zellen bestimmt 

werden. Im zweiten Teil der Arbeit sollte die Phosphorylierung der NF-κB-

Signalwegskomponenten IKKβ und IκBα ebenso wie die Phosphorylierung der NF-κB-

Untereinheit p65 sowie dessen Translokation in den Zellkern als Maß für die NF-κB-Aktivierung 

hinsichtlich der Expression des SH-Proteins in rMuV-infizierten Zellen analysiert werden. 

Zudem sollte die Bedeutung der NF-κB-Aktivierung für das Wachstum der rMuV analysiert 
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werden. Bisher ist noch nicht bekannt, durch welchen Mechanismus und an welcher Position das 

SH-Protein in den Signalweg eingreift. Daher sollte zunächst der Einfluss des SH-Proteins auf die 

durch unterschiedliche Stimuli induzierte NF-κB-Aktivierung mittels eines Reportergenassays 

untersucht werden und die Angriffsposition durch die Aktivierung von NF-κB mittels 

Überexpression von Proteinen des Signalwegs näher charakterisiert werden. Eine mögliche 

Interaktion des SH-Proteins mit Proteinen des Signalwegs sollte anschließend mittels Co-

Immunpräzipitation analysiert werden.  

Im letzten Teil dieser Arbeit sollte die Bedeutung des SH-Proteins für die Modulation der 

Immunantwort durch MuV näher untersucht werden. Dazu sollte die Expression des Zytokins 

TNFα sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene in rMuV-infizierten Zellen untersucht 

werden. In vorangegangenen Arbeiten wurde nach rMuV-Infektion eine starke Hochregulation 

der Caspase-1-mRNA-Expression gezeigt. Deshalb sollte die Expression der durch NF-κB 

induzierten Zytokine IL-1β und IL-18, deren Freisetzung von der Spaltung durch Caspase-1 

abhängig ist, nach rMuV-Infektion sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene hinsichtlich des 

generellen Einflusses der rMuV-Infektion sowie den des SH-Proteins analysiert werden.  

Die Befunde dieser Arbeit sollen dazu beitragen, den Mechanismus und die Auswirkung der SH-

vermittelten NF-κB-Inhibition auf die Virusreplikation sowie den infizierten Wirt besser zu 

verstehen und damit die nötigen Vorarbeiten leisten, um ein verbessertes attenuiertes Impfvirus 

herstellen zu können. 
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2 Material 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

Acrylamid/Bisacrylamid (30 %; 37,5:1) Roth (D) 

Ampicillin Sigma-Aldrich (USA) 

APS (Ammoniumperoxodisulfat) Sigma-Aldrich (USA) 

Benzonase (Nuklease) Merck Millipore (D) 

Blasticidin Invitrogen (USA) 

BSA (bovines Serumalbumin) fest Roth (D) 

BSA (bovines Serumalbumin) flüssig (30 %) Pan Biotech (D) 

CMC (Carboxymethylcellulose) Sigma-Aldrich (USA) 

DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) Roth (D) 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Amresco (USA) 

dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate)  Thermo Scientific (USA) 

Ethanol Roth (D) 

EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure) Roth (D) 

FKS (Fötales Kälberserum) Pan Biotech (D) 

Glycerin Roth (D) 

Glycin Roth (D) 

IL-1β (Interleukin-1β) InvivoGen (USA) 

Invitrogen™ Ambion™ TURBO™ DNase Thermo Scientific (USA) 

Isopropanol Roth (D) 

Lipofectamine® RNAiMAX Transfection Reagent Thermo Scientific (USA) 

L-Glutamin Lonza (CH) 

LPS-EK Ultrapure E.coli strain K12 InvivoGen (USA) 

Lumi-LightPLUS Western Blotting Substrate Sigma-Aldrich (USA) 

Lysoform Lysoform Dr. Hans Rosemann 

GmbH (D) 

Magermilchpulver Sucofin (D) 

MEM (10x, minimum essential medium) Sigma-Aldrich (USA) 

Methanol Roth (D) 

Mowiol Calbiochem (USA) 

Natriumazid Merck (D) 

Natriumcarbonat Promega (USA) 

Natriumhydrogencarbonat Merck (D) 
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Natriumhydroxid Merck (D) 

nProtein A Sepharose 4 Fast Flow GE Healthcare (UK) 

PageRuler™ Prestained Protein Ladder Thermo Scientific (USA) 

Pam3CSK4  InvivoGen (USA) 

Penicillin/Streptomycin Thermo Scientific (USA) 

PFA (Paraformaldehyd) Alfa Aesar, Thermo Scientific (UK) 

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) Sigma-Aldrich (USA) 

poly(I:C) (Polyriboinosinic:Polyribocytidylic Säure) InvivoGen (USA) 

Protease Inhibitor Cocktail (Kat. Nr. P8340) Sigma-Aldrich (USA) 

RevertAid Reverse Transcriptase Thermo Scientific (USA) 

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µL) Thermo Scientific (USA) 

Salzsäure Roth (D) 

SDS (Sodiumdodecylsulfat) Sigma-Aldrich (USA) 

TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin) Roth (D) 

Terralin Schülke & Mayr (D) 

TNFα (Tumornekrosefaktor α) PromoKine (D) 

TMB (3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) Mikrogen Diagnostik (D) 

TRIS (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan) Roth (D) 

Trition X-100 Calbiochem (USA) 

Trypsin 0,05 %/EDTA 0,02 % Pan Biotech (D) 

Tween 20 Roth (D) 

X-tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent Sigma-Aldrich (USA) 
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2.2 Antikörper 

anti-β-Aktin (# 4970) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-FLAG M2 Affinity Gel (# A2220) Sigma-Aldrich (USA) 

anti-FLAG-APC (# 637307) BioLegend (USA) 

anti-FLAG M2 (# F1804) Sigma-Aldrich (USA) 

anti-Mumps-F (# Mab846) Merck Millipore (USA) 

anti-GAPDH (# 5174)  Cell Signaling Technology (USA) 

anti-IκBα (# 4814) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-IKKβ (# 2684) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-IL-1β (Propeptid) (# 12703) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-IL-18 (Propeptid) (# MAB646) R&D Systems (USA) 

anti-IRAK1 (# 4504) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Kaninchen IgG-HRP (# 7074) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Mumps NP (# sc-57919) Santa Cruz Biotechnology, Inc. (USA) 

anti-MyD88 (# 4283) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Maus IgG-HRP (# 7076) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-NF-κB p65 (# 8242) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Phospho-IκBα (Ser32) (# 2859) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Phospho-IKKα/β (Ser176/180) (# 2697) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-Phospho-NF-κB p65 (Ser536) (# 3033) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-RIP1 (# 3493) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-TLR3 (# 6961) Cell Signaling Technology (USA) 

anti-TNFR1 (# 3736) Cell Signaling Technology (USA) 

Kaninchen IgG (unspezifisch) (# 011-000-002) Dianova (D) 

Maus IgG (unspezifisch) (# 015-000-002) Dianova (D) 

Ziege Fab anti-Maus IgG (H+L)-Alexa Fluor 488  

(# 115-547-003) 

Dianova (D) 

Ziege Fab anti-Kaninchen IgG (H+L)-Cy3  

(# 111-167-003) 

Dianova (D) 
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2.3 Nukleinsäuren 

2.3.1 Plasmide 

pcDNA3-IKKβ Expression von IKKβ (S. Goodbourn, UK) 

pcDNA-SHJL-C-HA Expression von SH von MuV (Stamm Jeryl Lynn) mit C-

terminalem HA-Epitop (M. Woznik, D) 

pcDNA-SHPAT-C-HA Expression von SH von MuV (Patientenisolat, Genotyp G) mit 

C-terminalem HA-Epitop (M. Woznik, D) 

pCMV-βGal Expression der β-Galactosidase, (S. Goodbourn, UK) 

pCMV-HA  Clontech (USA) 

pCMV-N-flag-SHJL Expression von SH von MuV (Stamm Jeryl Lynn) mit N-

terminalem FLAG-Epitop (Bergmann, 2011) 

pCMV-N-HA-SHJL Expression von SH von MuV (Stamm Jeryl Lynn) mit N-

terminalem HA-Epitop (Rödner, 2011) 

pCMV-N-HA-SHPat Expression von SH von MuV (Patientenisolat, Genotyp G) mit 

N-terminalem HA-Epitop (C. Rödner, 2011) 

pCMV-TAK1  Expression von TAK1 (K. Matsumoto, J) 

pFLAG-CMV2-TRAF2 Expression von TRAF2 (W. Brune, D) 

pME18SFLAG-TRAF6 Expression von TRAF6 (W. Brune, D) 

p(PRDII)5tkΔ(-39)lucter Expression der Luciferase des Leuchtkäfers Photinus pyralis 

unter der Kontrolle von NF-κB Bindeelementen des IFN-β 

Promotors (S. Goodbourn, UK) 

pUNO.MyD88 Expression von MyD88 (Invivogen, USA) 

2.3.2 Oligonukleotide (Primer) 

Die Oligonukleotide wurden bei der Firma Metabion (D) im kleinstmöglichen Maßstab bestellt. 

Primer für die quantitative Real-Time-PCR: 

Oligo(dT)18 Primer  cDNA Synthese, Thermo Scientific (USA) 

3427  MuVN687-F 5‘-GTATGACAGCGTACGACCAACCT-3‘ 

3428  MuVN668-R 5‘-GCGACCTTGCTGCTGGTATT-3‘ 

3506  GAPDH_fwd 5‘-TCTTCCAGGAGCGAGATCCC-3‘ 

3507  GAPDH_rev 5‘-AGGGGGCAGAGATGATGAC-3‘  

3776  IL-1beta_fwd 5‘-CAGCTACGAATCTCCGACCAC-3‘ 

3777  IL-1beta_rev 5‘-GGCAGGGAACCAGCATCTTC-3‘ 

3778  IL-18_fwd 5‘-TGTCGCAGGAATAAAGATGGCT-3‘ 
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3779  IL-18_rev 5‘-CCTTGGTCAATGAAGAGAACTTGGT-3‘ 

3781  TNFα_fwd (181) 5‘-GAAGAGTTCCCCAGGGACCTCTC-3‘ 

3785  TNFα_rev (274) 5‘-CATGGGCTACAGGCTTGTCAC-3‘ 

Sequenzierungsprimer:  

1219 (pCMV, sense) 5‘-GGATGTTGCCTTTACTTCTAG-3‘  

1270 (pCMV, antisense) 5‘-ATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTC -3‘  

T7 (T7 Promotor, sense) 5‘-TAATACGACTCACTATAGGG-3‘  

BGH (Bovine growth hormone terminator, 

antisense) 

5‘-TAGAAGGCACAGTCGAGG-3‘ 

2.3.3 siRNA 

FlexiTube GeneSolution GS7098 for TLR3 Qiagen (D) 

AllStars Negative Control siRNA Qiagen (D) 

2.4 Medien 

2.4.1 Medien für eukaryotische Zellen 

Medium Komponenten 

DMEM 3,7 g NaHCO3 

13,3 g DMEM-Pulver (Thermo Scientific, USA) für 1 l, ad. H2O, 

pH 7,2 (HCl), sterilfiltrieren 

RPMI 1640 2 g NaHCO3 

10,43 g RPMI 1640-Pulver (Thermo Scientific, USA) für 1 l,  

ad. H2O, pH 7,2 (HCl), sterilfiltrieren 

Opti-MEM® I, GlutaMAX™  Thermo Scientific, USA 

2.4.2 Medien für Bakterien 

Medium Komponenten 

LB-Flüssigmedium 10 g/l Bacto Trypton (BD GmbH, D) 

5 g/l Bacto Yeast Extract (BD GmbH, D) 

10 g/l NaCl pH 7,5 (NaOH) 

LB-Festmedium 15 g/l Agar No. 1 (Oxoid, UK) in LB-Flüssigmedium 
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2.5 Zellen 

2.5.1 Eukaryotische Zelllinien 

Den verwendeten Medien wurden zusätzlich 2 mM Glutamin, 100 U/ml Penicillin und 100 μg/ml 

Streptomycin zugesetzt. 

Zelllinie Organismus Organ Medium 

A549 Mensch Lunge DMEM, 5 % FKS 

HEK293G Mensch Niere DMEM, 5 % FKS 

THP-1 Mensch Blut RPMI 1640, 10 % FKS 

Vero76 grüne Meerkatze Niere DMEM, 5 % FKS 

2.5.2 Bakterienstämme 

One Shot® TOP10 Chemically Competent E. coli Invitrogen (USA) 

2.6 Viren 

Die verwendeten Viren basieren auf dem Genom des MuV Stamms Jeryl Lynn. 

rMuV-SH (Franz, 2012)  

rMuV-SHstop (Franz, 2012)  

rMuV-SH-C (Franz, 2012)  

rMuV-SHstop-C (Franz, 2012)  

rMuV-FL (Grützke, 2011) 

2.7 Puffer 

2.7.1 Fertige Puffer 

5x Reaction Buffer  
(für RevertAid Reverse Transcriptase) 

Thermo Scientific (USA) 

10x Reaction Buffer (für TURBO DNase) Thermo Scientific (USA) 

RestoreTM Western Blot Stripping Buffer Thermo Scientific (USA) 

RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay) Puffer Sigma-Aldrich (USA) 

Roti-Load 1 Roth (D) 

  



Material 

 

30 

2.7.2 Angesetzte Puffer 

Blockpuffer I (Western Blot) 5 % Magermilchpulver in PBS-T0,1 

Blockpuffer II (Western Blot) 5 % BSA in TBS-T0,1 

Blockpuffer III (Western Blot) 3 % Magermilchpulver in TBS-T0,1 

Blockpuffer IV (Western Blot) 5 % Magermilchpulver in TBS-T0,1 

Blockpuffer V (Immunfluoreszenz Assay) 1 % BSA in PBS-T0,05 

Blockpuffer VI  

(Immuncolorimetrischer Assay) 

5 % FKS 

0,6 % BSA 

0,1 % Tween 20 

in PBS 

CMC-Overlay  

(Immuncolorimetrischer Assay) 

6 ml 10x MEM 

3 ml FKS 

2,2 ml Natriumhydrogencarbonat (7,5 %) 

1 ml Penicillin/Streptomycin 

50 ml CMC (1 %) 

ad DMEM 100 ml 

FACS-PBS 2,5 % FKS 

0,05 % Natriumazid 

ad PBS 500 ml 

Lysispuffer Co-IP  

(Co-Immunpräzipitation) 

50 mM TRIS pH 7,4 (HCl) 

150 mM NaCl oder 250 mM NaCl 

1 mM EDTA 

1 % Triton X-100 

Protease Inhibitor Cocktail 1/100 

PBS 137 mM NaCl  

6,46 mM Na2HPO4 x 2 H2O 

1,47 mM KH2PO4 

2,68 mM KCl 

in H2O, pH 7,2 

PBS-T0,05 0,05 % Tween 20 in PBS 

PBS-T0,1 0,1 % Tween 20 in PBS 

Sammelgelpuffer (SDS-PAGE) 1 M TRIS pH 6,8 (HCl) 

in H2O 
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10x SDS-Laufpuffer (SDS-PAGE) 0,25 M TRIS 

2 M Glycin 

1 % SDS 

in H2O 

TBS 50 mM TRIS pH 7,4 (HCl) 

150 mM NaCl 

in H2O 

TBS-T0,1 0,1 % Tween 20 in TBS 

Trenngelpuffer (SDS-PAGE) 1,5 M TRIS pH 8,8 (HCl) 

in H2O 

Transferpuffer (Western-Blot) 3 Teile 1x SDS-Laufpuffer 

5 Teile H2O 

1 Teil Methanol 

2.8 Verbrauchsmaterialien 

Combitips advanced Eppendorf (D) 

Deckgläschen Sarstedt (D) 

Einweg-Reaktionsgefäße Eppendorf (D), SLG (D), TPP (CH), Thermo 

Scientific (USA), Sarstedt (D) 

Filterpapier extra dick Biorad (USA), GE Healthcare (UK) 

Filterpapier dünn VWR (USA) 

Glaspipetten Brand (D), Hirschmann (D) 

Glaswaren Schott (D) 

Handschuhe Kimberly-Clark (USA), Ansell (USA) 

Kanülen Braun (D) 

Kryoröhrchen Thermo Scientific (USA) 

LUNA Zählkammer Logos Biosystems (USA) 

Objektträger Roth (D) 

Parafilm Pechiney Plastic Packaging (USA) 

Petrischalen Greiner (D) 

Pipettenspitzen Thermo Scientific (USA), Eppendorf (D) 

PVDF Western Blotting Membran Sigma-Aldrich (USA) 

Sterilfilter Sartorius (D) 

Vivaspin 20 (300.000 Dalton) Sartorius (D) 

Zellkulturgefäße (Flaschen, Platten, Schalen) Thermo Scientific (USA), Sarstedt (D) 
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2.9 Geräte 

ABI PRISM Genetic Analyzer Applied Biosystems (USA) 

ABI PRISM 377 DNA Sequencer Applied Biosystems (USA) 

Absaugpumpe Vacusafe comfort Integra Bioscience (D) 

Advanced Fluoreszenz Imager Intas Science Imaging (D) 

Blotapparatur   Biorad (USA) 

Brutschrank (CO2-Inkubator)   Binder (D) 

Durchlichtmikroskop  Nikon (J), Zeiss (D) 

Einfrierbox neoLab (D) 

Durchflusszytometer „BD FACSCalibur“ BD Biosciences (USA) 

Feinwaage Kern und Sohn (D), Mettler-Toledo (D), 

Sartorius (D) 

Gefrierschränke (-20 °C, -80 °C, -150 °C)  AEG (D), Bosch (D), Sanyo (J), Heraeus 

Sepatech (D), Liebherr (D) 

Gelelektophoresekammer (SDS-PAGE) GE Healthcare (UK) 

Heizblock Biosan (LV) 

Horizontalschüttler Biometra (D), Bibby Scientific Limited (UK), 

Scientific Industries (USA) 

Kamera für Durchlichtmikroskop Nikon (J) 

konfokales Laserscanmikroskop LSM 780  Zeiss (D) 

Kühlschränke (4 °C) Liebherr (D), Bosch (D) 

Laborzentrifuge Thermo Scientific (USA), Heraeus Sepatech 

(D), Labnet (USA) 

LightCycler 480 Instrument II Roche (D) 

LUNA Automated Cell Counter Logos Biosystems (USA) 

Magnetrührer IKA (D) 

Nanodrop ND-8000 PEQLAB (D) 

pH-Messgerät Sartorius (D) 

Photometer „FLUOstar“ BMG Labtech (D) 

Pipetboy Integra Bioscience (D) 

Pipetten Gilson (USA), Eppendorf (D) 

Schüttel-Inkubator GFL (D) 

Spannungsgeräte Biometra (D) 

Sicherheitswerkbank Thermo Scientific (USA) 

Thermocycler TPersonal/T3000 Biometra (D) 
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Thermomixer comfort Eppendorf (D) 

Tischzentrifuge   Thermo Scientific (USA), Eppendorf (D) 

Vortexer IKA (D), Bibby Scientific Limited (UK), 

Heidolph (D), Labinco (NL), Scientific 

Industries (USA) 

Wärmeschrank EUROTHERM by Schneider Electric Systems 

(D) 

Wasserbad Haake (D) 

2.10 Kits 

ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing 

Ready Reaction Kit 

Applied Biosystems (USA) 

β-Galactosidase Enzyme Assay System with Reporter 

Lysis Buffer 

Promega (USA) 

Human IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit R&D Systems (USA) 

Human IL-18 ELISA Kit MBL (J) 

Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit R&D Systems (USA) 

NucleoBond Xtra Maxi Kit Macherey-Nagel (D) 

ONE-Glo™ Luciferase Assay System Promega (USA) 

Pierce™ BCA Protein Assay Kit Thermo Scientific (USA 

RNeasy Mini Ki Qiagen (D) 

SYBR® Green PCR Master Mix Thermo Scientific (USA) 
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2.11 Software und Webseiten 

ABI PRISMTM DNASequencing Analysis Applied Biosystems (USA) 

Adobe Illustrator CS6 Adobe Systems Inc. (USA) 

Adobe Photoshop CS6 Adobe Systems Inc. (USA) 

Cell Quest Pro 6.0 BD Biosciences (USA) 

EndNote X7  Thomson Reuters (USA) 

FileMaker Pro FileMaker Inc. (D) 

GraphPad Prism 7 GraphPad Software, Inc. (USA) 

Geneious Pro 5.4.3 Biomatters Ltd. (NZ) 

Intas Chemostar Professional Intas Science Imaging (D) 

LabImage 1D Kapelan Bio-Imaging (D) 

Nanodrop 8000 V2.2.1 PEQLAB (D) 

NCBI-Homepage www.ncbi.nlm.nih.gov/ 

Microsoft Exel (2010) Microsoft (USA) 

Microsoft PowerPoint (2010) Microsoft (USA) 

Microsoft Word (2010) Microsoft (USA) 

Omega-Control 3.00 R3 BMG Labtech (D) 

Omega MARS-Data Analysis 3.01 R2 BMG Labtech (D) 

Zen2010 Zeiss (D) 
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3 Methoden 

3.1 Molekularbiologische Methoden  

3.1.1 Transformation von Plasmid-DNA in chemisch kompetente E. coli 

Plasmide sind zirkuläre, doppelsträngige DNA-Moleküle bakteriellen Ursprungs. Durch das 

Vorhandensein eines Replikationsursprungs (origin of replication, ORI) können sie sich autonom 

replizieren. Plasmide, die als Werkzeug in der Molekularbiologie eingesetzt werden, weisen als 

Selektionsmarker ein Antibiotikaresistenzgen sowie eine multiple Klonierungsstelle (multiple 

cloning site, MCS) auf. Über die MCS kann Fremd-DNA in das Plasmid integriert werden. 

Viele Bakterien können aus ihrer Umgebung genetisches Material aufnehmen, allerdings nur mit 

einer geringen Effizienz. Diese kann durch verschiedene Methoden erhöht werden, man spricht 

von der Erzeugung einer künstlichen Kompetenz, wobei zwischen chemischen und 

elektrokompetenten Bakterien unterschieden wird. Während die chemische Kompetenz zum 

Beispiel durch die Behandlung mit Calciumchlorid erzeugt wird, lässt sich Fremd-DNA in 

elektrokompetente Bakterien über Elektroporation einschleusen. Für die in dieser Arbeit 

durchgeführten Transformationen wurden die chemisch kompetenten One Shot® TOP10 

Chemically Competent E. coli verwendet. Diese wurden auf Eis aufgetaut, bevor 0,5 – 2,5 µl 

Plasmid-DNA zu 25 µl Bakteriensuspension gegeben wurden. Nach vorsichtigem Mischen wurde 

der Ansatz für 30 min auf Eis inkubiert, dann erfolgte ein Hitzeschock bei 42 °C für 45 s und 

darauf eine erneute Inkubation auf Eis für 3 min. Nach dieser wurden 200  µl vorgewärmtes, 

antibiotikafreies SOC-Medium zum Ansatz gegeben. Der Ansatz wurde kurz inkubiert und die 

Bakterien danach auf antibiotikahaltige LB-Platten (70 µg/ml Ampicillin) ausplattiert. Das 

verwendete Antibiotikum ist hierbei vom im transformierten Plasmid enthaltenen Resistenzgen 

abhängig. Die Platten wurden über Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. 

3.1.2 Präparation von Plasmid-DNA 

3.1.2.1 Anlegen von bakteriellen Flüssigkulturen 

Um die transformierten Plasmide zu vermehren, wurde eine einzelne Bakterienkolonie von 

einer LB-Platte gepickt und in 5 ml LB-Flüssigmedium (70 µg/ml Ampicillin) überführt. Die 

Kultur wurde über Nacht (12 – 16 h) bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Am folgenden Tag 

wurden 200 µl der Über-Nacht-Kultur in 200 ml frisches, antibiotikahaltiges LB-Flüssigmedium 

überführt. Diese größere Kultur wurde ebenfalls zur Vermehrung der Bakterien über Nacht (12 

– 16 h) bei 37 °C unter Schütteln inkubiert. Anschließend wurden die Bakterien durch 

Zentrifugation bei 7100 rpm bei 4 °C für 10 min pelletiert. Der Überstand wurde verworfen und 

die Zellpellets wurden für die Plasmid-Isolation verwendet. 
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3.1.2.2 Isolierung von Plasmid-DNA 

Die Lyse der transformierten und über Nacht vermehrten Bakterien wurde basierend auf der 

NaOH/SDS (Natriumdodecylsulfat)-Lysemethode nach Birnboim und Doly durchgeführt 

(Birnboim & Doly, 1979). Hierbei wird SDS verwendet, um die Zellmembran aufzulösen und die 

Proteine zu denaturieren, während NaOH die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA 

Basen auflöst und doppelsträngige zu einzelsträngiger DNA denaturiert. Bei der anschließenden 

Neutralisation wird Kaliumacetat verwendet, um den pH-Wert der Suspension zu reduzieren, so 

dass sich die Wasserstoffbrückenbindungen wieder ausbilden können. Da sich die 

Doppelstränge der genomischen DNA aufgrund ihrer Größe nicht mehr richtig zurückbilden 

können, dies bei den wesentlich kleineren Plasmiden aber möglich ist, erfolgt in diesem Schritt 

die Trennung der Plasmid- von der genomischen DNA. Letztere fällt zusammen mit den 

denaturierten Proteinen als weißes Präzipitat aus und kann abgetrennt werden. Die Reinigung 

und Konzentrierung der Plasmid-DNA erfolgte über eine Anionenaustauschersäule, bei der die 

negativen Phosphatgruppen der DNA an positiv geladene Siliciumbeads des Säulenmaterials 

binden. Zur Aufreinigung wurde das NucleoBond Xtra Maxi Kit verwendet. 

Das Bakterienpellet wurde dabei zunächst in 12 ml Puffer RES resuspendiert, der RNase A zur 

Degradation von RNA enthält. Die Lyse und Denaturierung erfolgte durch die Zugabe von 12 ml 

Puffer LYS, anschließendem Mischen und einer Inkubation des Ansatzes für 5 min bei RT. Zur 

Neutralisation wurden 12 ml Puffer NEU hinzugegeben und der Ansatz erneut gemischt. Die 

NucleoBond Xtra-Säule wurde mit 25 ml Puffer EQU equilibriert, bevor der Ansatz über einen 

Filter auf die Säule überführt wurde. Der Filter dient zur Trennung des Präzipitats, so dass nur 

der flüssige Anteil des Ansatzes mit der Plasmid-DNA auf die Säule gelangt. Anschließend 

wurden Filter und Säule mit 15 ml Puffer EQU gewaschen, wonach der Filter entfernt und die 

Säule mit 25 ml Puffer WASH gewaschen wurde. Die Elution der gebundenen Plasmid-DNA 

erfolgte über die Zugabe von 15 ml Puffer ELU, die anschließende Entsalzung und Fällung der 

Plasmid-DNA durch Zugabe von 10,5 ml Isopropanol zum Eluat. Nach Mischen des Ansatzes und 

einer Inkubation für 2 min, wurde dieser unter Zuhilfenahme einer Spritze durch den 

NucleoBond Finalizer Large gedrückt, wobei die Plasmid-DNA an der Membran gebunden wurde. 

Anschließend wurden 5 ml Ethanol (70 %) ebenfalls durch den Finalizer Large gedrückt. Nach 

dem Trocknen der Membran wurde die gebundene Plasmid-DNA mit 500 µl TRIS 

(Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)-Puffer eluiert und ihre Konzentration mittels Nanodrop 

bestimmt (Kap. 3.1.4). 
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3.1.2.3 Einbringen von Bakterienklonen in die Stammsammlung 

Für die dauerhafte Lagerung von Plasmiden wurden diese nach der Bestätigung der Sequenzen 

(Kap. 3.1.3) als Bakterienkultur in der Stammsammlung archiviert. Hierzu wurden 500 µl einer 

Über-Nacht-Kultur (Kap. 3.1.2.1) mit 500 µl Glycerin (30 %) in einem Kryoröhrchen gemischt 

und nach kurzer Inkubationszeit in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der 

Röhrchen erfolgte bei -80 °C, wobei für jedes Plasmid drei Röhrchen archiviert wurden. 

3.1.3 Sequenzierung von DNA 

Zur Überprüfung der Richtigkeit der Sequenz der verwendeten Plasmide wurde die 

Kettenabbruchmethode nach Sanger (Sanger et al., 1977) angewandt. Bei dieser wird einer der 

komplementären DNA-Stränge ausgehend von einem Primer durch eine DNA-Polymerase 

verlängert. Zusätzlich zu Desoxyribonukleotiden (dNTPs) enthält der Reaktionsansatz auch 

Fluoreszenz-markierte-2’-,3’-Didesoxyribonukleotide (ddNTPs), die keine 3´OH-Gruppe am 

Ribosering besitzen und dadurch zu einem vorzeitigen Ende des Einbaus an Nukleotiden führen. 

Aufgrund der statistisch verteilten Kettenabbrüche entstehen unterschiedlich lange DNA-

Fragmente, die anschließend über Kapillarelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt und 

analysiert werden. 

Die Sequenzierungen wurden mit dem ABI PRISM Big Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction Kit  durchgeführt. Dieses enthält die ddNTPs zusammen mit einer DNA-Polymerase in 

einem geeigneten Puffersystem (Big Dye 3.1-Premix). Die vier Basen sind mit unterschiedlichen 

Fluoreszenzfarbstoffen markiert. Der in Tabelle 1 angegebene Reaktionsansatz wurde für die 

Durchführung der Sequenzierungsreaktion hergestellt. Anschließend wurde die 

Sequenzierungsreaktion mit den in Tabelle 2 angegebenen Bedingungen durchgeführt. Die 

erzeugten Fragmente wurden nachfolgend mittels Kapillarelektrophorese ihrer Größe nach 

aufgetrennt, wobei die Farbstoffmoleküle durch einen Laser angeregt und die detektierten 

Signale durch einen Photomultiplier verstärkt wurden. Mittels einer Software wurde die 

entsprechende Nukleotidsequenz generiert.  

Tabelle 1: Reaktionsansatz der Sequenzierungsreaktion 

Reagenz eingesetzte Menge/Konzentration 

DNA 150 – 350 ng 

Primer 0,5 µM 

Big Dye 3.1-Premix  2 µl 

H2O ad 10 µl 
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Tabelle 2: Programm der Sequenzierungsreaktion 

 Temperatur Zeit Zyklenanzahl 

 96 °C 60 s  

Denaturierung 96 °C 15 s  

Annealing 50 °C 15 s 25x 

Elongation 60 °C 240 s  

 4 °C ∞  

 

3.1.4 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsäuren 

Die Konzentration von DNA oder RNA wurde durch photometrische Messung der optischen 

Dichte (OD) bei einer Wellenlänge von 260 nm mittels des NanoDrop 8000 Spektrometers 

(PEQLAB) bestimmt. Eine OD260 von 1,0 entspricht hierbei einer Konzentration von 50 µg/ml 

DNA oder 40 µg/ml RNA. Zusätzlich wurde die OD bei einer Wellenlänge von 280 nm bestimmt, 

um den Grad der Verunreinigung durch Proteine anzuzeigen, da aromatische Aminosäuren bei 

280 nm ein Absorptionsmaximum haben. Der Quotient OD260/OD280 beträgt für reine DNA 1,8 

und für reine RNA 2,0. Um den Grad der Verunreinigung durch Zuckermoleküle oder 

schwefelhaltige Verbindungen anzuzeigen, wurde des Weiteren die OD bei einer Wellenlänge 

von 230 nm bestimmt, da diese Verbindungen bei dieser Wellenlänge absorbieren. Für reine 

DNA oder RNA liegt der Quotient OD260/OD230 zwischen 2,0 und 2,2. Vor der Messung der Probe 

wurde das Gerät mit dest. H2O initialisiert und mit dem Puffer, in dem die Nukleinsäuren gelöst 

wurden, kalibriert. Anschließend wurden 2 µl Probe vermessen und die Konzentration der 

Nukleinsäuren in ng/µl sowie die beschriebenen Quotienten durch die zugehörige Software 

berechnet. 

3.1.5 Quantitative Real-Time-PCR 

Wie eine herkömmliche Polymerase-Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction, PCR) dient die 

quantitative Real-Time-PCR der Vervielfältigung von kurzen DNA-Bereichen, bei der im 

Unterschied zur herkömmlichen PCR die Menge an Produkten während der exponentiellen 

Phase in Echtzeit bestimmt werden kann. So ist es möglich, Unterschiede in der Expression 

verschiedener Gene zu untersuchen und zu quantifizieren. Für die Untersuchung der 

Genexpression wurde in dieser Arbeit zunächst die RNA aus den zu untersuchenden Zellen 

extrahiert, in cDNA umgeschrieben und diese als Template für die nachfolgende quantitative 

Real-Time-PCR eingesetzt, bei der die Menge der Produkte mittels des in die DNA 

interkalierenden Farbstoffs SYBR Green I bestimmt wurde. 

http://de.wikipedia.org/wiki/Denaturierung_%28Biochemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Primerhybridisierung
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3.1.5.1 Extraktion von RNA 

Die Extraktion von RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit durchgeführt, wobei die Aufreinigung 

der RNA auf der spezifischen Bindung an einer Siliziummembran beruht. Für die Durchführung 

wurden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen (Kap. 3.2.1) nach der dem Versuch 

entsprechenden Behandlung zweimal mit PBS (phosphate buffered saline) gewaschen und durch 

die Zugabe von 600 µl des denaturierenden, Guanidiniumthiocyanat-haltigen RLT-Puffers 

lysiert. Durch Zugabe des Puffers werden RNasen sofort inaktiviert, um die Aufreinigung von 

intakter RNA sicherzustellen. Nach der Homogenisierung des Lysats durch Zentrifugation im 

QIAschredder bei 13.000 rpm für 2 min, wurde dem Durchfluss 600 µl Ethanol (70 %) zugefügt, 

um optimale Bedingungen für die Bindung zu schaffen. Die Probe wurde anschließend auf ein 

RNeasy Spin-Röhrchen überführt, an dessen Siliziummembran die RNA bindet, wozu eine 

Zentrifugation bei 13.000 rpm für 15 s erfolgte. Kontaminationen wurden durch Zugabe von 350 

µl RW1-Puffer und einer Zentrifugation bei 13.000 rpm für 15 s entfernt. Zur Sicherstellung, 

dass keine DNA mit aufgereinigt wird, wurde ein DNase-Verdau für 20 min bei 37 °C 

durchgeführt. Nach diesem erfolgte erneut ein Waschschritt mit RW1-Puffer, bevor die 

Membran zweimal mit jeweils 500 µl Ethanol-haltigem RPE-Puffer gewaschen wurde. Für die 

Elution wurden 20 µl RNase-freies Wasser auf die Membran pipettiert und die RNA durch 

Zentrifugation bei 13.000 rpm für 1 min in ein neues Reaktionsgefäß eluiert. Dieser 

Elutionsschritt wurde einmal wiederholt. Das Kit ermöglicht eine Anreicherung von mRNA, da 

nur RNA-Moleküle, die mindestens 200 Nukleotide lang sind, aufgereinigt und rRNA (ribosomale 

RNA) und tRNA (Transfer-RNA) daher ausgeschlossen werden. Die Konzentration der eluierten 

RNA wurde wie in Kap. 3.1.4 beschrieben bestimmt.  

3.1.5.2 cDNA-Synthese 

Bevor die PCR-Reaktion durchgeführt werden kann, muss die extrahierte RNA zunächst in 

komplementäre DNA (complementary DNA, cDNA) umgeschrieben werden. Hierzu wurde die 

RevertAid Reverse Transcriptase eingesetzt, eine rekombinante Reverse Transkriptase des 

Moloney Murine Leukemia Virus, die eine RNA-abhängige und DNA-abhängige 

Polymeraseaktivität besitzt. Sie synthetisiert komplementär zur RNA ein einzelsträngiges cDNA-

Molekül. Für die Synthese wurden zunächst, wie in Tabelle 3 angegeben, 1000 ng RNA mit einem 

synthetischen einzelsträngigen 18-mer Oligonukleotid, das als Primer dient, für 5 min bei 65 °C 

inkubiert. Anschließend wurden 8 µl des in Tabelle 4 angegebenen Mastermixes, welcher die 

Reverse Transkriptase enthält, zu der Probe pipettiert und diese für 1 h bei 44 °C inkubiert. Zum 

Abstoppen der Reaktion wurde die Probe abschließend für 5 min bei 70 °C erhitzt. Die cDNA 

wurde bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert. Wurden bei der quantitativen Real-Time-PCR 

Primer verwendet, die nicht Exon-übergreifend sind, musste auch ein Ansatz, bei dem Wasser 
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anstatt der Reversen Transkriptase zugegeben wurde, mitgeführt werden. Mittels dieser 

Kontrolle kann eine Kontamination der untersuchten Proben durch genomische DNA 

ausgeschlossen werden.  

Tabelle 3: Reaktionsansatz für die Inkubation von RNA und Primer 

Reagenz eingesetzte Menge/Konzentration 

RNA 1000 ng 

Oligo(dT)18-Primer (100 pmol) 1 µl  

H2O ad 12 µl 

 

Tabelle 4: Reaktionsansatz für den Mastermix für die cDNA-Synthese 

Reagenz eingesetzte Menge/Konzentration 

5x Reaktionspuffer 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor 40 U 

dNTP mix (10 mM) 2 µl 

Reverse Transkriptase 200 U 

 

3.1.5.3 Quantitative Real-Time-PCR 

Wie die herkömmliche PCR läuft auch die quantitative Real-Time-PCR in drei Schritten ab, die 

zyklisch wiederholt werden. Bei jedem Zyklus kommt es zu einer Verdopplung der gewünschten 

DNA-Bereiche. Wird von z Template-Molekülen ausgegangen, liegen nach n Zyklen 𝑧 × 2𝑛 

gewünschte DNA-Fragmente vor, es kommt zu einer exponentiellen Vervielfältigung. Die drei 

Schritte eines Zyklus bestehen aus der Denaturierung der DNA, der Anlagerung (Annealing) von 

Primern und der Kettenverlängerung (Elongation). In dieser Arbeit wurde der SYBR Green PCR 

Master Mix verwendet, der eine AmpliTaq Gold DNA Polymerase in einem geeigneten 

Puffersystem enthält, dem bereits dNTPs zugesetzt wurden. Zur Aktivierung der Polymerase ist 

es nötig vor dem ersten Zyklus die Probe für 10 min auf 95 °C zu erhitzen. Ein Zyklus beginnt 

anschließend ebenfalls mit dem Erhitzen der Probe auf 95 °C, dies führt zum Lösen der 

Wasserstoffbrücken zwischen den DNA-Strängen. Um im zweiten Schritt die Anlagerung der 

Primer an komplementäre Template-Bereiche zu ermöglichen, wird die Temperatur auf 60 °C 

abgesenkt. Die angelagerten Primer besitzen eine freie 3´OH-Gruppe am Ribosering, die der 

Polymerase als Startpunkt für die Elongation dient. In diesem letzten Schritt des Zyklus 

verlängert sie über Einfügen von bereitgestellten dNTPs den Primer komplementär zur DNA-

Matrize. Da eine Temperatur von 60 °C im optimalen Bereich für die Aktivität der verwendeten 

Polymerase liegt, muss die Temperatur für die Elongation nicht geändert werden. Nach der 

Elongation wird die Temperatur erneut auf 95 °C erhöht und ein neuer Zyklus kann beginnen, 
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bei dem sich zunächst die neugebildeten Doppelstränge wieder voneinander lösen. Im 

Unterschied zur herkömmlichen PCR enthält der verwendete Mastermix den Farbstoff SYBR 

Green I, bei dem es sich um einen Cyanin-Farbstoff handelt, der an doppelsträngige DNA bindet. 

Durch die Anregung mit einem Laser emittiert der gebildete DNA-Farbstoff-Komplex grünes 

Licht, die Messung dieser Fluoreszenz wird in jedem Zyklus am Ende des Elongationsschritts 

durchgeführt. Im Verlauf der Reaktion, in dem die Menge an Produkten exponentiell zunimmt, 

nimmt auch die Menge des Fluoreszenzsignals exponentiell zu und ermöglicht es auf diese Weise 

die Zunahme des PCR-Produkts in Echtzeit zu beobachten.  

Für die Durchführung der quantitativen Real-Time-PCR wurde der in Tabelle 5 angegebene 

Reaktionsansatz pipettiert. In Tabelle 6 sind die Bedingungen der Reaktion angegeben, die im 

LightCycler 480 II (Roche) durchgeführt wurde.  

Tabelle 5: Reaktionsansatz für die quantitative Real-Time-PCR 

Reagenz eingesetzte Menge/Konzentration 

SYBR Green PCR Master Mix 12,5 µl 

Primer Mix (je 10 µM Fwd. und Rev. Primer) 0,5 µl 

H2O 7 µl  

Template (cDNA, 1/25 mit H2O verdünnt) 5 µl 

 

Tabelle 6: Programm der quantitativen Real-Time-PCR 

 Temperatur Zeit Zyklenanzahl 

 95 °C 10 min  

Denaturierung 95 °C 15 s 45x 

Annealing/ Elongation 60 °C 60 s  

 

Die relative Quantifizierung der Expression der untersuchten Gene erfolgte mit der ΔΔCt-

Methode. Beim Ct-Wert (cycle threshold) handelt es sich um den Zyklus der Reaktion, bei dem 

das Fluoreszenzsignal erstmals signifikant über dem Hintergrund-Fluoreszenzsignal liegt und 

damit den Anfang der exponentiellen Phase markiert. Je geringer der Ct-Wert ist, desto größer 

ist die Menge an Template in der untersuchten Probe. Für die Berechnung wird eine interne 

Kontrolle benötigt, dessen Signal verwendet wird, um Unterschiede in der Ausgangsmenge der 

zu untersuchenden cDNA auszugleichen. In dieser Arbeit wurde als interne Kontrolle das 

Haushaltsgen GAPDH verwendet. Im ersten Schritt der Berechnung wurde für jede Probe der Ct-

Wert für GAPDH vom Ct-Wert des zu untersuchenden Gens subtrahiert, wobei der ΔCt-Wert 

erhalten wurde. Im zweiten Schritt wurde der ΔΔCt-Wert gebildet, indem die Differenz der ΔCt-

Werte zweier miteinander zu vergleichenden Gruppen gebildet wurde. Die unterschiedliche 

http://de.wikipedia.org/wiki/Denaturierung_%28Biochemie%29
http://de.wikipedia.org/wiki/Primerhybridisierung
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Expression des untersuchten Gens wurde schließlich als Verhältnis (Ratio) angegeben, indem 

der ΔΔCt-Wert in die Formel 2−ΔΔCt eingesetzt wurde. Für den Vergleich von rMuV-SH- mit 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen wurde zusätzlich zur Normierung auf GAPDH auch eine 

Normierung auf das virale N-Gen durchgeführt, um Unterschiede der eingesetzten Menge an 

Viruspartikeln bei der Infektion ausgleichen zu können. Dazu wurde für das N-Gen wie für das 

zu untersuchende Gen beschrieben die Ratio berechnet und abschließend die Ratio für das zu 

untersuchende Gen durch die Ratio für das N-Gen dividiert. Beim Vergleich der infizierten Zellen 

mit den nicht-infizierten Zellen wurde nur auf GAPDH normiert. Abbildung 8 zeigt beispielhaft 

die Berechnung des Unterschieds in der Genexpression von IL-1β von rMuV-SH- im Vergleich zu 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen. Liegt der Wert für die Ratio unter 1, ist die Expression in rMuV-

SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen herabreguliert. Entsprechend ist die 

Expression in rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen hochreguliert, wenn der 

Wert für die Ratio über 1 liegt. 

 

 

Abbildung 8: Relative Quantifizierung mittels der ΔΔCt-Methode 
 

3.2 Zellbiologische Methoden 

3.2.1 Kultivierung von Zelllinien 

Die adhärent wachsenden eukaryotischen Zelllinien 293G, Vero76 und A549 wurden in DMEM 

(Dulbecco's Modified Eagle's Medium) mit dem Zusatz von 5 % FKS (fötales Kälberserum), 2 mM 

L-Glutamin und 100 U/ml Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin in 75 cm2-Zellkulturflaschen 

bei 37 °C und 5 % CO2 in Brutschränken kultiviert. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen 

vereinzelt und entsprechend der Dichte ihres Zellrasens in einer 1/10- oder 1/15-Verdünnung 

passagiert. Dazu wurde das verbrauchte Zellkulturmedium abgenommen und die Zellen wurden 
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zweimal mit PBS gewaschen, um Mediumreste und abgestorbene Zellen zu entfernen. 

Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml einer Trypsin-EDTA (Ethylendiamintetraessigsäure)-

Lösung benetzt und für ca. 5 min im Brutschrank inkubiert, wonach sie in frischem, auf 37 °C 

temperiertem Zellkulturmedium aufgenommen wurden. Für die Durchführung von Versuchen 

wurde die Zellzahl mittels des automatischen Zellzählgeräts Luna bestimmt oder die Zellen 

wurden in geeigneten, empirisch bestimmten Verdünnungen ohne Ermittlung der Zellzahl in 

Zellkulturgefäße ausgesät.  

Die in Suspension wachsende Zelllinie THP-1 wurde in RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 

1640-Zellkulturmedium mit dem Zusatz von 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin und 100 U/ml 

Penicillin sowie 100 µg/ml Streptomycin in 75 cm2-Zellkulturflaschen bei 37 °C und 5 % CO2 in 

Brutschränken kultiviert. Alle drei bis vier Tage, bei Erreichen einer Zellzahl von 5 - 10 × 105 

Zellen pro ml, wurde die Zellsuspension in Röhrchen überführt. Die Zellen wurden bei 400 × g 

für 5 min pelletiert, in frischem Zellkulturmedium aufgenommen und in einer 1/10-Verdünnung 

zur weiteren Kultivierung in eine Zellkulturflasche überführt. Um für die Durchführung von 

Versuchen die monozytisch wachsenden THP-1 Zellen zu Makrophagen zu differenzieren, 

wurden 5 × 105 Zellen pro ml in mit 100 nM PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat) versetztem 

RPMI 1640-Zellkulturmedium in Zellkulturgefäße ausgesät und für 72 h bei 37 °C und 5 % CO2 

im Brutschrank kultiviert. Anschließend wurden die behandelten Zellen direkt für 

Infektionsversuche eingesetzt.  

3.2.2 Einfrieren und Auftauen von Zelllinien 

Zur dauerhaften Archivierung von Zelllinien wurden diese bei -150 °C gelagert. Dazu wurden sie 

in vier 75 cm2-Zellkulturflaschen ausgesät und bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens wie in 

Kap. 3.2.1 beschrieben vereinzelt. Anschließend wurden die Zellen bei 400 × g für 5 min 

pelletiert, in 10 ml geeignetem Einfriermedium (293G , Vero76 und A549 Zellen: 90 % FKS, 10 % 

DMSO (Dimethylsulfoxid), THP-1 Zellen: RPMI 1640 versetzt mit 10 % FKS, 2 mM L-Glutamin, 

100 U/ml Penicillin, 100 µg/ml Streptomycin, 5 % DMSO) resuspendiert und in 700 µl Aliquots 

in Kryoröhrchen verteilt. Zunächst wurden die Röhrchen in Einfrierboxen mit einer 

Geschwindigkeit von 1 °C pro min auf -80 °C gekühlt, bevor sie bei -150 °C gelagert wurden. 

Um eingefrorene Zellen wieder in Kultur zu bringen, wurde ein bei -150 °C gelagertes Aliquot 

entnommen, schnell auf RT erwärmt und in 5 ml auf 37 °C temperiertem Zellkulturmedium 

resuspendiert. Die Zellen wurden bei 400 × g für 5 min pelletiert, um das Einfriermedium zu 

entfernen und anschließend in 8 ml frischem Medium aufgenommen und in eine 25 cm2-

Zellkulturflasche überführt. Bei Erreichen eines konfluenten Zellrasens oder bei THP-1 Zellen 

einer Zelldichte von 5 - 10 × 105 Zellen pro ml wurden die Zellen in 75 cm2-Zellkulturflaschen 

umgesetzt und wie in Kap. 3.2.1 beschrieben kultiviert.  
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3.2.3 Transfektion von eukaryotischen Zelllinien 

Transfektion bezeichnet das Einbringen von Fremd-DNA in eukaryotische Zellen. Mittels dieser 

Methode lassen sich gezielt Proteine in großer Menge synthetisieren, die auf 

Expressionsplasmiden kodiert sind und deren offene Leserahmen unter der Kontrolle eines 

Promotors stehen, welcher von der zellulären Synthese-Maschinerie erkannt wird. Das 

Einbringen der Expressionsplasmide kann durch physikalische Methoden wie der 

Elektroporation oder durch chemische Verfahren mittels verschiedener Reagenzien 

durchgeführt werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden eukaryotische Zellen mit dem Reagenz 

X-tremeGENE™ HP DNA Transfection Reagent transfiziert. Dieses setzt sich aus verschiedenen 

nicht-liposomalen Komponenten zusammen, die einen Komplex mit der DNA bilden und von den 

Zellen über Endozytose aufgenommen werden. Die Zellen wurden dazu 24 h vor der 

Transfektion in geeigneter Anzahl in die gewünschten Zellkulturgefäße ausgesät und bei 37 °C 

und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert, so dass sie zum Zeitpunkt der Transfektion 70 – 80 % 

Konfluenz aufwiesen. Je nach Format und Zelllinie wurde dann eine entsprechende Menge 

Plasmid-DNA in einem geeigneten Volumen an serumfreiem Zellkulturmedium verdünnt, die 

entsprechende Menge an Reagenz hinzugefügt und der Ansatz für 15 min bei RT inkubiert. 

Anschließend wurde der Transfektionsansatz tröpfchenweise auf die Zellen gegeben. Ein 

Mediumwechsel vor oder nach der Zugabe des Transfektionsansatzes war aufgrund der 

geringen Toxizität nicht nötig. In Tabelle 7 sind die verschiedenen Zelllinien, Formate und 

Mengen der einzelnen Komponenten aufgeführt.  

Tabelle 7: Reaktionsansätze bei der Transfektion mit X-tremeGENE™ HP DNA Transfection 

Reagent 

Zelllinie und 

Format 

Zellzahl/ 

Verdünnung 

Medium 

(ad µl) 

DNA (µg) Reagenz 

(µl) 

Medium auf 

den Zellen (µl) 

293G: 12-Loch 1/4 100 1 1 1000 

293G: 6-Loch 1/4 200 2 2 2000 

A549: 12-Loch 1,5 × 105 

Zellen/ml 

200 2 2 1000 

A549: 6-Loch 3 × 105 

Zellen/ml 

400 4 4 2000 

 

Neben DNA kann auch siRNA (small interfering RNA) in eukaryotische Zellen transfiziert 

werden, um spezifisch die Synthese von Proteinen durch RNA-Interferenz zu unterdrücken. Für 

die Transfektion von siRNA wurde das Reagenz Lipofectamine® RNAiMAX Transfection Reagent 

verwendet, welches auf einer siRNA-spezifischen kationischen Lipidzusammensetzung beruht. 

293G Zellen wurden 24 h vor Transfektion im 12-Loch Format entsprechend der Bedingung für 

die Transfektion von DNA ausgesät und kultiviert. Die dem Versuch entsprechende Menge an 
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siRNA wurde mit Opti-MEM (minimum essential medium) auf 50 µl aufgefüllt. In einem zweiten 

Reaktionsgefäß wurden 5 µl Reagenz mit 45 µl Opti-MEM gemischt. Anschließend wurden beide 

Ansätze vereinigt und für 5 min bei RT inkubiert. 100 µl dieses Transfektionsansatzes wurden 

tröpfchenweise auf die Zellen gegeben, wobei auch hier ein Mediumwechsel nicht nötig war. 

3.2.4 Anzucht von Viren 

Um rMuV anzuziehen, wurden Vero76 Zellen in 175 cm2-Zellkulturflaschen oder 150 mm-

Zellkulturschalen ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank für 24 h kultiviert. Bei 

Erreichen von 90 – 100 % Konfluenz wurde das verbrauchte Zellkulturmedium abgenommen 

und durch 15 ml frisches DMEM mit 2 % FKS ersetzt. Die Zellen wurden anschließend mit dem 

jeweiligen rMuV mit einer MOI (multiplicity of infection) von 0,003 infiziert und für weitere drei 

Tage im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO2 kultiviert. Die MOI beschreibt das Verhältnis von 

Viruspartikeln zu den zu infizierenden Zellen. Bei einer MOI von 1 werden für die Infektion 

entsprechend so viele Viruspartikel eingesetzt wie zu infizierende Zellen vorhanden sind. Sobald 

90 – 100 % der Zellen einen CPE zeigten, wurde der Zellkulturüberstand abgenommen und die 

Zelltrümmer bei 3000 × g für 10 min bei 4 °C pelletiert. Sollten Virusstocks als Grundlage für die 

weitere Anzucht hergestellt werden, wurde der Zellkulturüberstand direkt in 1 ml Aliquots in 

Kryoröhrchen verteilt und bei -80 °C gelagert. Für die Durchführung von 

Infektionsexperimenten wurden rMuV-Stocks mit Titern ab 107 pfu (plaque forming units)/ml 

benötigt. Deshalb wurden 20 ml des virushaltigen Zellkulturüberstands nach Entfernen der 

Zelltrümmer in Vivaspin 20-Röhrchen überführt und mittels Zentrifugation bei 3000 × g bei 4 °C 

eingeengt. Die im Überstand enthaltenen Viruspartikel wurden auf diese Weise angereichert. 

War das Volumen im Röhrchen auf etwa 10 ml eingeengt worden, wurden die Röhrchen mit dem 

restlichen Zellkulturüberstand aufgefüllt, bis dieses komplett in die Röhrchen überführt war. 

Betrug das Konzentrat eines Vivaspin 20-Röhrchens zwischen 1 – 2 ml, wurden die Ansätze 

gleicher Viren vereinigt und gevortext. Nicht lösbare Komponenten wurden durch 

Zentrifugation bei 2000 × g für 5 min entfernt. Der rMuV-haltige Überstand wurde erneut 

gevortext, in 100 µl Aliquots in Kryoröhrchen verteilt und bei -80 °C gelagert. Die Bestimmung 

der Virustiter erfolgte mittels des Immuncolorimetrischen Assays (Kap. 3.3.1).  

3.2.5 Infektion eukaryotischer Zelllinien 

Adhärend wachsende Zellen wurden am Tag vor der Infektion in geeigneter Zellzahl und 

geeignetem Format ausgesät und bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Bei Erreichen 

von 60 – 70 % Konfluenz wurden die Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend mit 

einem dem Format entsprechenden Volumen an Virussuspension inkubiert (Tabelle 8). Der für 

die Infektion verwendete Virus-haltige Überstand wurde dazu entsprechend der gewünschten 

MOI mit dem für die jeweilige Zelllinie passenden serumfreien Zellkulturmedium verdünnt. Um 
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die Infektion der Zellen zu ermöglichen, wurden diese mit der Virussuspension für 1 h bei 37 °C 

und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde der Virus-haltige Überstand 

abgenommen, die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit einem dem Format 

entsprechenden Volumen an frischem, serumhaltigen Zellkulturmedium bis zur 

Versuchsdurchführung bei 37  °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. 

Tabelle 8: Reaktionsansätze bei der Infektion mit rMuV 

Format Virussuspension (µl) Medium zum Auffüllen (µl) 

24-Loch 250 500 

12-Loch 400 1000 

6-Loch 1000 2000 
 

Um in Suspension wachsende Zellen zu infizieren, wurden die Zellen in der dem jeweiligen 

Versuch entsprechenden Anzahl in Röhrchen überführt und bei 400 × g für 5 min pelletiert. Das 

Zellpellet wurde in der Virussuspension resuspendiert, wobei jeweils 2 × 105 Zellen in 40 µl 

Virussuspension aufgenommen wurden. Entsprechend der gewünschten MOI, wurde der für die 

Infektion verwendete Virus-haltige Überstand dazu mit serumfreiem Zellkulturmedium 

verdünnt. Der Ansatz wurde für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert und 

währenddessen alle 10 – 15 min durch Schütteln gemischt. Anschließend wurden die Zellen bei 

400 × g für 5 min pelletiert und dreimal gewaschen, wofür das Zellpellet jeweils in PBS 

resuspendiert und die Zellen anschließend erneut pelletiert wurden. Für die Kultivierung bis zur 

Versuchsdurchführung wurden die infizierten Zellen in serumhaltigem Zellkulturmedium 

aufgenommen und in einer Konzentration von 2 × 105 Zellen/ml in Zellkulturgefäße überführt.  

3.3 Methoden zur Analyse von Proteinen 

3.3.1 Immuncolorimetrischer Assay 

Die Bestimmung von Virustitern erfolgte mithilfe eines Immuncolorimetrischen Assays (ICA). 

Hierbei wird die Auszählung der durch die MuV-Infektion entstandenen Plaques durch die 

Detektion unter Verwendung eines spezifischen Antikörpers gegen das MuV F-Protein und einer 

anschließenden enzymatisch katalysierten Farbreaktion ermöglicht.  

Für die Durchführung des Tests wurden Vero76 Zellen am Tag vor der Infektion in geeigneter 

Verdünnung in 48-Loch Platten ausgesät und bis zum Erreichen von 90 – 100 % Konfluenz bei 

37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank kultiviert. Von den zu untersuchenden Virus-haltigen 

Zellkulturüberständen wurde eine Verdünnungsreihe angefertigt. Dazu wurden in eine neue 48-

Loch Platte jeweils 450 µl serumfreies Zellkulturmedium pro Vertiefung vorgelegt. Anschließend 

wurden 50 µl der zu untersuchenden Virussuspension in die erste Vertiefung einer Reihe 
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pipettiert, sodass eine Verdünnung von 10-1 hergestellt wurde. Durch Überführen von jeweils 

50 µl in die nächste Vertiefung einer Reihe wurde die Virussuspension in 10er Schritten bis zu 

einer Verdünnungsstufe von 10-6 weiterverdünnt. Für die Infektion wurde das verbrauchte 

Zellkulturmedium von den Zellen abgenommen, diese durch Zugabe von jeweils 100 µl 

Virusverdünnung pro Vertiefung infiziert und für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 im Brutschrank 

inkubiert. Um die Ausbreitung der Infektion über das Zellkulturmedium zu verhindern, wurden 

die Zellen anschließend mit 500 µl CMC (Carboxymethylcellulose)-Overlay pro Vertiefung 

überschichtet. Nach der Inkubation für sechs Tage bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen, bevor sie durch die Zugabe von 200 µl Paraformaldehyd (PFA, 2 %) 

pro Vertiefung für 30 min bei RT fixiert wurden. Vor und nach der Permeabilisierung für 10 min 

mit 200 µl Methanol (100 %) bei -20 °C wurden die Zellen erneut einmal mit PBS gewaschen. 

Um unspezifische Bindestellen des Primärantikörpers abzusättigen, wurden die Zellen für 

mindestens 30 min in 300 µl BSA (bovines Serumalbumin)-haltigem Blockpuffer VI inkubiert. 

Zur Visualisierung der virusinduzierten Plaques wurde das MuV F-Protein mittels eines 

spezifischen, monoklonalen Antikörpers aus der Maus (MAB 846) detektiert. Der Antikörper 

wurde dazu 1/2000 in Blockpuffer VI verdünnt und die Zellen wurden mit 100 µl dieser 

Verdünnung für 30 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal mit PBS-T0,1 

gewaschen. Der an die Meerrettich-Peroxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelte, gegen 

Maus-IgG gerichtete Sekundärantikörper aus der Ziege wurde 1/1000 in Blockpuffer VI 

verdünnt. Die Zellen wurden mit 100 µl der Antikörperverdünnung für 30 min inkubiert, bevor 

sie erneut zweimal mit PBS-T0,1 gewaschen wurden. Durch die Zugabe von 100 µl TMB (3,3’,5,5’-

Tetramethylbenzidin)-Substrat erfolgte eine enzymatische Reaktion, bei der die HRP die 

Reduktion von Peroxiden katalysiert. Die dabei freiwerdenden Protonen führen zur Oxidation 

von TMB und das zuvor farblose Substrat wird zu einem blauen Farbstoff umgesetzt. Da dieser 

am Ort seiner Umsetzung präzipitiert, wird die Position des MuV F-Proteins markiert und 

ermöglicht das Auszählen der Plaques. Die Inkubation mit dem TMB-Substrat erfolgte so lange, 

bis die Plaques hinreichend gut zu erkennen waren. Danach wurden die Platten mit dest. Wasser 

gespült. Aufgrund der Überschichtung mit dem zähflüssigen CMC-Overlay ist eine Ausbreitung 

der Infektion nicht über das Zellkulturmedium, sondern nur über direkten Zell-Zell-Kontakt 

möglich. Daher entspricht die Anzahl der Plaques einer Vertiefung der Anzahl der infektiösen 

Viruspartikel, die in der zur Infektion verwendeten Virusverdünnung enthalten waren. Unter 

Einbeziehung der hergestellten Verdünnungen und des bei der Infektion eingesetzten Volumens 

lässt sich der Virustiter pro ml berechnen und in der Einheit pfu/ml angeben.  
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3.3.2 SDS-PAGE 

Mittels einer SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) können 

Proteine ihrer Größe nach aufgetrennt werden. Hierbei dient ein Polyacryamidgel als 

Trägermedium, welches durch die radikalische Polymerisation von Acrylamid und N,N’-

Methylenbisacrylamid hergestellt wird. Die Reaktion wird durch die Zugabe von APS 

(Ammoniumperoxosulfat) gestartet und von TEMED (N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamin) 

katalysiert. Durch Aufkochen in einem SDS-haltigen Puffer werden die Proteine vor der 

Auftrennung denaturiert. Bei SDS handelt es sich um ein anionisches Detergenz, das mit den 

Proteinen micellenartige Komplexe bildet, sodass die Eigenladung der Proteine überdeckt wird. 

Diese weisen dadurch eine zu ihrer Masse proportionale, negative Ladung auf und wandern im 

Polyacrylamidgel bei Anlegen einer elektrischen Spannung in Richtung der Anode. Sekundär-, 

Tertiär- sowie Quartärstrukturen der Proteine können durch die Reduktion von 

Disulfidbrückenbindungen durch Zugabe von β–Mercaptoethanol gelöst werden. Die 

Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine ist aufgrund des Molekularsieb-Effekts der Gelporen 

umgekehrt proportional zur Molekülgröße. Diese kann durch den Vergleich mit im Gel ebenfalls 

aufgetrennten Markerbanden bekannter Größe bestimmt werden. Es wurden vertikale Gele 

nach dem Prinzip der diskontinuierlichen Gelelektrophorese verwendet. Die Proteine laufen 

dabei zuerst durch ein großporiges Sammelgel (pH 6,8) und werden unabhängig von ihrer 

Größe an der Lauffront ankonzentriert. Erst dann erfolgt die Auftrennung der Proteine nach 

ihrer Größe im kleinporigen Trenngel (pH 8,8). Auf diese Weise werden sehr scharfe 

Proteinbanden erhalten. Zur Herstellung der Gele wurde zunächst das Trenngel zwischen zwei 

abgedichtete Glasplatten gegossen, wobei eine gerade Trennlinie durch Überschichtung mit 

Isopropanol erzeugt wurde. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol durch Waschen 

mit destilliertem Wasser entfernt und das Trenngel mit dem Sammelgel überschichtet. Das 

Einsetzen eines geeigneten Elektrophoresekamms ermöglichte dabei die Erzeugung von 

Taschen zur Probenbeladung.  

Zur Herstellung der Zelllysate wurden adhärent wachsende Zellen zweimal mit PBS gewaschen 

und anschließend mit RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay) Puffer, dem ein Protease-

Inhibitor-Cocktail in der Verdünnung 1/100 zugesetzt wurde, lysiert. Für eine Vertiefung im 12-

Loch Format wurden dabei 80 µl und für eine Vertiefung im 6-Loch Format 150 µl RIPA Puffer 

eingesetzt. Nach kurzer Inkubation bei RT wurden die Zellen abgeschabt, in Reaktionsgefäße 

überführt und Nukleinsäuren durch die Zugabe von 0,125 U/µl Benzonase-Nuklease und 

Inkubation für 5 min bei RT abgebaut. Um das Auftragen einer konstanten Proteinmenge bei 

allen Proben zu gewährleisten, wurde die Proteinkonzentration mittels BCA (Bicinchoninsäure)-

Assay unter Verwendung des Pierce™ BCA Protein Assay Kits bestimmt. Diese Methode beruht 

auf der Reduktion von Cu2+ zu Cu+ durch die Aminosäuren Cystein, Cystin, Tyrosin und 
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Tryptophan sowie den Peptidbindungen in alkalischer Umgebung. Das reduzierte Cu+ bildet mit 

der Bicinchoninsäure anschließend einen Farbkomplex, dessen Absorption bei einer 

Wellenlänge von 562 nm mittels Photometer bestimmt werden kann. Der Assay wurde im 96-

Loch Format durchgeführt. Es wurde zunächst eine Standardreihe mit Verdünnungen des 

Proteins BSA bekannter Konzentration hergestellt. Die zu untersuchenden Zelllysate wurden in 

zwei verschiedenen Verhältnissen mit PBS verdünnt und in einer Dreifachbestimmung 

vermessen. Nach Mischen der BSA-haltigen mit der Cu2+-haltigen Komponente wurden 100 µl 

dieses Ansatzes zu 10 µl der vorbereiteten Proben gegeben und für 30 min bei 37 °C unter 

Schütteln inkubiert. Die Messung der Absorption erfolgte bei 562 nm am Photometer. 50 – 60 µg 

Protein wurden anschließend mit 4×  RotiLoad  1-Probenpuffer versetzt, sodass eine Probe mit 

1-fach konzentriertem Probenpuffer erhalten wurde. Der Ansatz wurde für 5 min bei 95 °C 

aufgekocht und in eine Geltasche aufgetragen. Vom Proteinmarker PageRuler Prestained Protein 

Ladder wurden 4 µl aufgetragen und die Elektrophorese durch Anlegen einer Spannung von 

80 V gestartet. Nach dem Einlaufen der Proteine in das Trenngel wurde die Spannung auf 120 V 

erhöht. Trenn- und Sammelgel wurden nach der Zusammensetzung in Tabelle 9 hergestellt. 

Tabelle 9: Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel bei der SDS-PAGE 

Reagenz Trenngel 

(10 %) 

Trenngel 

(12 %) 

Trenngel 

(15 %) 

Sammelgel 

(5 %) 

Trenngelpuffer 3,75 ml 3,75 ml 3,75 ml - 

Sammelgelpuffer - - - 1,25 ml 

Acrylamid 

(30  %) 

5 ml 6 ml 7,5 ml 1,65 ml 

dH2O 6,2 ml 5,1 ml 3,6 ml 6,85 ml 

SDS (10 %) 150 µl 150 µl 150 µl 100 µl 

TEMED  20 µl 20 µl 20 µl  20 µl  

APS (10 %) 75 µl  75 µl  75 µl 60 µl 
 

3.3.3 Western Blot 

Die mittels SDS-PAGE (Kap. 3.3.2) aufgetrennten Proteine können durch das Anlegen eines 

elektrischen Feldes aus dem Arcylamidgel auf eine PVDF (Polyvinylidenfluorid)-Membran 

übertragen werden. Aufgrund ihrer negativen Ladung durch die Komplexierung mit SDS, 

wandern die Proteine in Richtung der Anode und werden mittels hydrophober und ionischer 

Wechselwirkungen auf der Membran festgehalten. Mit spezifischen Primärantikörpern können 

die Proteine anschließend selektiv markiert werden. Die Detektion erfolgt durch die Bindung 

eines spezifischen POD (Peroxidase)-gekoppelten Sekundärantikörpers an den Fc (fragment 

crystallisable)-Teil des Primärantikörpers. Nach Zugabe des Detektionsreagenzes katalysiert die 

POD die Reduktion der darin enthaltenen Peroxide. Die dabei freiwerdenden Protonen oxidieren 
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das Substrat Luminol, was zur Entwicklung von Chemilumineszenz führt. Die freigesetzte 

Lichtmenge ist proportional zur Menge an Antikörpern und damit auch an Antigen und kann 

mittels eines Chemilumineszenz-Imagers detektiert werden. 

Der Transfer der Proteine wurde mit der Semidry-Blot-Methode durchgeführt. Die PVDF-

Membran wurde zunächst durch Inkubation in Methanol für 15 s und nachfolgendem Spülen in 

dest. H2O aktiviert. Anschließend wurden Membran, Filterpapiere und Gel kurz im 

Transferpuffer inkubiert. Die untere Elektrodenplatte dient während des Transfers als Anode, 

daher wurde der Transferstapel in folgender Reihenfolge von unten nach oben 

zusammengesetzt: Filterpapier, PVDF-Membran, Gel, Filterpapier. Für den Transfer der Proteine 

wurde eine Stromdichte von 0,8 mA pro cm2 für 60 min angelegt. Für den Transfer des SH-

Proteins wurde die Zeit auf 30 min reduziert. Um unspezifische Bindungsstellen der 

verwendeten Antikörper zu verringern und abzusättigen, wurde die Membran anschließend 

kurz bei RT getrocknet und nach einer erneuten Aktivierung in Methanol für mindestens 1 h bei 

RT in Blockpuffer I inkubiert. Die gewünschten Proteine wurden nachfolgend mit einem 

spezifischen Primärantikörper markiert, der wie in Tabelle 10 angegeben im jeweiligen 

Blockpuffer verdünnt über Nacht bei 4 °C mit der Membran inkubiert wurde. Unspezifisch 

gebundene Primärantikörper wurden durch dreimaliges Waschen der Membran für jeweils 5 

min in PBS-T0,1 entfernt. Spezifisch gebundene Primärantikörper wurden mittels HRP-

gekoppeltem Sekundärantikörper in der wie in Tabelle 10 angegebenen Verdünnung durch die 

Inkubation der Membran für 1 h bei RT detektiert. Nachdem die Membran dreimal für 5 min in 

PBS-T0,1 und einmal in PBS gewaschen wurde, erfolgte die Visualisierung der Antikörperbindung 

durch Zugabe des Substrates Lumi-LightPLUS. Hierfür wurden die Luminol/Enhancer- und die 

Stable Peroxide Solution zu gleichen Teilen gemischt, für 5 min mit der Membran inkubiert und 

die freigesetzte Chemilumineszenz mittels Advanced Fluoreszenz Imagers detektiert. Die 

Expositionszeit wurde je nach Stärke der zu messenden Signale gewählt. Um die gleiche 

Membran nacheinander mit Antikörpern zu markieren, wurde diese nach der Detektion 

zunächst kurz mit PBS gewaschen und dann für 5 - 15 min in RestoreTM Western Blot Stripping 

Buffer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS-T0,1 für jeweils 5 min wurde die Membran 

wie beschrieben geblockt und mit Antikörpern inkubiert. 
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Tabelle 10: Antikörperverdünnungen für die Proteinmarkierung im Western Blot 

Antikörper Wirtsspezies Primär/ 

Sekundär 

Verdünnung Puffer 

anti-Phospho-IKKα/β 

(Ser176/180) 

Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-IKKβ Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-Phospho-NF-κB p65 

(Ser536) 

Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-NF-κB p65 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-Phospho-IκBα (Ser32) Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-IκBα Maus P 1/1000 Blockpuffer IV 

anti-IL-1β (Proform) Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-IL-18 (Proform) Maus P 1/1000 Blockpuffer I 

anti-β-Aktin Kaninchen P 1/5000 Blockpuffer IV 

anti-GAPDH Kaninchen P 1/7000 Blockpuffer I 

anti-TNFR1 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-TLR3 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-RIP1 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-IRAK1 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-MyD88 Kaninchen P 1/1000 Blockpuffer II 

anti-Mumps NP Maus P 1/200 Blockpuffer I 

anti-FLAG M2 Maus P 1/1000 Blockpuffer III 

anti-Kaninchen IgG-HRP Ziege S 1/3000 Blockpuffer IV 

anti-Maus IgG-HRP Pferd S 1/3000 Blockpuffer IV 
 

3.3.4 Immunfluoreszenz Assay 

Proteine können in fixierten Zellen mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie detektiert werden, 

wodurch ihre Lokalisation in der Zelle bestimmt werden kann. Dazu werden die 

nachzuweisenden Proteine mit Fluorophor-gekoppelten Antikörpern markiert. Das Prinzip der 

Detektion beruht auf der spezifischen Anregung von Fluorophoren mit Licht, dessen 

Wellenlänge dem Absorptionsmaximum des Fluorophors entspricht. Durch die Absorption 

werden Elektronen von einem niedrigeren Energieniveau in ein höheres angehoben und 

verweilen kurz im angeregten Zustand. Fallen die Elektronen in den Grundzustand zurück, 

kommt es zur Emission von längerwelligerem Licht. Dieses wird detektiert und auf die Position 

der Fluorophore und damit die Lokalisation der Proteine in der Zelle kann geschlossen werden. 

Im Gegensatz zur konventionellen Lichtmikroskopie wird am konfokalen Laserscanmikroskop 

(cLSM) eine Probe punktweise durch einen Laser bestrahlt und die emittierte Fluoreszenz 

ebenfalls punktweise detektiert. Zusätzlich ist eine Lochblende konfokal zur Fokusebene 

angeordnet, sodass emittiertes Licht, welches nicht aus der betrachteten Ebene stammt, auch 
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nicht vom Detektor erfasst werden kann. Auf diese Weise ist es möglich ein kontrastreiches und 

hochaufgelöstes Abbild der Probe zu erhalten. 

Für die Durchführung des Assays wurden adhärent wachsenden Zellen auf Glasplättchen im 24-

Loch Format ausgesät. Nach der dem Versuch entsprechenden Behandlung wurden die Zellen 

zweimal mit PBS gewaschen und durch Inkubation mit 300 µl PFA (4 %) pro Vertiefung für 

20 min bei RT fixiert. Vor und nach der Permeabilisierung für 10 min mit 300 µl Triton X-100 

(0,1 %) in PBS bei RT wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen. Die Absättigung von freien, 

unspezifischen Bindungsstellen erfolgte durch Inkubation in BSA-haltigem Blockpuffer V für 

mindestens 1 h. Währenddessen wurde der spezifische, gegen das nachzuweisende Protein 

gerichtete Primärantikörper mit einem Fluorophor-markierten Fab (fragment antigen binding)-

Fragment konjugiert. Dazu wurden zunächst 20 µl PBS in ein Reaktionsgefäß vorgelegt und die 

benötigten Mengen an Primärantikörper und Fab-Fragment entsprechend der Tabelle 11 zu 

entnehmenden Verdünnungen zugegeben. Dieser Ansatz wurde für 20 min bei RT im Dunkeln 

inkubiert, bevor zum Abfangen der ungebundenen Fab-Fragmente unspezifisches IgG 

entsprechend der Spezies des Primärantikörpers in der Verdünnung 1/200 zugegeben wurde 

und eine weitere Inkubation für 20 min bei RT im Dunkeln erfolgte. Anschließend wurden die 

Ansätze mit Blockpuffer V aufgefüllt und die separat hergestellten Ansätze verschiedener 

Primärantikörper vereinigt. Die Zellen wurden mit 150 µl des Antikörperansatzes für 1 h bei RT 

im Dunkeln unter Schütteln inkubiert. Zur Visualisierung der Zellkerne wurden die Zellen nach 

dreimaligem Waschen mit PBS-T0,05 mit DAPI (4′,6-Diamidin-2-phenylindol) gefärbt. Eine DAPI-

Stammlösung (5 mg/ml) wurde dazu 1/20.000 in Blockpuffer V verdünnt und mit den Zellen 

(150 µl pro Vertiefung) für 10 min bei RT im Dunkeln unter Schütteln inkubiert. Danach wurden 

die Zellen dreimal mit PBS-T0,05 und zweimal mit PBS gewaschen, kurz mit dH2O gespült und mit 

jeweils 6 µl Mowiol pro Glasplättchen auf Objektträgern fixiert. Anschließend wurden die 

Präparate am cLSM780 analysiert und die gemessenen Daten mit der Software Zen2010 

ausgewertet und graphisch als Bild dargestellt.  

Tabelle 11: Bedingungen bei der Markierung mit Antikörpern im Immunfluoreszenz 

Assay 

Primärantikörper (Verdünnung) Fab-Fragment (Verdünnung) 

anti-Mumps NP (1/500) Ziege Fab anti-Maus IgG (H+L)-Alexa Fluor 488 (1/200) 

anti-NF-κB p65 (1/200) Ziege Fab anti-Kaninchen IgG (H+L)-Cy3 (1/200) 
 

  



Methoden 

 

53 

3.3.5 Durchflusszytometrie 

Die Durchflusszytometrie stellt eine weitere Methode dar, um Proteine mittels Fluorophor-

markierten Antikörpern zu detektieren, wobei eine quantitative Bestimmung auf Zellebene 

erfolgt. Während der Messung wird eine Einzelzellsuspension durch eine Kapillare gesaugt, 

sodass in einer Durchflusszelle jede Zelle separat durch einen fokussierten Laserstrahl angeregt 

wird. Die Menge des dabei erzeugten Streulichts korreliert mit der Größe und der Granularität 

der untersuchten Zelle. Darüber hinaus können spezifisch an zelluläre Proteine gekoppelte 

Fluorophor-markierte Antikörper durch die gezielte Anregung über verschiedenfarbige Laser 

detektiert werden. Die Grundlagen der Emission von absorbiertem Licht sind in Kap. 3.3.4 

beschrieben. Nach der Auswertung der Messergebnisse lässt sich für jede gemessene Zelle die 

Höhe der Signale angeben und damit, ob sie für das untersuchte Protein positiv oder negativ ist. 

Eine quantitative Aussage bezogen auf die gesamte gemessene Probe ist mit dieser Methode 

möglich.  

Adhärent wachsende Zellen wurden nach der dem Versuch entsprechenden Behandlung 

zweimal mit PBS gewaschen und durch Zugabe von einer dem jeweiligen Format angepassten 

Menge an Trypsin-EDTA-Lösung sowie kurzer Inkubation bei 37 °C vom Zellkulturgefäß 

abgelöst. Die vereinzelten Zellen wurden in insgesamt 1 ml FACS (fluorescence-activated cell 

sorting)-PBS aufgenommen, welches FKS zur Inhibierung des Trypsins enthält, und bei 600 × g 

für 5 min bei RT pelletiert. In Suspension wachsende Zellen wurden direkt mit dem 

Zellkulturmedium in Reaktionsgefäße überführt und durch Zentrifugation bei 600 × g für 5 min 

bei RT pelletiert. Nachdem adhärente Zellen sowie Suspensionszellen zum Waschen einmal in 

1 ml PBS resuspendiert wurden, erfolgte die Fixierung der Zellen durch Zugabe von 400 µl PFA 

(2 %) in PBS und Inkubation für 20 min bei RT. Anschließend wurde das PFA durch Zugabe von 

1 ml FACS-PBS inaktiviert, die Zellen wurden bei 600 × g für 5 min bei RT pelletiert und in 

frischem FACS-PBS aufgenommen. Für die Markierung mit spezifischen Antikörpern wurden die 

Zellen erneut pelletiert und zur Permeabilisierung in 200 µl 0,5 % Saponin in FACS-PBS 

aufgenommen und auf eine 96-Loch Platte überführt. Je Vertiefung wurden die Zellen mit 50 µl 

der jeweiligen, in 0,5 % Saponin in FACS-PBS angesetzten Antikörperverdünnung inkubiert und 

anschließend zweimal mit 150 µl 0,5 % Saponin in FACS-PBS gewaschen. Zwischen 

Antikörpermarkierung und Waschschritten wurden die Zellen jeweils durch Zentrifugation bei 

400 × g für 5 min bei 4 °C pelletiert. Die verwendeten Antikörper sind in der eingesetzten 

Reihenfolge sowie ihrer Verdünnung und Inkubationszeit in Tabelle 12 aufgeführt. Nach der 

Markierung mit Antikörpern wurden die Zellen in 200 µl FACS-PBS aufgenommen und am 

FACSCalibur Durchflusszytometer vermessen. Die Messdaten wurden mittels der Software Cell 

Quest Pro ausgewertet. 
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Tabelle 12: Antikörperverdünnungen für die Proteinmarkierung in der Durchfluss-

zytometrie 

Antikörper Verdünnung Inkubationszeit 

anti-Mumps NP 1/200 20 min 

Ziege Fab anti-Maus IgG (H+L)-Alexa Fluor 488  1/100 15 min 

anti-FLAG-APC  1/800 20 min 
 

3.3.6 Co-Immunpräzipitation 

Interaktionen von Proteinen lassen sich mittels der Co-Immunpräzipitation (Co-IP) untersuchen. 

Hierbei erfolgt die Präzipitation eines Zielproteins über die Bindung an einen Antiköper, der an 

Beads gekoppelt ist. Diese können durch Zentrifugation oder aufgrund ihrer magnetischen 

Eigenschaften gefällt werden. Nachdem durch das Waschen mit geeigneten Puffern 

ungebundene Proteine entfernt wurden, können in einer nachfolgenden SDS-PAGE mit 

anschließendem Western Blot die präzipitierten Proteine analysiert werden. Auf diese Weise 

lassen sich Proteine identifizieren, die direkt oder indirekt im Komplex mit weiteren Proteinen 

an das Zielprotein gebunden haben.  

Zur Durchführung des Assays wurden adhärent wachsende Zellen im 6-Loch Format ausgesät. 

Nach der dem Versuch entsprechenden Behandlung wurden die Zellen zweimal mit PBS 

gewaschen, bevor 500 µl Lysispuffer Co-IP pro Vertiefung zugegeben und die Zellen für 30 min 

auf Eis inkubiert wurden. Um Zelltrümmer zu entfernen, wurden die Zelllysate bei 12.000 × g für 

10 min und 4 °C zentrifugiert. Alle weiteren Schritte wurden ebenfalls auf Eis durchgeführt. Für 

eine Expressionskontrolle wurden pro Ansatz 50 µl direkt abgenommen und bei -20 °C gelagert. 

Die Zelllysate wurden zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 3 bis 6 h mit Protein A 

gekoppelten Sepharose-Beads unter Schütteln inkubiert, bevor sie über Nacht mit Agarose-

Beads inkubiert wurden, an die kovalent ein anti-FLAG-Antikörper gebunden ist. Dabei wurden 

für Zelllysate transfizierter Zellen 20 µl Bead-Suspension und für Zelllysate infizierter Zellen 40 

µl Bead-Suspension eingesetzt. Alle Beads wurden vor der Verwendung zweimal mit TBS 

gewaschen, wobei die Beads jeweils durch Zentrifugation bei 7000 × g für 1 min bei 4 °C gefällt 

wurden. Die anti-FLAG-gekoppelten Beads wurden vor der Inkubation mit dem Zelllysat mit BSA 

(1 %) zur Absättigung unspezifischer Bindungsstellen für 3 bis 6 h unter Schütteln inkubiert und 

nach der Über-Nacht-Inkubation mit dem Lysat dreimal mit Lysispuffer gewaschen. Die an die 

Beads gebundenen Proteine wurden durch die Zugabe von 20 µl 2× RotiLoad 1 und dem 

Aufkochen bei 95 °C für 3 min eluiert. Nach dem Entfernen der Beads durch Zentrifugation bei 

7000 × g für 1 min bei RT wurden die gefällten Proteine sowie 15 µl der Expressionskontrolle 

(plus 5 µl 4× RotiLoad 1) wie in Kap. 3.3.2 und 3.3.3 beschrieben mittels SDS-PAGE aufgetrennt 

und per Western Blot detektiert.  
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3.3.7 ELISA 

Die quantitative Bestimmung von Proteinen in einer Probe kann mittels ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) durchgeführt werden. Bei der Variante des Sandwich-ELISA wird dazu ein 

gegen das nachzuweisende Antigen gerichteter Antikörper auf eine Mikrotiterplatte gebunden. 

Die in der zu untersuchenden Probe enthaltenen Antigene binden an die immobilisierten 

Antikörper und können anschließend durch die Zugabe eines Enzym-gekoppelten Antigen-

spezifischen Antikörpers markiert werden. Die Detektion erfolgt durch Zugabe eines 

spezifischen Substrats, dessen Umsetzung einen Farbumschlag bewirkt, der proportional zu der 

Menge des in der Probe enthaltenen Antigens ist.  

In dieser Arbeit wurde die Freisetzung der Zytokine TNFα, IL-1β und IL-18 nach Infektion mit 

rMuV untersucht. Hierzu wurden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen (Kap. 3.2.1) mit 

rMuV infiziert. Nach der dem Versuch entsprechenden Kultivierungszeit wurden die 

Zellkulturüberstände abgenommen, bei 2000 g für 5 min zentrifugiert und bis zur Messung 

bei -20 °C gelagert. Die Freisetzung der verschiedenen Zytokine wurde mit spezifischen Assays 

nachgewiesen, wobei für den Nachweis von TNFα das Human TNF-alpha Quantikine ELISA Kit, 

für den Nachweis von IL-1β das Human IL-1 beta/IL-1F2 Quantikine ELISA Kit und für den 

Nachweis von IL-18 das Human IL-18 ELISA Kit  verwendet wurden. Bei allen Assays wurden die 

zu untersuchenden Proben (100 – 200 µl pro Vertiefung je nach Assay) auf Mikrotiterplatten 

pipettiert, auf denen bereits die gegen die jeweiligen Zytokine gerichteten Antikörper 

immobilisiert sind. Nach der dem Assay entsprechenden Inkubationszeit von einer bis zwei 

Stunden bei RT wurden die Proben abgenommen und die Platten zur Entfernung von 

ungebundenen Proteinen drei bis vier Mal je nach Assay mit 400 µl spezifischem Waschpuffer 

pro Vertiefung gewaschen. Anschließend wurde jeweils eine Verdünnung eines Enzym-

gekoppelten, Antigen-spezifischen Antikörpers (100 – 200 µl pro Vertiefung je nach Assay) auf 

die Platten gegeben und für 1 h bei RT inkubiert. Nach weiterem drei bis viermaligen Waschen 

erfolgte die Zugabe der das Substrat TMB enthaltenden Entwicklungslösung (100 – 200 µl pro 

Vertiefung je nach Assay). Nach einer 20 – 30 minütigen Inkubation der Platten im Dunklen 

wurde die Farbreaktion durch Zugabe von Schwefelsäure (50 – 100 µl pro Vertiefung je nach 

Assay) abgestoppt und die OD einer jeden Vertiefung innerhalb von 30 min bei 450 nm am 

Photometer gemessen. Zusätzlich erfolgte die Messung auch bei einer Wellenlänge von 540 nm. 

Letztere Messwerte wurden zur Korrektur der optischen Mangelhaftigkeiten der 

Mikrotiterplatten von den Messwerten bei 450 nm abgezogen. Für die quantitative Berechnung 

der Menge an freigesetzten Zytokinen wurde bei jedem durchgeführten Assay ein spezifischer 

Standard in verschiedenen Konzentrationen mitgeführt. Mittels der erstellten Standardkurve 

wurde die Konzentration der Zytokine in den einzelnen Proben bestimmt.  
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3.4 Methoden zur Analyse von Signalwegen 

3.4.1 Luciferase Reportergenassay 

Die Aktivität eines Transkriptionsfaktors lässt sich über einen Reportergenassay ermitteln. 

Hierbei steht ein auf einem Plasmid kodiertes Reportergen unter der Kontrolle eines Promotors, 

der Bindeelemente des zu untersuchenden Transkriptionsfaktors enthält. Bindet dieser an den 

Promotor, wird das Reportergen transkribiert und das Reporterprotein synthetisiert. Bei diesem 

Protein handelt es sich um ein Enzym, dessen Menge durch die Zugabe eines spezifischen 

Substrats bestimmt werden kann. Der durch das Enzym katalysierte Umsatz des Substrats, der 

zum Beispiel colorimetrisch oder über die Detektion der freigesetzten Lumineszenz gemessen 

werden kann, entspricht daher der Aktivität des Transkriptionsfaktors. Mit dieser Methode 

lassen sich nicht nur Transkriptionsfaktoren untersuchen, sondern sie kann auch zur 

Charakterisierung von genregulatorischen DNA-Sequenzen eingesetzt werden.  

Für die in dieser Arbeit durchgeführten Versuche zur Untersuchung der Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors NF-κB wurde ein Reporterplasmid verwendet, welches das Gen der 

Firefly-Luciferase des Leuchtkäfers Photinus pyralis unter der Kontrolle von NF-κB-

Bindeelementen des IFN-β-Promotors enthält (Visvanathan & Goodbourn, 1989). Das 

Reportergenplasmid wurde zusammen mit einem Plasmid, welches für das Enzym 

β-Galactosidase kodiert in 293G oder A549 Zellen wie in Kap. 3.2.3 beschrieben transfiziert. Das 

Gen der β-Galactosidase steht unter der Kontrolle des CMV-Promotors, der konstitutiv in allen 

Zellen aktiv ist, sodass die Synthese und Aktivität dieses Enzyms als Maß für die 

Transfektionseffizienz verwendet werden kann. Um den Einfluss des MuV SH-Proteins auf die 

NF-κB-Aktivierung zu analysieren, wurden die Zellen außerdem mit einem Plasmid für die 

Expression des SH-Proteins oder als Kontrolle mit einem Leervektor transfiziert. Entsprechend 

der Versuchsbedingung wurden zusätzlich Plasmide, die für Proteine des NF-κB-Signalwegs 

kodieren, transfiziert. Die Zellen wurden im 12-Loch Format kultiviert. Nach der dem Versuch 

entsprechenden weiteren Behandlung wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und durch 

Zugabe von 200 µl Reporter Lysis Buffer pro Vertiefung und Inkubation für 15 min bei RT unter 

regelmäßigem Schütteln lysiert. Die Zellen wurden von der Zellkulturplatte abgeschabt und die 

Lysate in Reaktionsgefäße überführt. Diese wurden für 15 s gevortext und die festen 

Bestandteile bei 13.000 rpm für 2 min bei RT abzentrifugiert. Zur Bestimmung der Aktivität der 

Luciferase wurde das ONE-Glo™ Luciferase Assay System verwendet. Dazu wurden 50 µl Lysat in 

eine weiße 96-Loch Platte vorgelegt und die Enzymreaktion durch Zugabe von jeweils 50 µl 

Substratpuffer (ONE-Glo Buffer) gestartet. Der Puffer entha lt das Substrat 5 ́-Fluoroluciferin, das 

von der Luciferase zu Oxyfluoroluciferin umgesetzt wird. Die Messung der bei dieser Reaktion 

freigesetzten Lumineszenz erfolgte sofort nach Zugabe des Puffers am Photometer, wobei jede 



Methoden 

 

57 

Vertiefung für 1 s vermessen wurde. Die Aktivität der β-Galactosidase wurde unter Verwendung 

des β-Galactosidase Enzyme Assay Systems with Reporter Lysis Buffer bestimmt. Hierzu wurden 

50 µl Lysat in eine durchsichtige 96-Loch Platte überführt und die Enzymreaktion durch Zugabe 

von jeweils 50 µl Substratpuffer (Assay 2x Buffer) gestartet. Vor dieser Messung wurde die Platte 

für 30 min bei 37 °C unter Schütteln inkubiert und die Reaktion durch Zugabe von 150 µl 

Natriumkarbonatlösung (1 M) gestoppt. Die Umsetzung des farblosen Substrats o-Nitrophenyl-

β-D-galactopyranosid (ONPG) in das farbige Produkt o-Nitrophenyl wurde durch Messung der 

Absorption bei 420 nm mittels Photometer quantifiziert. Zur Normalisierung der 

Lumineszenzmesswerte wurden diese durch die entsprechenden Absorptionsmesswerte 

dividiert. Die n-fache Aktivierung von NF-κB wurde berechnet, indem der normalisierte Wert für 

einen stimulierten Ansatz durch den normalisierten Wert des unstimulierten Ansatzes dividiert 

wurde. Um beispielsweise die n-fache Aktivierung von rMuV-SH-infizierten Zellen mit der von 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen zu vergleichen, wurde der Wert für die rMuV-SH- durch den 

Wert für die rMuV-SHstop-infizierten Zellen dividiert.  
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4 Ergebnisse 

Um die Funktion des SH-Proteins im Kontext einer Virusinfektion untersuchen und 

charakterisieren zu können, wurden mittels des Systems der Reversen Genetik rekombinante 

MuV hergestellt (Franz, 2012). Dabei wurden vier rMuV erzeugt, wobei zwei Varianten das SH-

Protein exprimieren, bei den anderen zwei Viren ist die Expression eines funktionellen SH-

Proteins durch das Einfügen von drei Stoppkodons in das SH-Gen unterdrückt. Da zu Beginn der 

Arbeiten kein gegen das SH-Protein gerichteter Antikörper zur Verfügung stand, um die 

Detektion des Proteins mit immunologischen Methoden zu ermöglichen, wurde ein FLAG-Epitop 

an den N-Terminus oder den C-Terminus des SH-Proteins angefügt. rMuV-SH kodiert für ein SH-

Protein mit N-terminalem FLAG-Epitop, während rMuV-SHstop neben dem N-terminalen FLAG-

Epitop drei Stoppkodons im SH-Gen aufweist. Demzufolge kodiert rMuV-SH-C für ein SH-Protein 

mit C-terminal angefügtem FLAG-Epitop und rMuV-SHstop-C für ein SH-Gen mit eingefügten 

Stoppkodons und C-terminalem FLAG-Epitop. Die gewünschten Mutationen im SH-Gen wurden 

für alle hergestellten rMuV mittels Sequenzierung bestätigt. Ebenso wurde bereits gezeigt, dass 

das SH-Protein nur in mit rMuV-SH- oder rMuV-SH-C-infizierten Zellen zu detektieren ist. 

Dagegen sind die Viren mit den eingefügten Stoppkodons defizient für die Expression des SH-

Proteins (Franz, 2012). Abbildung 9 zeigt eine schematische Darstellung des MuV-Genoms, 

wobei für jedes Virus die eingeführten Änderungen in das SH-Gen gekennzeichnet sind.  

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung der veränderten Genombereiche der 

hergestellten rMuV. 

Für jedes erzeugte Virus ist der während der Herstellung veränderte Genombereich vergrößert 
dargestellt. Dabei sind die Position des eingefügten FLAG-Epitops sowie die der Stoppkodons 
gekennzeichnet. Bei rMuV-SHstop beginnt die Nummerierung der mutierten Basen mit dem Startkodon 
der Sequenz des FLAG-Epitops und bei rMuV-SHstop-C mit dem Startkodon des SH-Gens. Die mutierten 
Basen und das FLAG-Epitop sind in rot hervorgehoben.  
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4.1 Charakterisierung der rMuV 

4.1.1 Charakterisierung des Wachstums  

Zunächst wurde untersucht, ob die Unterdrückung der Expression des SH-Proteins einen 

Einfluss auf das Wachstum der rMuV hat. Dazu wurden Vero76 Zellen mit den vier rMuV mit 

einer MOI (multiplicity of infection) von 0,01 infiziert und die extrazellulären Virustiter mittels 

ICA analysiert. Die Zelllinie wurde gewählt, da Vero76 Zellen für die routinemäßige 

Virusanzucht eingesetzt werden. Wie Abbildung 10A zeigt, replizierten alle rMuV zu ähnlichen 

Titern. Dabei lagen die in den Zellkulturüberstand freigesetzten Viruspartikel an Tag 1 nach 

Infektion unterhalb der Nachweisgrenze und erreichten am dritten Tag nach Infektion den 

höchsten Wert, wonach die Titer wieder absanken. Um eine vergleichbare Infektion der Zellen 

mit den verschiedenen Viren sicherzustellen, wurden die Titer der zur Infektion eingesetzten 

Virusverdünnungen ermittelt. Diese Anfangstiter sind in Abbildung 9A auf der y-Achse 

dargestellt und zeigen für alle Viren einen sehr ähnlichen Wert. Die Expression des SH-Proteins 

bzw. die verhinderte Expression hat daher keinen Einfluss auf die Virusreplikation im 

Zellkultursystem. 

Da auch das Einfügen des FLAG-Epitops eine Veränderung der Genomstruktur darstellt, wurde 

untersucht, ob sich das Wachstum von rMuV-SH von dem eines rMuV mit unverändertem 

Genom (rMuV-FL) unterscheidet. Vero76 Zellen wurden hierzu ebenfalls mit diesen beiden 

rMuV mit einer MOI von 0,01 infiziert. Die Analyse der extrazellulären Virustiter zeigt für rMuV-

FL für Tag 1 und 2 nach der Infektion ein im Vergleich zu rMuV-SH leicht erhöhtes Wachstum 

(Abbildung 10B). Zu den späteren Zeitpunkten zeigte dagegen rMuV-SH eine leicht erhöhte 

Virusfreisetzung. An den letzten analysierten Zeitpunkten war dagegen kein Unterschied 

zwischen den Viren zu erkennen. Beide Viren erreichten am 4. Tag nach Infektion den höchsten 

Wert. Eine vergleichbare initiale Infektion ist durch die Analyse der Anfangstiter, die auf der y-

Achse dargestellt sind, bestätigt. Es ist daher anzunehmen, dass das Einfügen des FLAG-Epitops 

keinen ausgeprägten Effekt auf die Virusreplikation hat.  

Der Vergleich der Graphen in Abbildung 10A und B zeigt einen sehr ähnlichen Verlauf der 

Virusreplikation, auch wenn eine unterschiedliche Höhe der Titer erreicht wird. Dies kann auch 

auf Unterschiede in Bezug auf die verwendeten Zellen für die Durchführung der Kinetik und die 

Analyse der Titer zurückzuführen sein, da die Ergebnisse jeweils nur aus einer in unabhängiger 

Mehrfachbestimmung durchgeführten Infektion stammen.  
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Abbildung 10: Wachstumskinetik der erzeugten rMuV. 

Vero76 Zellen wurden mit (A) rMuV-SH, rMuV-SHstop, rMuV-SH-C oder rMuV-SHstop-C und (B) rMuV-FL 
oder rMuV-SH mit einer MOI von 0,01 infiziert. Dabei wurden pro Virus drei voneinander unabhängige 
Infektionen zum selben Zeitpunkt durchgeführt. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde 
Zellkulturüberstand abgenommen und durch das gleiche Volumen an frischem Medium ersetzt. Mittels 
ICA auf Vero76 Zellen wurden die Virustiter der Zellkulturüberstände analysiert. Um die Anfangstiter zu 
bestimmen, wurden die zur Infektion eingesetzten Virusverdünnungen ebenfalls auf Vero76 Zellen 
titriert. Die Anfangstiter sind auf der y-Achse dargestellt. Das Detektionslimit liegt aufgrund des 
Analyseverfahrens bei 102 (gestrichelte Linie). Die Graphen zeigen den Mittelwert und die 
Standardabweichung (SD). 
 

4.1.2 Analyse des CPE und der Expression viraler Proteine 

Die Kinetik der Expression viraler Proteine in rMuV-infizierten Zellen sowie der durch die rMuV-

Infektion induzierte CPE wurden in Vero76 sowie in A549 Zellen analysiert. Letztere Zelllinie 

wurde gewählt, da Epithelzellen als primäre Zielzellen für eine MuV Infektion in vivo 

beschrieben sind (Rubin et al., 2015) und es sich bei A549 Zellen um eine Zelllinie humanen 

Ursprungs handelt. Beide Zelllinien wurden mit den verschiedenen rMuV mit einer MOI von 5 

infiziert. Abbildung 11 zeigt beispielhaft den auftretenden CPE 12 und 20 h nach Infektion. 

Bereits 12 h nach Infektion war die Fusion einzelner Zellen zu Synzytien zu erkennen. Aufgrund 

der morphologischen Unterschiede der beiden Zelllinien waren Synzytien zu diesem Zeitpunkt 
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bei den A549 Zellen (Abb. 11A) eindeutiger zu beobachten als bei den Vero76 Zellen (Abb. 11B). 

Unterschiede hinsichtlich der Anzahl und Größe der Synzytien zwischen den Viren waren nicht 

zu erkennen. 20 h nach Infektion hatte sich der CPE über den gesamten Zellrasen ausgebreitet. 

Die A549 Zellen zeigten generell kleinere Synzytien als die Vero76 Zellen, bei denen nur noch 

vereinzelt intakte Zellen zu erkennen waren. In dem in Abb. 11 gezeigten Experiment führte die 

Infektion mit rMuV-SH im Vergleich zur Infektion mit rMuV-SHstop in A549 Zellen zu einem 

stärkeren CPE, während in Vero76 Zellen das Gegenteil zu beobachten war. Die rMuV-SH-C-

infizierten Zellen beider Zelllinien zeigten einen stärkeren CPE als die rMuV-SHstop-C-

infizierten Zellen. Bei Berücksichtigung aller durchgeführten Experimente war jedoch kein 

Hinweis auf einen stärkeren CPE nach Infektion mit SH-exprimierenden oder SH-defizienten 

Viren zu erkennen.  
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Abbildung 11: Nach rMuV-Infektion induzierter CPE in A549 und Vero76 Zellen. 

(A) A549 und (B) Vero76 Zellen wurden mit rMuV-SH, rMuV-SHstop, rMuV-SH-C oder rMuV-SHstop-C mit 
einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen am Lichtmikroskop in 100-
facher Vergrößerung fotografiert. Nicht-infizierte Zellen (mock) wurden zum Vergleich fotografiert.  
 

Die Analyse der Zellen, die für das virale N- sowie das SH-Protein positiv sind, wurde über einen 

Zeitraum von 8 bis 20 h nach Infektion mittels Durchflusszytometrie durchgeführt. Wie 

Abbildung 12 zeigt, nahm die Anzahl der Zellen, die für die Expression des N-Proteins positiv 

sind, im Verlauf der Infektion zu und erreichte 20 h nach Infektion ein Maximum von ca. 80 % 

positiver A549 und 60 % positiver Vero76 Zellen. Unabhängig von der Expression des SH-

Proteins oder der Position des FLAG-Epitops zeigten alle rMuV eine sehr ähnliche Expression 

des N-Proteins zu allen Zeitpunkten. Statistische Analysen zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den vier zur Infektion eingesetzten Viren. Die Veränderung des SH-Gens 

und verhinderte Expression des SH-Proteins führt also nicht zu einer veränderten Expression 
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des N-Proteins. Auffällig war ein Unterschied zwischen den beiden Zelllinien: Dabei war im 

Vergleich zu den Vero76 Zellen bei der Infektion mit den N-terminal markierten Viren zu jedem 

Zeitpunkt ein signifikant höherer Prozentsatz der A549 Zellen positiv für das N-Protein. Für die 

mit einem C-terminalen Epitop markierten Viren sind die Unterschiede zwischen den beiden 

Zelllinien statistisch jedoch nicht signifikant (Daten dieser Signifikanzanalyse nicht gezeigt). 

Auch wenn Vero76 Zellen standardmäßig für die MuV-Anzucht eingesetzt werden und eine sehr 

gute Freisetzung an Viruspartikeln zeigen (Afzal et al., 2005) sowie 20 h nach Infektionen einen 

stärkeren CPE als A549 Zellen aufweisen (vergleiche Abb. 11), ist der Prozentsatz infizierter 

A549 Zellen, vor allem für die N-terminal markierten Viren, dennoch höher. Eine MuV-Infektion 

scheint daher in A549 Zellen nicht notwendigerweise zum Auftreten eines erkennbaren CPE in 

allen Zellen zu führen.  

 

 

Abbildung 12: Expressionskinetik des N-Proteins in rMuV-infizierten A549 und Vero76 

Zellen. 

(A) A549 und (B) Vero76 Zellen wurden mit rMuV-SH, rMuV-SHstop, rMuV-SH-C oder rMuV-SHstop-C mit 
einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert. Das N-Protein wurde 
mit einem N-spezifischen Primärantikörper und einem Alexa 488-gekoppelten Sekundärantikörper 
markiert. Die Proben wurden im Durchflusszytometer gemessen. Die Werte für nicht-infizierte Zellen 
(mock) wurden von denen für rMuV-infizierte Zellen abgezogen. Die Graphen zeigen den Mittelwert und 
die SD für drei unabhängige Experimente. Die statistische Analyse wurde mittels eines ungepaarten t-
Tests mit einem zweiseitigen p-Wert durchgeführt. 
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Wie in Abbildung 13A zu erkennen ist, zeigte die Analyse mittels Durchflusszytometrie eine 

signifikant schnellere Expression des SH-Proteins in rMuV-SH-infizierten A549 Zellen im 

Vergleich zu rMuV-SH-C-infizierten Zellen 10 und 12 h nach Infektion. Zu den späteren 

Zeitpunkten war dagegen kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Viren zu beobachten, 

dabei waren 20 h nach Infektion etwa 60 % der A549 Zellen positiv für das SH-Protein. rMuV-

SH-und rMuV-SH-C-infizierte Vero76 Zellen zeigten wie auch die infizierten A549 Zellen eine 

Zunahme der Anzahl der für das SH-Protein positiven Zellen im Verlauf der Infektion, wobei zu 

keinem Zeitpunkt statistisch signifikante Unterschiede zwischen beiden Viren festzustellen 

waren (Abb. 13B). 20 h nach Infektion waren etwa 50 % der Vero76 Zellen positiv für die 

Expression des SH-Proteins. Der Vergleich der beiden Zelllinien untereinander zeigte nur für 

rMuV-SH-infizierte Zellen zum Zeitpunkt 12 h nach Infektion eine signifikant höhere Anzahl SH-

positiver Zellen für die Zelllinie A549 (Daten dieser Signifikanzanalyse nicht gezeigt). Die 

Ergebnisse lassen darauf schließen, dass für funktionelle Untersuchungen des SH-Proteins der 

Zeitraum ab 15 h nach Infektion geeignet ist, da ab diesem Zeitpunkt keine signifikanten 

Unterschiede in der Expression nachweisbar waren. 
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Abbildung 13: Expressionskinetik des SH-Proteins in rMuV-infizierten A549 und Vero76 

Zellen. 

(A) A549 Zellen und (B) Vero76 Zellen wurden mit rMuV-SH, rMuV-SHstop, rMuV-SH-C oder rMuV-
SHstop-C mit einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen fixiert. Das 
SH-Protein wurde mit einem APC-gekoppelten FLAG-spezifischen Antikörper markiert. Die Proben 
wurden im Durchflusszytometer gemessen. Die Werte für rMuV-SHstop oder rMuV-SHstop-C wurden von 
denen für rMuV-SH bzw. rMuV-SH-C abgezogen. Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für drei 
unabhängige Experimente. *, p<0,05; die Statistik wurde mit einem ungepaarten t-Test mit einem 
zweiseitigen p-Wert berechnet. 
 

4.1.3 Analyse der Membranorientierung des SH-Proteins 

Nach Expression in transfizierten Zellen wurde das SH-Protein als Membranprotein 

beschrieben, dessen N-Terminus in den extrazellulären Raum und dessen C-Terminus ins 

Zytoplasma gerichtet ist (Takeuchi et al., 1996). Um diesen Befund im Kontext einer 

Virusinfektion zu bestätigen, wurden A549 Zellen mit den verschiedenen rMuV mit einer MOI 

von 5 infiziert und 20 h nach Infektion auf die Expression des SH-Proteins mittels 

Durchflusszytometrie hin untersucht. Dabei wurden die Zellen vor der Antikörpermarkierung 

entweder für die intra- und extrazelluläre Detektion des SH-Proteins mit Saponin 

permeabilisiert oder für die ausschließlich extrazelluläre Detektion ohne Zugabe von Saponin 

behandelt. In Abbildung 14 ist zu erkennen, dass nach der Permeabilisierung das SH-Protein in 
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rMuV-SH- sowie in rMuV-SH-C-infizierten Zellen nachgewiesen werden konnte. Dagegen war es 

in nicht-permeabilisierten Zellen nur nach der Infektion mit rMuV-SH aber nicht mit rMuV-SH-C 

zu detektieren. Dies bestätigt, dass der N-Terminus von SH in den extrazellulären Raum 

gerichtet ist, da nur das N-terminal mit dem FLAG-Epitop fusionierte SH-Protein ohne 

Permeabilisierung für die Antikörpermarkierung mit einem FLAG-spezifischen Antikörper 

zugänglich war. Dieses Ergebnis bestätigt den mittels Transfektion erhaltenen Befund im 

Kontext einer Virusinfektion. Es ist daher zu vermuten, dass die C-terminale Domäne des SH-

Proteins für die Beeinflussung zellulärer Signalwege verantwortlich ist und dass diese Funktion 

durch das C-terminale FLAG-Epitop beeinträchtigt werden kann. Daher wurden alle weiteren 

Experimente mit den N-terminal markierten Viren rMuV-SH und rMuV-SHstop durchgeführt.  

 

 

Abbildung 14: Analyse der Membranorientierung des SH-Proteins in rMuV-infizierten 

A549 Zellen. 

A549 Zellen wurden mit rMuV-SH, rMuV-SHstop, rMuV-SH-C oder rMuV-SHstop-C mit einer MOI von 5 
infiziert und 20 h nach Infektion fixiert. Für eine intra- und extrazelluläre Detektion des SH-Proteins 
wurden die Zellen mit 0,5 % Saponin behandelt (permeabilisiert) oder für die extrazelluläre Detektion 
ohne Zugabe von Saponin verwendet (nicht-permeabilisiert). Das SH-Protein wurde mit einem APC-
gekoppelten FLAG-spezifischen Antikörper markiert. Die Proben wurden im Durchflusszytometer 
gemessen. Die Werte für rMuV-SHstop oder rMuV-SHstop-C wurden von denen für rMuV-SH bzw. rMuV-
SH-C abgezogen. Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für drei unabhängige Experimente. ***, 
p<0,001; die Statistik wurde mit einem ungepaarten t-Test mit einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
 

4.2 Charakterisierung des Einflusses des SH-Proteins auf die NF-κB-

Aktivierung 

4.2.1 Einfluss des SH-Proteins auf Komponenten des NF-κB-Signalwegs 

Es wurde bereits gezeigt, dass transient exprimiertes SH-Protein zu einer Reduktion der 

Phosphorylierung von IKKβ sowie von p65 in mit TNFα-stimulierten Zellen führt und dies in 

einer Reduktion der Aktivierung von NF-κB resultiert (Woznik, 2012). Um nun zu untersuchen, 

ob das SH-Protein auch im Kontext einer Virusinfektion die NF-κB-Aktivierung beeinflusst, 

wurde zunächst die Phosphorylierung von IKKβ sowie von dessen Substraten IκBα und p65 
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mittels Western Blot analysiert. A549 Zellen wurden dazu mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit 

einer MOI von 5 infiziert und zu drei Zeitpunkten nach Infektion (1, 15 und 20 h) lysiert. Die 

Lysate wurden hinsichtlich des Gesamtproteingehalts von IKKβ, IκBα und p65 sowie des Gehalts 

der entsprechenden phosphorylierten Formen untersucht. Der Nachweis des viralen N- sowie 

des SH-Proteins diente zur Kontrolle einer erfolgreichen Infektion mit den gewünschten Viren. 

Nicht-infizierte Zellen, die entweder mit TNFα stimuliert wurden oder unbehandelt blieben, 

dienten als Kontrolle für die NF-κB-Aktivierung. Wie in Abbildung 15A zu erkennen, war IKKβ 

eine Stunde nach Infektion zu einem vergleichbaren Ausmaß an den Positionen Ser177 und 

Ser181 phosphoryliert, wie in den stimulierten Kontrollzellen. Dagegen war die Stärke der 

Phosphorylierung zu den späteren Zeitpunkten nach Infektion jeweils in den infizierten Zellen 

deutlich geringer. Die hohe Menge an Serumkomponenten, die aufgrund der Aufkonzentrierung 

bei der Virusanzucht angereichert wurden, ist möglicherweise eine Ursache für die 

vergleichsweise starke Phosphorylierung eine Stunde nach Infektion. Auch die große Menge an 

Viruspartikeln, die für die Infektion eingesetzt wurden, könnte zu dieser Beobachtung 

beigetragen haben. Nach Entfernen der Virussuspension ist die Aktivierung von NF-κB dagegen 

von den Viruspartikeln abhängig, die bis zu dem untersuchten Zeitpunkt synthetisiert wurden. 

Das Ausmaß der IKKβ-Phosphorylierung nahm im Verlauf der Infektion zu. Die 

Phosphorylierung von IKKβ war sowohl 15 als auch 20 h nach Infektion in der Gegenwart des 

SH-Proteins in rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen deutlich reduziert. Da 

der Gesamtgehalt an IKKβ durch das SH-Protein dagegen nicht beeinflusst war, zeigt dieses 

Ergebnis, dass SH nicht die Expression von IKKβ, sondern dessen Phosphorylierung reduziert. 

Auch die Phosphorylierung von IKKα an den Positionen Ser176 und Ser180 war in rMuV-SH- im 

Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen reduziert. Die Analyse der Phosphorylierung von 

IκBα an Ser32 zeigte eine Stunde nach Infektion im Vergleich zu den späteren Zeitpunkten ein 

sehr starkes Signal (Abb. 15B). Auch hier lag die Ursache vermutlich in der hohen Konzentration 

an Serumkomponenten bzw. der großen Anzahl der zur Infektion eingesetzten Viruspartikel im 

aufkonzentrierten Medium. Zu den späteren Zeitpunkten, als das SH-Protein in den rMuV-SH-

infizierten Zellen detektiert werden konnte, war das Ausmaß der IκBα-Phosphorylierung in 

rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen reduziert. Dagegen war eine geringe 

Reduktion des Gesamtgehalts an IκBα in der Abwesenheit des SH-Proteins zu erkennen. Dies 

kann mit dem reduzierten Abbau von IκBα durch die geringere Phosphorylierungsrate in rMuV-

SH-infizierten Zellen erklärt werden. Auch die Phosphorylierung von p65 an Ser536 war in 

rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen reduziert, während der Gesamtgehalt 

an p65 durch das SH-Protein nicht beeinflusst wurde (Abb. 15C). Das SH-Protein reduziert 

demnach auch die IκBα- sowie die p65-Phosphorylierung im Kontext einer Virusinfektion. Die 

für das SH-Protein detektierten Banden weisen eine zum N-Protein vergleichbare oder höhere 
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Intensität auf, obwohl die Analyse der Proteinexpression mittels Durchflusszytometrie eine 

größere Anzahl an N-positiven als SH-positiven Zellen für alle Zeitpunkte gezeigt hat (siehe Abb. 

12 und 13). Dies liegt an der verwendeten Belichtungszeit, die für das SH-Protein deutlich länger 

als für das N-Protein war. 

 

 

Abbildung 15: Einfluss des SH-Proteins auf die Phosphorylierung von IKKβ, IκBα und p65. 

A549 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Als Positivkontrolle 
(TNFα +) wurden A549 Zellen mit TNFα (100 ng/ml) für 15 min stimuliert. Nicht-stimulierte Zellen 
(TNFα -) dienten als Negativkontrolle. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und 
mittels Western Blot auf die Phosphorylierung von (A) IKKβ an Ser177/181, (B) IκBα an Ser32 und (C) 
p65 an Ser536 mit phosphospezifischen Antikörpern hin analysiert. Die Detektion des Gesamtgehalts an 
IKKβ, IκBα, p65, β-Aktin, MuV N und MuV SH diente als Kontrolle. Die gezeigten Daten sind repräsentativ 
für drei unabhängige Experimente.  
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Die Reduktion der Phosphorylierung von IKKβ, IκBα und p65 in der Gegenwart des SH-Proteins 

ließ vermuten, dass auch die Translokation von p65 in den Zellkern durch das SH-Protein in 

infizierten Zellen reduziert war. Um diese Annahme zu untersuchen, wurden rMuV-infizierte 

A549 Zellen 15 und 20 h nach Infektion fixiert und mittels Immunfluoreszenz und konfokaler 

Laserscanmikroskopie hinsichtlich der Lokalisierung von p65 analysiert. Der Nachweis des N-

Proteins diente zum Beleg einer vergleichbaren Infektionsrate. Wie in Abbildung 16A und B zu 

erkennen, war das N-Protein zu beiden Zeitpunkten in fast allen Zellen zu detektieren, wobei 

kein Unterschied bezüglich der Infektionsrate der rMuV-SH- und der rMuV-SHstop-infizierten 

Zellen bestand. Ebenso war zu beiden Zeitpunkten die Ausbildung von Synzytien ohne 

Unterschiede zwischen den beiden Viren festzustellen (vergleiche Abb. 11A). Im Gegensatz dazu 

war die Anzahl der Zellen, welche die Translokation von p65 in den Zellkern zeigten, in den 

rMuV-SH- im Vergleich zu den rMuV-SHstop-infizierten Zellen zu beiden Zeitpunkten reduziert. 

Eine Quantifizierung ergab, dass 15 h nach Infektion bei 1,4 % der rMuV-SH- sowie bei 9,8 % der 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen p65 im Zellkern zu detektieren war, während 20 h nach 

Infektion 4,8 % bzw. 28,2 % der infizierten Zellen die Translokation zeigten. Somit war zu 

beiden Zeitpunkten die Translokation in Anwesenheit des SH-Proteins signifikant um etwa 84 % 

reduziert (Abb. 16C). Die Vergrößerung repräsentativer Synzytien 20 h nach Infektion 

verdeutlicht, dass p65 in rMuV-SH-infizierten Zellen hauptsächlich im Zytoplasma verteilt war, 

während das Protein in rMuV-SHstop-infizierten Zellen zu einem signifikant höheren Anteil im 

Zellkern lokalisiert war (Abb. 16B). Diese Ergebnisse bestätigen daher die Vermutung, dass das 

SH-Protein die Translokation von p65 in den Zellkern im Kontext einer Virusinfektion reduziert. 

Trotz der Verwendung von unterschiedlichen FLAG-spezifischen Antikörpern und 

Fixierungsvarianten konnte das SH-Protein in infizierten A549 Zellen nicht nachgewiesen 

werden, obwohl ein Nachweis in transfizierten Zellen erfolgreich war. Dies ist vermutlich auf die 

relativ geringe Menge des während der Infektion exprimierten SH-Proteins zurückzuführen. 
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Abbildung 16: Einfluss des SH-Proteins auf die Translokation von p65 in den Zellkern. 

A549 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. (A) 15 Stunden oder 
(B) 20 Stunden nach Infektion wurden die Zellen fixiert. p65 wurde mit einem spezifischen Cy3-
gekoppelten Antikörper markiert und das N-Protein mit einem spezifischen Alexa488-gekoppelten 
Antikörper. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefärbt (nicht gezeigt). (B) Repräsentative Synzytien sind 
vergrößert gezeigt. (C) Für die Quantifizierung wurden 1,6 × 104 Zellen von drei unabhängigen 
Experimenten hinsichtlich der p65 Translokation analysiert. Dazu wurden für jedes Experiment drei bis 
vier Bilder pro Zeitpunkt und Virus, die jeweils 200 bis 500 Zellen enthielten, untersucht. Jede Zelle wurde 
auf die Expression des N-Proteins hin ausgewertet. Außerdem wurde für jede Zelle bestimmt, ob p65 im 
Zytoplasma verteilt oder im Zellkern lokalisiert war. Der Prozentsatz an N-positiven Zellen, welche die 
Translokation von p65 in den Zellkern zeigten, wurde für jeden Zeitpunkt und beide Viren berechnet. Der 
Graph zeigt den Mittelwert und die SD. ****, p<0,0001; die Statistik wurde mit einem ungepaarten t-Test 
mit einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
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4.2.2 Einfluss des SH-Proteins auf die NF-κB-regulierte Genexpression 

Für das MuV SH-Protein wurde beschrieben, dass es in transfizierten Zellen die TNFα-

vermittelte NF-κB-Aktivierung reduziert (Wilson et al., 2006; Woznik, 2012; Xu et al., 2011). 

Studien zeigten auch, dass die durch das dsRNA-Analogon poly(I:C)-vermittelte Aktivierung von 

NF-κB durch transfiziertes SH-Protein reduziert wird (Woznik, 2012). Über den Einfluss des SH-

Proteins auf die NF-κB-Aktivierung durch weitere Stimuli liegen dagegen noch keine 

Untersuchungen vor. Daher wurde für eine Reihe von verschiedenen Stimuli, die an 

unterschiedliche Rezeptoren binden, der Einfluss des SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung 

mittels eines Luciferase Reportergenassays untersucht. 293G und A549 Zellen wurden dazu mit 

dem Luciferasereporterplasmid und einem Plasmid, welches für das SH-Protein kodiert, oder 

einem Leervektor als Kontrolle transfiziert. Die Aktivierung von NF-κB wurde durch die 

Behandlung mit TNFα (Ligand von TNFR1), poly(I:C) (Ligand von TLR3), IL-1β (Ligand von IL-

1R1), dem synthetischen triacetylierten Lipoprotein Pam3CSK4 (Ligand von TLR1/2) oder LPS 

(Ligand von TLR4) stimuliert. Wie in Abbildung 17A zu erkennen ist, induzierte die Stimulation 

mit TNFα und poly(I:C) in den mit dem Leervektor (pCMV-HA) transfizierten 293G Zellen eine 

15- bzw. 20-fache Aktivierung von NF-κB. Die Behandlung mit IL-1β, Pam3CSK4 oder LPS 

resultierte dagegen nur in einer geringfügigen Aktivierung des Transkriptionsfaktors. In den mit 

dem SH-kodierenden Plasmid (pCMV-N-HA-SHJL) transfizierten 293G Zellen war die NF-κB-

Aktivierung nach Stimulation mit TNFα und poly(I:C) signifikant um etwa 60 % reduziert. 

Aufgrund der geringen Höhe der Aktivierung nach der Behandlung mit IL-1β, Pam3CSK4 oder 

LPS, wurde der Einfluss des SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung nach der Behandlung mit 

diesen Stimuli nicht untersucht. Die Stimulation mit TNFα und IL-1β induzierte in A459 Zellen 

eine 140- bzw. 130-fache Aktivierung von NF-κB, die in der Gegenwart des SH-Proteins 

signifikant um etwa 60 % reduziert war (Abb. 17B). Die Behandlung mit Pam3CSK4, LPS und 

poly(I:C) resultierte dagegen in einer etwa 20-, 6- bzw. 2-fachen NF-κB-Aktivierung. Diese war in 

der Anwesenheit des SH-Proteins in Pam3CSK4-stimulierten Zellen um 60 % und in LPS-

stimulierten Zellen um 30 % reduziert, allerdings sind die Unterschiede zwischen Leervektor 

und SH-kodierendem Plasmid statistisch nicht signifikant. Die mögliche Reduktion durch das 

SH-Protein nach der Behandlung mit poly(I:C) wurde aufgrund der geringen Höhe der NF-κB-

Aktivierung nicht untersucht. Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass das SH-Protein 

nicht nur die Aktivierung von NF-κB über die TNFR1-vermittelte Signalweitergabe, sondern 

auch über die IL-1R1- sowie die TLR3-vermittelte Signalweitergabe behindert.  
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Abbildung 17: Einfluss des SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung nach Stimulation mit 

TNFα, poly(I:C) und IL-1β in transfizierten Zellen. 

(A) 293G Zellen und (B) A549 Zellen wurden mit p(PRDII)5tkΔ(-39)lucter (293G: 240 ng, A549: 480 ng), 
pCMV-βGal (293G: 35 ng, A549: 70 ng) und pCMV-N-HA-SHJL oder pCMV-HA (293G: 725 ng, A549: 
1450 ng) transfiziert. 24 h (293G, A549) oder 38 h (A549) nach der Transfektion wurden die Zellen für 4 h 
mit 100 ng/ml TNFα, 20 µg/ml poly(I:C), 10 ng/ml IL-1β, 5 µg/ml Pam3CSK4 oder 1 µg/ml LPS stimuliert. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert und hinsichtlich der Aktivität der Luciferase sowie der β-
Galactosidase analysiert. Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für zwei (A) oder drei (B) 
unabhängige Experimente. *, p<0,05; ***, p<0,001; ****, p<0,0001; die Statistik wurde mit einem 
ungepaarten t-Test mit einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
 

Die Ergebnisse nach Expression des SH-Proteins in transfizierten Zellen sollten im Kontext einer 

Virusinfektion überprüft werden. Dazu wurde der Reportergenassay mit rMuV-SH- oder rMuV-

SHstop-infizierten A549 Zellen durchgeführt. Da bei dieser Zelllinie NF-κB durch TNFα und 

IL-1β aktiviert werden konnte und das SH-Protein jeweils zu einer signifikanten Reduktion 

dieser Aktivierung im Transfektionskontext führte, wurde auch in infizierten Zellen der Einfluss 

des SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung mittels dieser Stimuli untersucht. Abbildung 18 zeigt, 

dass die NF-κB-Aktivierung nach TNFα- und IL-1β-Stimulation in rMuV-SH-infizierten Zellen im 

Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen signifikant etwa 60 % reduziert war. Damit 

bestätigt dieser Befund auch in infizierten Zellen das Eingreifen des SH-Proteins in die TNFR1- 

und IL-1R1-vermittelte Aktivierung von NF-κB. 
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Abbildung 18: Einfluss des SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung nach Stimulation mit 

TNFα und IL-1β in infizierten Zellen. 

A549 Zellen wurden mit p(PRDII)5tkΔ(-39)lucter (480 ng), pCMV-βGal (70 ng) und pCMV-HA (1450 ng) 
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI 
von 0,5 infiziert. 16 h nach Infektion wurden die Zellen für 4 h mit 100 ng/ml TNFα oder 10 ng/ml IL-1β 
stimuliert, anschließend lysiert und hinsichtlich der Aktivität der Luciferase sowie der β-Galactosidase 
analysiert. Die NF-κB-Aktivierung der mit rMuV-SH-infizierten Zellen wurde relativ zur Aktivierung der 
mit rMuV-SHstop-infizierten Zellen berechnet und als Fold Change (n-fache Änderung) angegeben. Die 
Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für mindestens drei unabhängige Experimente. **, p<0,01; ***, 
p<0,001; die Statistik wurde mit einem Einstichproben-t-Test mit einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
 

Für 293 Zellen wurde in älteren Studien festgestellt, dass sie den TLR3 nicht exprimieren. 

Dagegen zeigen neuere Studien, dass 293 Zellen die mRNA für TLR3 exprimieren und TLR3 

intrazellulär nachgewiesen wird (Rudd et al., 2005; Schonbeck et al., 1998; Weber et al., 2012). 

Um die TLR3-Expression in der verwendeten Zelllinie 293G zu untersuchen und zu bestätigen, 

dass die Aktivierung von NF-κB nach Stimulation mit poly(I:C) über TLR3 erfolgt, wurden 293G 

Zellen mit siRNA gegen TLR3 transfiziert und die Expression von TLR3 mittels Western Blot 

analysiert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einer unspezifischen Kontroll-siRNA transfiziert. 

Abbildung 19 zeigt, dass zwei Banden in der für TLR3 erwarteten Höhe detektiert wurden. Die 

Stärke der unteren Bande ist in den mit TLR3-siRNA transfizierten Proben im Vergleich zu den 

mit Kontroll-siRNA transfizierten Proben deutlich verringert. Dies lässt darauf schließen, dass 

die verwendete 293G Zelllinie TLR3 exprimiert und die untere Bande spezifisch für diesen 

Rezeptor ist. Die obere Bande ist vermutlich auf eine unspezifische Bindung des verwendeten 

Antikörpers zurückzuführen. Da die NF-κB-Aktivierung durch die alleinige Zugabe von poly(I:C) 

ins Zellkulturmedium induziert wurde, ohne dass eine Transfektion nötig war, ist zu vermuten, 

dass TLR3 in 293G Zellen auch in der Zellmembran exprimiert wird.  

 



Ergebnisse 

 

74 

 

Abbildung 19: Analyse der Expression von TLR3 in 293G Zellen. 

293G Zellen wurden mit TLR3 spezifischer siRNA oder Kontroll-siRNA transfiziert. Dabei wurden jeweils 
25, 50 oder 100 pmol eingesetzt. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und mittels Western 
Blot mit einem spezifischen Antikörper auf die Expression von TLR3 hin analysiert. Die Detektion von 
GAPDH diente als Ladekontrolle. 
 

Der Einfluss unterschiedlicher Epitope, die für den Nachweis des SH-Proteins angefügt wurden, 

und deren Positionen sowie der Einfluss des MuV-Genotyps auf die Fähigkeit des SH-Proteins 

die NF-κB-Aktivierung zu reduzieren, wurden ebenfalls mittels Luciferase Reportergenassay 

untersucht. 293G Zellen wurden mit dem Luciferasereporterplasmid und einem Plasmid, 

welches für die jeweils zu untersuchende Variante des SH-Proteins kodiert, oder einem 

Leervektor als Kontrolle transfiziert. Die Aktivierung von NF-κB wurde durch die Behandlung 

mit poly(I:C) stimuliert. Wie in Abbildung 20 zu erkennen ist, war die NF-κB-Aktivierung in den 

Zellen, die mit einem Plasmid, welches für ein N-terminal markiertes SH-Protein kodiert (pCMV-

N-flag-SHJL, pCMV-N-HA-SHJL und pCMV-N-HA-SHPat), transfiziert wurden, im Vergleich zu den 

mit dem Leervektor transfizierten Zellen signifikant um etwa 50 % reduziert. Dagegen zeigten 

die Zellen, die mit einem Plasmid, das für ein C-terminal markiertes SH-Protein kodiert (pcDNA-

SHJL-C-HA und pcDNA-SHPAT-C-HA), transfiziert wurden, keine signifikant unterschiedliche 

Aktivierung von NF-κB relativ zum Leervektor. Es war kein Unterschied zwischen dem FLAG- 

oder dem HA-markierten SH-Protein festzustellen. Ebenso war kein Unterschied zwischen dem 

SH-Protein des Impfstammes Jeryl Lynn (JL), der dem Genotyp A zuzuordnen ist, und dem SH-

Protein eines Patientenisolats, welches dem Genotyp G angehört, zu erkennen. Der Vergleich der 

HA-markierten SH-Proteine der unterschiedlichen Genotypen hinsichtlich der NF-κB-

Aktivierung relativ zum Leervektor zeigte signifikante Unterschiede im Hinblick auf die Position 

des Epitops. Dabei war eine Reduktion der NF-κB-Aktivierung nur bei Transfektion der N-

terminal, nicht aber der C-terminal markierten SH-Proteine zu erkennen. Diese Ergebnisse 

unterstützen die Vermutung, dass der C-Terminus des SH-Proteins, der ins Zytoplasma 

orientiert ist, für dessen Funktion verantwortlich ist und das Anfügen eines Epitops an dieser 

Position die Funktion des SH-Proteins beeinträchtigt.  
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Abbildung 20: Einfluss unterschiedlicher Epitope und deren Position auf die Funktion des 

SH-Proteins. 

293G Zellen wurden mit p(PRDII)5tkΔ(-39)lucter (240 ng), pCMV-βGal (35 ng) und pCMV-N-flag-SHJL, 
pCMV-N-HA-SHJL, pCMV-N-HA-SHPat, pcDNA-SHJL-C-HA, pcDNA-SHPAT-C-HA oder pCMV-HA (725 ng) 
transfiziert. 24 h nach der Transfektion wurden die Zellen für 4 h mit 20 µg/ml poly(I:C) stimuliert. 
Anschließend wurden die Zellen lysiert und hinsichtlich der Aktivität der Luciferase sowie der β-
Galactosidase analysiert. Die NF-κB-Aktivierung der mit SH-kodierenden Plasmiden transfizierten Zellen 
wurde relativ zur Aktivierung der mit pCMV-HA-transfizierten Zellen berechnet. Der Graph zeigt den 
Mittelwert und die SD für drei unabhängige Experimente. *, p<0,05; **, p<0,01; die Statistik wurde mit 
einem ungepaarten t-Test sowie mit einem Einstichproben-t-Test jeweils mit einem zweiseitigen p-Wert 
berechnet. 
 

Anschließend sollte die Ebene eingegrenzt werden, auf der das SH-Protein in den jeweiligen 

Signalwegen die Aktivierung von NF-κB behindert. Dazu wurden 293G Zellen mit Plasmiden 

transfiziert, die für die Expression von Proteinen kodieren, welche an unterschiedlichen 

Positionen der Signalwege an der NF-κB-Aktivierung beteiligt sind. Die Überexpression dieser 

Proteine induziert die Aktivierung des NF-κB-Signalwegs auf der Ebene des jeweiligen Proteins. 

Zusätzlich zu dem Luciferasereporterplasmid und dem SH-Protein kodierenden Plasmid oder 

dem Leervektor wurden die Zellen mit einem Plasmid für die Expression von MyD88, TRAF2, 

TRAF6, TAK1 oder IKKβ transfiziert und mittels Luciferase Reportergenassay analysiert. Wie in 

Abbildung 21 gezeigt, reduzierte das SH-Protein in MyD88 transfizierten Zellen die NF-κB-

Aktivierung signifikant um etwa 60 %. Dagegen war die durch Überexpression von TRAF2, 

TRAF6, TAK1 oder IKKβ induzierte Aktivierung von NF-κB durch die Gegenwart des SH-Proteins 

nicht beeinflusst. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass das SH-Protein den NF-κB-Signalweg 

unterhalb oder auf der gleichen Ebene von MyD88, aber oberhalb von TRAF2, TRAF6, TAK1 oder 

IKKβ im jeweiligen Signalweg beeinflusst. Von den untersuchten Proteinen ist MyD88 das erste 

nach der Rezeptoraktivierung rekrutierte Protein. TRAF2 und TRAF6 sind ebenfalls 

Komponenten verschiedener Rezeptorkomplexe, werden aber erst im späteren Verlauf des 

Signalwegs rekrutiert, während TAK1 und IKKβ die finalen Komponenten zur Aktivierung von 

NF-κB darstellen. Daher ist zu vermuten, dass das SH-Protein mit Komponenten der initialen 

TNFR1-, IL-1R1- und TLR3-Rezeptorkomplexe interagiert.  
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Abbildung 21: Analyse der Signalwegsposition, an der das SH-Protein die Aktivierung von 

NF-κB beeinflusst. 

293G Zellen wurden mit p(PRDII)5tkΔ(-39)lucter (240 ng), pCMV-βGal (30 ng) und pCMV-N-HA-SHJL oder 
pCMV-HA (365 ng) transfiziert. Zusätzlich wurden die Zellen mit pUNO.MyD88, pFLAG-CMV2-TRAF2, 
pME18SFLAG-TRAF6, pCMV-TAK1 oder pcDNA3-IKKβ (365 ng) transfiziert. 28 h nach der Transfektion 
wurden die Zellen lysiert und hinsichtlich der Aktivität der Luciferase sowie der β-Galactosidase 
analysiert. Die NF-κB-Aktivierung der mit pCMV-N-HA-SHJL-transfizierten Zellen wurde relativ zur 
Aktivierung der mit pCMV-HA-transfizierten Zellen berechnet. Der Graph zeigt den Mittelwert und die SD 
für drei unabhängige Experimente. *, p<0,05; die Statistik wurde mit einem Einstichproben-t-Test mit 
einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
 

4.2.3 Interaktion des SH-Proteins mit Komponenten der TNFR1-, IL-1R1- und TLR3-

Rezeptorkomplexe 

Zur Überprüfung der vermuteten Interaktion des SH-Proteins mit Komponenten der 

Rezeptorkomplexe von TNFR1, IL-1R1 und TLR3 wurden Co-Immunpräzipitationsanalysen 

durchgeführt. Dabei wurde die Interaktion von SH mit TNFR1, TLR3, RIP1, IRAK1 und MyD88 

betrachtet. Als Kontrolle wurde mit IKKβ ein Protein, das deutlich unterhalb der 

Rezeptorkomplexe agiert, miteinbezogen. 293G und A549 Zellen wurden hierzu mit einem 

Plasmid, das für ein N-terminal FLAG-markiertes SH-Protein kodiert oder einem Leervektor als 

Kontrolle transfiziert. Die Proteine der Zelllysate wurden mittels Beads, an die ein FLAG-

spezifischer Antikörper gekoppelt ist, präzipitiert und per Western Blot analysiert. Abbildung 22 

zeigt, dass das SH-Protein nur in den Zelllysaten und Präzipitaten (IP) der mit pCMV-N-flag-SHJL-

transfizierten Zellen detektiert wurde. Die endogene Expression der Proteine TNFR1, TLR3, 

RIP1, IRAK1, MyD88 und IKKβ war dagegen unabhängig von der Expression des SH-Proteins in 

den Zelllysaten aller Proben ähnlich stark. Die Co-Immunpräzipitation von TNFR1, TLR3, RIP1 

und IRAK1 durch das SH-Protein wurde in den pCMV-N-flag-SHJL-transfizierten Zellen 

beobachtet, während die entsprechenden Banden dieser Proteine in den Leervektor-

transfizierten Zellen nicht detektiert werden konnten. Eine Präzipitation der Proteine MyD88 

und IKKβ war dagegen in keiner der analysierten Proben zu beobachten.  
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Abbildung 22: Interaktion des SH-Proteins mit Komponenten der TNFR1-, IL-1R1- und 

TLR3-Rezeptorkomplexe in transfizierten Zellen. 

293G und A549 Zellen wurden mit pCMV-N-flag-SHJL oder pCMV-HA transfiziert, wobei die Zelllinie A549 
nur für die Analyse von MyD88 herangezogen wurde. 20 h nach Transfektion wurden die Zellen lysiert 
und über Nacht mit Agarose-Beads inkubiert, an die FLAG-spezifische Antikörper kovalent gebunden 
waren. Anschließend wurden die gebundenen Proteine eluiert, mittels SDS-PAGE separiert und per 
Western Blot unter Verwendung eines FLAG-spezifischen Antikörpers und spezifischer Antikörper gegen 
TNFR1, TLR3, RIP1, IRAK1, MyD88 und IKKβ analysiert. Die Detektion von GAPDH diente als 
Ladekontrolle. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente.  
 

Um die in transfizierten Zellen erhaltenen Ergebnisse im Kontext einer Virusinfektion zu 

bestätigen, wurden A549 und 293G Zellen mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop infiziert. Die 

Zelllysate wurden mittels Co-Immunpräzipitation und Western Blot analysiert. Das SH-Protein 

wurde in den Präzipitaten der rMuV-SH-infizierten Zellen detektiert, nicht aber in den der 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen (Abb. 23). Dagegen wurde es nicht in allen Zelllysaten der rMuV-

SH-infizierten Zellen detektiert. Dies ist vermutlich auf das geringe Expressionslevel des SH-

Proteins in infizierten Zellen und die geringe Menge des aufgetragenen Zelllysats 

zurückzuführen. Die endogene Expression der Proteine TNFR1, RIP1, IRAK1 und MyD88 wurde 

in allen Zelllysaten unabhängig von der Expression des SH-Proteins in gleicher Stärke 

beobachtet. Wie auch mit dem transfizierten SH-Protein wurden TNFR1, RIP1 und IRAK1 mit 

dem aufgrund der Virusinfektion exprimierten SH-Protein präzipitiert, während für MyD88 

keine Präzipitation beobachtet wurde. In den mit rMuV-SHstop-infizierten Zellen wurde für 
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keines dieser Proteine die entsprechende Bande in vergleichbarer Stärke zu den rMuV-SH-

infizierten Zellen beobachtet. Da die zusammen mit dem SH-Protein präzipitierten Proteine 

entweder Rezeptoren sind oder zu den frühen zum jeweiligen Rezeptor rekrutierten 

Adapterproteinen gehören, bestätigen diese Befunde die Annahme, dass das SH-Protein mit 

Komponenten der initialen TNFR1-, IL-1R1- und TLR3-Rezeptorkomplexe interagiert.  

 

 

Abbildung 23: Interaktion des SH-Proteins mit Komponenten der TNFR1-, IL-1R1- und 

TLR3-Rezeptorkomplexe in infizierten Zellen. 

A549 und 293G Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 bzw. 10 infiziert, 
wobei die Zelllinie 293G nur für die Analyse von RIP1 herangezogen wurde. 20 h nach Infektion wurden 
die Zellen lysiert und über Nacht mit Agarose-Beads inkubiert, an die FLAG-spezifische Antikörper 
kovalent gebunden waren. Anschließend wurden die gebundenen Proteine eluiert, mittels SDS-PAGE 
separiert und per Western Blot unter Verwendung eines FLAG-spezifischen Antikörpers und spezifischer 
Antikörper gegen TNFR1, RIP1, IRAK1 und MyD88 analysiert. Die Detektion von GAPDH diente als 
Ladekontrolle. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. 
 

4.2.4 Einfluss des NF-κB-Inhibitors SC75741 auf das Wachstum der rMuV 

Der Einfluss des NF-κB-Inhibitors SC75741 auf das Wachstum der rMuV wurde in infizierten 

A549 Zellen untersucht. In der Arbeitsgruppe Mankertz wurde bereits gezeigt, dass die 

Inkubation mit 5 µM SC75741 über einen Zeitraum von 4 Tagen die Viabilität von A549 Zellen 

nicht beeinflusst (Maletzki, 2016). Ebenso wurde die Aktivierung von NF-κB nach Infektion von 

A549 Zellen mit rMuV-SHstop in Anwesenheit von SC75741 über einen Zeitraum von 3 Tagen 

untersucht, wobei konstant eine Inhibition von 40 % beobachtet wurde (Maletzki, 2016). Zur 

Analyse des Wachstums der rMuV in Anwesenheit von SC75741 wurden die Zellen nach der 

Infektion entweder mit SC75741 oder als Kontrolle mit dem Lösungsmittel DMSO behandelt. Der 

Zellkulturüberstand wurde über einen Zeitraum von sieben Tagen hinsichtlich der 

extrazellulären Virustiter mittels ICA analysiert. Abbildung 24 zeigt, dass die Zugabe von 

SC75741 sowohl für rMuV-SH als auch für rMuV-SHstop die Menge der detektierten 

Viruspartikel im Zellkulturüberstand zu jedem untersuchten Zeitpunkt im Vergleich zu DMSO 
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reduziert hat. Für beide Viren wurden zwei Tage nach Infektion sowohl für die SC75741- als 

auch für die DMSO-behandelten Ansätze die höchsten Titer erreicht. Diese sanken zu den 

späteren Zeitpunkten wieder ab. Der Unterschied im Titer zwischen den SC75741- und den 

DMSO-behandelten Ansätzen war bei rMuV-SH im Verlauf der Infektion gleichbleibend, während 

bei rMuV-SHstop dieser Unterschied zu Beginn weniger stark ausgeprägt war als zu den späten 

Zeitpunkten. Da der Anfangstiter von rMuV-SH vom Anfangstiter von rMuV-SHstop abwich, 

bedingt durch die Schwierigkeiten bei der Anzucht der Viren und der Bestimmung der Titer 

(siehe Kap. 5.2.2), ist ein direkter Vergleich der Viren nur bedingt möglich.  

 

 

Abbildung 24: Einfluss des NF-κB-Inhibitors SC75741 auf das Wachstum der rMuV. 

A549 Zellen wurden mit (A) rMuV-SH und (B) rMuV-SHstop mit einer MOI von 0,5 infiziert. Dabei wurden 
pro Virus drei voneinander unabhängige Infektionen zum selben Zeitpunkt durchgeführt. Nach der 
einstündigen Inkubation der Virussuspension auf den Zellen wurde dieses abgenommen, die Zellen mit 
PBS gewaschen und neues Zellkulturmedium, welches mit 5 µM SC75741 oder dem entsprechenden 
Volumen an DMSO versetzt war, zugegeben. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurde Zellkulturüberstand 
abgenommen und durch das gleiche Volumen an SC75741- oder DMSO-haltigem Medium ersetzt. Mittels 
ICA auf Vero76 Zellen wurden die Virustiter der Zellkulturüberstände analysiert. Um die Anfangstiter zu 
bestimmen, wurden die zur Infektion eingesetzten Virusverdünnungen ebenfalls auf Vero76 Zellen 
titriert. Die Anfangstiter sind auf der y-Achse dargestellt. Das Detektionslimit liegt aufgrund des 
Analyseverfahrens bei 102 (gestrichelte Linie). Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD. 
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Um den Einfluss von SC75741 auf die Ausbildung von Synzytien und die generelle Morphologie 

der Zellen zu dokumentieren, sind in Abbildung 25 charakteristische mikroskopische 

Aufnahmen der infizierten Zellen gezeigt. Die rMuV-SH-infizierten Zellen zeigten an Tag 1 nach 

der Infektion keinen Unterschied zwischen SC75741- oder DMSO-behandelten Zellen und nur 

wenige, kleine Synzytien. Dagegen traten bei den rMuV-SHstop-infizierten Zellen deutlich mehr 

und größere Synzytien auf, wobei die SC75741-behandelten Zellen einen stärkeren CPE als die 

DMSO-behandelten Zellen zeigten. Im Verlauf der Infektion nahm bei allen Ansätzen der CPE zu. 

Bei den rMuV-SH-infizierten Zellen wurde kein Unterschied hinsichtlich des CPE zwischen 

SC75741- und DMSO-Behandlung festgestellt, die Zelldichte war in der Anwesenheit des 

Inhibitors jedoch zu den späteren Zeitpunkten erkennbar höher. Die rMuV-SHstop-infizierten 

Zellen zeigten an Tag 3 nach Infektion einen geringeren CPE in den SC75741-behandelten Zellen 

als in den DMSO-behandelten. Auffällig waren hier ab dem 5. Tag nach Infektion die nur noch 

vereinzelt zu erkennenden Zellen in den Inhibitor-behandelten Ansätzen, während die DMSO-

behandelten Ansätze noch einen zusammenhängenden Zellrasen aufwiesen. Die Behandlung mit 

SC75741 hat daher nicht nur eine Auswirkung auf das Wachstum der Viren, sondern auch auf 

den CPE und die Morphologie der Zellen, wobei sich die Effekte bei den beiden untersuchten 

Viren unterscheiden.  
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Abbildung 25: Nach rMuV-Infektion induzierter CPE in A549 Zellen in der An- und 

Abwesenheit des NF-κB-Inhibitors SC75741. 

A549 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 0,5 infiziert. Nach der 
einstündigen Inkubation der Virussuspension auf den Zellen wurde diese abgenommen, die Zellen mit PBS 
gewaschen und neues Zellkulturmedium, welches mit 5 µM SC75741 oder dem entsprechenden Volumen 
an DMSO versetzt war, zugegeben. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen am 
Lichtmikroskop in 100-facher Vergrößerung fotografiert.  
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4.3 Charakterisierung des Einflusses des SH-Proteins auf die durch NF-κB 

regulierte Zytokin-Produktion 

Studien an rMuV, bei denen das gesamte SH-Gen deletiert wurde (ΔSH), zeigen eine im Vergleich 

zu Wildtypviren verstärkte Expression von TNFα (Xu et al., 2011). Die einzige Studie, die wie in 

der vorliegenden Arbeit, SH-defiziente Viren über das Einfügen von Stoppkodons in das SH-Gen 

hergestellt hat (SHstop), zeigt, dass nur das ΔSH-Virus und nicht das SHstop-Virus zu einer 

Attenuierung im Ratten-Neurovirulenz-Modell führt (Malik et al., 2011). Dieser Befund führt zu 

der Frage, ob das SH-Protein per se oder die Deletion des gesamten SH-Gens und die damit 

einhergehende Störung der Genomstruktur die Virulenz des Virus verändern. Um die Funktion 

des SH-Proteins als Virulenzfaktor weiter zu untersuchen, wurde die Produktion von TNFα in 

rMuV-SH- und rMuV-SHstop-infizierten Zellen analysiert. In früheren Arbeiten der 

Arbeitsgruppe Mankertz wurde gezeigt, dass die Infektion mit rMuV in A549 Zellen zu einer 

Hochregulierung der Caspase-1 mRNA-Expression führt (Thrun, 2013). Daher wurde vermutet, 

dass eine rMuV-Infektion ebenso in einer Hochregulierung der Freisetzung von IL-1β sowie 

IL-18 resultiert. Die Genexpression dieser Zytokine ist, wie auch die von TNFα, von NF-κB 

abhängig. Der Einfluss des SH-Proteins wurde daher auch auf die Produktion von IL-1β sowie 

IL-18 untersucht.  

4.3.1 Charakterisierung der rMuV-Infektion in THP-1 Zellen 

Zunächst wurde die Freisetzung von TNFα nach rMuV-Infektion in A549 Zellen untersucht. Da 

mittels ELISA zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion keine TNFα-Freisetzung aus dieser 

Zelllinie detektiert werden konnte, sollten THP-1 Zellen für die Analysen verwendet werden. Die 

humane monozytische Leukämie-Zelllinie THP-1 wird als in vitro Modell für Untersuchungen zur 

Immunmodulation verwendet (Chanput et al., 2014). Darüber hinaus wurde bereits gezeigt, dass 

THP-1 Zellen mit MuV infiziert werden können (Katoh et al., 2016). Um die Kinetik der 

Expression viraler Proteine zu untersuchen, wurden monozytische THP-1 Zellen sowie mittels 

PMA zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer 

MOI von 5 infiziert. Innerhalb von 48 h nach Infektion wurden die Zellen zu verschiedenen 

Zeitpunkten geerntet und die Expression des N- sowie des SH-Proteins mittels 

Durchflusszytometrie analysiert. Wie in Abbildung 26 zu erkennen, lassen sich sowohl 

Monozyten als auch Makrophagen mit den rMuV infizieren. In beiden Zelltypen nahm der 

Prozentsatz der N-positiven Zellen im Verflauf der Infektion zu, dabei war kein signifikanter 

Unterschied zwischen den rMuV-SH- und den rMuV-SHstop-infizierten Zellen festzustellen. Der 

Vergleich der beiden Zelltypen zeigt, dass zu Beginn der Infektion deutlich mehr Monozyten als 

Makrophagen infiziert waren. So waren 8 Stunden nach Infektion etwa 40 % der Monozyten 

positiv für das N-Protein, aber nur etwa 10 % der Makrophagen. Dennoch wurden zum 
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spätesten analysierten Zeitpunkt sehr ähnliche Werte von etwa 80 % N-positiver Monozyten 

und etwa 70 % N-positiver Makrophagen beobachtet, wobei jedoch weiterhin ein signifikanter 

Unterschied zwischen Monozyten und Makrophagen bestand (Daten dieser Signifikanzanalyse 

nicht gezeigt).  

 

 

Abbildung 26: Expressionskinetik des N-Proteins in rMuV-infizierten THP-1 Zellen. 

(A) THP-1 Monozyten und (B) mittels PMA zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 
rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die 
Zellen fixiert. Das N-Protein wurde mit einem N-spezifischen Primärantikörper und einem Alexa 488-
gekoppelten Sekundärantikörper markiert. Die Proben wurden im Durchflusszytometer gemessen. Die 
Werte für nicht-infizierte Zellen (mock) wurden von denen für rMuV-infizierte Zellen abgezogen. Die 
Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für vier unabhängige Experimente. Die statistische Analyse 
mittels ungepaarten t-Tests mit einem zweiseitigen p-Wert zeigte keine signifikanten Unterschiede 
zwischen den rMuV. 
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Die Expressionskinetik des SH-Proteins ist in THP-1 Monozyten und Makrophagen sehr ähnlich, 

wie Abbildung 27 zeigt. In beiden Varianten der Zelllinie stieg die Expression zu Beginn der 

Infektion sehr schnell an und erreichte 24 h nach Infektion mit etwa 80 % SH-positiver Zellen 

ein Maximum, wonach die Anzahl SH-positiver Zellen zu den späteren Zeitpunkten wieder leicht 

abnahm.  

Die beiden untersuchten Varianten der Zelllinie THP-1 sind diesen Analysen zufolge geeignet, 

um den Einfluss des SH-Proteins im Kontext einer Virusinfektion zu untersuchen. Weiterhin 

zeigen diese Ergebnisse, dass der Zeitraum von 12 bis 48 h nach Infektion für die Analyse des 

Einflusses der rMuV-Infektion auf die Zytokin-Produktion geeignet ist. 

 

 

Abbildung 27: Expressionskinetik des SH-Proteins in rMuV-infizierten THP-1 Zellen. 

(A) THP-1 Monozyten und (B) mittels PMA zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit 
rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die 
Zellen fixiert. Das SH-Protein wurde mit einem APC-gekoppelten FLAG-spezifischen Antikörper markiert. 
Die Proben wurden im Durchflusszytometer gemessen. Die Werte für rMuV-SHstop wurden von denen für 
rMuV-SH abgezogen. Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für vier unabhängige Experimente.  
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Abbildung 28: Nach rMuV-Infektion induzierter CPE in THP-1 Makrophagen. 

Mittels PMA zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden 72 Stunden nach der PMA-Behandlung 
mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden 
die Zellen am Lichtmikroskop in 100-facher Vergrößerung fotografiert. Nicht-infizierte Zellen (mock) 
wurden zum Vergleich fotografiert.  
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Die THP-1 Monozyten zeigten nach der Infektion mit rMuV keine morphologischen 

Veränderungen, während bei den THP-1 Makrophagen ein deutlicher CPE mit der Bildung von 

Synzytien zu erkennen war (Abb. 28). Auch nicht-infizierte Makrophagen zeigten im Verlauf der 

Beobachtung morphologische Veränderungen, wobei die zum Zeitpunkt der Infektion 

überwiegend runden Zellen schließlich einen langgestreckten Phänotyp aufwiesen. Die rMuV-

infizierten Zellen zeigten ebenfalls diese Veränderung und bereits 12 h nach der Infektion die 

Ausbildung von Synzytien. Im Verlauf der Infektion breitete sich der CPE weiter im Zellrasen 

aus. Unterschiede zwischen dem SH-exprimierenden und dem SH-defizienten Virus wurden bei 

dem in Abbildung 28 exemplarisch gezeigten Experiment wie auch in weiteren Experimenten 

nicht festgestellt. 

Für die Untersuchung, ob THP-1 Monozyten oder Makrophagen besser für die Analyse der 

Zytokin-Freisetzung geeignet sind, wurden beide Zelltypen mit LPS stimuliert bzw. mit rMuV-

SHstop infiziert. Während für Makrophagen die Freisetzung von IL-1β mittels ELISA zu 

verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion und Stimulation detektiert werden konnte, zeigten 

die Monozyten weder nach Stimulation noch nach Infektion eine Zytokin-Freisetzung (Daten 

nicht gezeigt). Für die weiteren Versuche wurden daher lediglich zu Makrophagen differenzierte 

THP-1 Zellen verwendet. 

4.3.2 Einfluss des SH-Proteins auf die Phosphorylierung von p65 

Um auch in THP-1 Zellen den Einfluss der rMuV-Infektion generell sowie den des SH-Proteins 

auf die NF-κB-Aktivierung zu untersuchen, wurde die Phosphorylierung von p65 im Western 

Blot analysiert. Hierzu wurden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen mit rMuV-SH oder 

rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten bis 46 h nach 

Infektion wurden die Zellen lysiert und hinsichtlich des Gesamtproteingehalts von p65 sowie 

des Anteils der an Ser536-phosphorylierten Form von p65 untersucht. Die Färbung des viralen 

N- sowie des SH-Proteins diente der Kontrolle der erfolgreichen Infektion mit den gewünschten 

Viren. Wie Abbildung 29 zeigt, stieg die Phosphorylierung von p65 im Verlauf der Infektion in 

rMuV-infizierten Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen an. Dabei war in der frühen 

Phase der Infektion (20 h nach Infektion) eine stärkere Phosphorylierung in rMuV-SHstop- im 

Vergleich zu rMuV-SH-infizierten Zellen zu beobachten. Zu den späteren Zeitpunkten waren 

dagegen keine Unterschiede zwischen den beiden Viren zu erkennen. Dass die Bande, die dem 

Gesamtproteingehalt von p65 entspricht, besonders zum Zeitpunkt 46 h nach Infektion in 

infizierten Zellen deutlich schwächer ist als die Bande in nicht-infizierten Zellen, liegt an der 

Reihenfolge der durchgeführten Färbungen. Bei dem gezeigten Blot wurde zunächst die 

phosphorylierte Form von p65 gefärbt und erst im Anschluss ein Antikörper verwendet, der p65 

unabhängig von seiner Phosphorylierung erkennt. Wurde der letztgenannte Antikörper zuerst 
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eingesetzt, zeigten alle untersuchten Proben eine Bande von der gleichen Stärke und damit 

einen gleichen Gesamtproteingehalt an p65 (Daten nicht gezeigt). Die Quantifizierung der p65-

Phosphorylierung von rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen zeigt im Trend, dass 

zu den früheren Zeitpunkten nach Infektion die p65-Phosphorylierung in der Anwesenheit des 

SH-Proteins stärker heabreguliert war als zu den späteren Zeitpunkten (Abb. 29B). Da für die 

Quantifizierung neben GAPDH auch auf die Expression des N-Proteins normiert wurde und für 

dieses 12 h nach Infektion nur sehr schwache Banden detektiert werden konnten, wurde für 

diesen Zeitpunkt keine Quantifizierung durchgeführt. Die Induktion der Phosphorylierung von 

p65 durch die Infektion mit rMuV lässt auch auf die Aktivierung von NF-κB im Kontext einer 

MuV-Infektion in THP-1 Zellen schließen. Da in der Gegenwart des SH-Proteins die p65-

Phosphorylierung im frühen Verlauf der Infektion reduziert ist, kann auch eine reduzierte NF-

κB-Aktivierung in der Anwesenheit des SH-Proteins vermutet werden. 

 

 

Abbildung 29: Analyse der NF-κB p65-Phosphorylierung in infizierten THP-1 Zellen. 

(A) Zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI 
von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot auf 
die Phosphorylierung von p65 mit einem phosphospezifischen Antikörper hin untersucht. Die Detektion 
des Gesamtgehalts an p65, GAPDH, MuV N und MuV SH diente als Kontrolle. Nicht-infizierte Zellen (mock) 
wurden als Kontrolle verwendet. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige 
Experimente. (B) Die p65-Phosphorylierung wurde für rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-infizierte Zellen 
quantifiziert. GAPDH und MuV N wurden zur Normalisierung verwendet. Der Graph zeigt die mittlere Fold 
Change und die SD für drei unabhängige Experimente. 
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4.3.3 Einfluss des SH-Proteins auf die Genexpression von TNFα, IL-1β und IL-18 

Um den Einfluss der rMuV-Infektion generell sowie den des SH-Proteins auf die Produktion der 

Zytokine TNFα, IL-1β und IL-18 zu charakterisieren, wurde zunächst die Genexpression von pro-

TNFα, pro-IL-1β und pro-IL-18 in rMuV-infizierten THP-1 Makrophagen analysiert. Diese 

wurden dazu mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Zu verschiedenen 

Zeitpunkten bis 46 h nach Infektion wurde die RNA extrahiert und die Expression der mRNA der 

Zytokine im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen mittels quantitativer Real-Time-PCR zur 

Analyse des Einflusses der rMuV-Infektion quantifiziert. Abbildung 30A zeigt, dass die 

Genexpression von pro-TNFα im Infektionsverlauf in rMuV-infizierten Zellen im Vergleich zu 

nicht-infizierten Zellen anstieg. Dabei wurde eine stärkere Hochregulation in rMuV-SHstop- im 

Vergleich zu rMuV-SH-infizierten Zellen für die Zeitpunkte 12, 20 und 36 h nach Infektion 

beobachtet. Zum spätesten analysierten Zeitpunkt, 46 h nach Infektion, war die Hochregulation 

jedoch in rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen größer. Die Quantifizierung 

der Expression der TNFα-mRNA in rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen, bei der 

zusätzlich zu GAPDH auch eine Normalisierung auf das N-Gen durchgeführt wurde, zeigt für 

jeden Zeitpunkt eine Herabregulation in rMuV-SH-infizierten Zellen, wobei diese für die 

Zeitpunkte 36 und 46 h nach Infektion. signifikant war. (Abb. 30B). Das Ausmaß der Regulation 

stieg bis 36 h nach Infektion an, 46 h nach Infektion war der Unterschied zwischen den beiden 

Viren dagegen wieder weniger stark ausgeprägt. Auch die Expression der IL-1β-mRNA stieg in 

rMuV-infizierten im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen im Infektionsverlauf an, wie Abbildung 

30C zeigt. Im Vergleich zur Hochregulation der TNFα-Genexpression nach Infektion, war diese 

für IL-1β jedoch deutlich geringer. Es ist aber auch für IL-1β ein stärkerer Anstieg in rMuV-

SHstop- als in rMuV-SH-infizierten Zellen zu erkennen, wobei bei ersteren zu jedem Zeitpunkt 

eine Hochregulation relativ zu nicht-infizierten Zellen zu erkennen ist, bei letzteren nur zu den 

beiden späteren Zeitpunkten. Die Genexpression von pro-IL-1β in rMuV-SH- relativ zu rMuV-

SHstop-infizierten Zellen war zu jedem betrachteten Zeitpunkt herabreguliert, 36 und 46 h nach 

Infektion signifikant, wobei die Stärke der Regulation im Infektionsverlauf anstieg (Abb. 30D). 

Im Gegensatz dazu war die Genexpression von pro-IL-18 in rMuV-infizierten relativ zu nicht-

infizierten Zellen nicht reguliert (Abb. 30E). Diese Ergebnisse zeigen, dass sowohl TNFα als auch 

IL-1β während der Infektion mit rMuV auf mRNA-Ebene hochreguliert wurden, wobei das 

Vorhandensein des SH-Proteins die Genexpression jeweils reduzierte. Dagegen wurde die 

Expression von IL-18 auf mRNA-Ebene während der rMuV-Infektion nicht beeinflusst. 
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Abbildung 30: Analyse der pro-TNFα-, pro-IL-1β- und pro-IL-18-mRNA in infizierten 

THP-1 Zellen. 

Zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 
infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen geerntet und die RNA extrahiert. (A) Die 
TNFα-, (C) IL-1β- und (E) IL-18-Genexpression wurde mittels quantitativer Real-Time-PCR relativ zu 
nicht-infizierten Zellen quantifiziert. GAPDH wurde zur Normalisierung verwendet. Dargestellt ist die Fold 
Change (mock), die mit der ΔΔCT Methode berechnet wurde. (B) Die TNFα- und (D) die IL-1β-
Genexpression wurde in rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen quantifiziert. GAPDH und 
MuV N wurden zur Normalisierung verwendet. Dargestellt ist die Fold Change (rMuV-SHstop), die mit der 
ΔΔCT Methode berechnet wurde. Die Graphen zeigen den Mittelwert und die SD für drei unabhängige 
Experimente. *, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001; die Statistik wurde mit einem Einstichproben-t-Test mit 
einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
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4.3.4 Einfluss des SH-Proteins auf die Expression von pro-IL-1β 

Auch auf Proteinebene wurde die Expression von pro-IL-1β mittels Western Blot untersucht. 

Hierzu wurden zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop 

mit einer MOI von 5 infiziert. Zu verschiedenen Zeitpunkten bis 46 h nach Infektion wurden die 

Zellen lysiert und hinsichtlich der Expression von pro-IL-1β untersucht. Die Färbung des viralen 

N- sowie des SH-Proteins diente der Kontrolle bezüglich der erfolgreichen Infektion mit den 

gewünschten Viren. Die Expression von pro-IL-1β zeigte zu den frühen Zeitpunkten, 12 und 20 h 

nach Infektion, in infizierten Zellen keine Unterschiede zu nicht-infizierten Zellen (Abb. 31A). 

Dagegen war 36 h nach Infektion eine deutlich erhöhte Expression in rMuV-SHstop- im 

Vergleich zu rMuV-SH- sowie zu nicht-infizierten Zellen zu beobachten. 46 h nach Infektion war 

für beide rMuV die pro-IL-1β-Expression im Vergleich zu nicht-infizierten Zellen erhöht, wobei 

auch hier in rMuV-SH-infizierten Zellen die Expression im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten 

Zellen deutlich reduziert war. Die Quantifizierung der pro-IL-1β-Expression von rMuV-SH- 

relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen zeigt im Trend, dass diese zu den späteren 

Zeitpunkten nach Infektion stärker herabreguliert war als zu den früheren Zeitpunkten (Abb. 

31B). Wie auch für die Quantifizierung der p65-Phosphorylierung (Abb. 29B) wurde die 

Expression von pro-IL-1β auf die Expression von GAPDH und die des N-Proteins normiert. Daher 

wurde aus den gleichen Gründen für den Zeitpunkt 12 h nach Infektion keine Quantifizierung 

durchgeführt. Nach diesen Ergebnissen zu schließen, induziert die rMuV-Infektion die 

Expression von pro-IL-1β, dessen Genexpression von NF-κB abhängig ist, erst im späteren 

Verlauf der Infektion. In der Gegenwart des SH-Proteins ist die Expression von pro-IL-1β 

deutlich reduziert. 

Der Einfluss der rMuV-Infektion generell sowie der des SH-Proteins auf die Expression von pro-

IL-18 als weiteres Zytokin, dessen Genexpression von NF-κB und dessen Freisetzung von 

Caspase-1 abhängig ist, sollte ebenfalls auf Proteinebene untersucht werden. Allerdings zeigte 

der verwendete Antikörper gegen pro-IL-18 in den verschiedenen durchgeführten 

Experimenten ein variierendes Bandenmuster auf unterschiedlicher Höhe. Da schon auf mRNA-

Ebene keine Hochregulation dieses Zytokins nach rMuV-Infektion festgestellt werden konnte 

(Abb. 30E), wurde auf eine weitere Analyse von pro-IL-18 auf Proteinebene verzichtet.  
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Abbildung 31: Analyse der pro-IL-1β-Expression in infizierten THP-1 Zellen. 

(A) Zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI 
von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen lysiert und mittels Western Blot auf 
die Expression von pro-IL-1β mit einem spezifischen Antikörper hin untersucht. Die Detektion des 
Gesamtgehalts an GAPDH, MuV N und MuV SH diente als Kontrolle. Nicht-infizierte Zellen (mock) wurden 
als Kontrolle verwendet. Die gezeigten Daten sind repräsentativ für drei unabhängige Experimente. (B) 
Die pro-IL-1β-Expression wurde für rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-infizierte Zellen quantifiziert. 
GAPDH und MuV N wurden zur Normalisierung verwendet. Der Graph zeigt die mittlere Fold Change und 
die SD für drei unabhängige Experimente. 
 

4.3.5 Einfluss des SH-Proteins auf die Freisetzung von TNFα, IL-1β und IL-18 

Der Einfluss der rMuV-Infektion und der des SH-Proteins auf die Freisetzung von TNFα, IL-1β 

und IL-18 wurden mittels spezifischer ELISA-Assays untersucht. THP-1 Makrophagen wurden 

mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit einer MOI von 5 infiziert. Innerhalb von 46 h nach Infektion 

wurden die Zellkulturüberstände der infizierten Zellen abgenommen und der Gehalt der 

verschiedenen Zytokine analysiert. Wie Abbildung 32A zeigt, stieg die Freisetzung von TNFα im 

Verlauf der Infektion an. Für nicht-infizierte Zellen wurde zu jedem Zeitpunkt eine deutlich 

geringere TNFα-Freisetzung als für infizierte Zellen detektiert. Die rMuV-SHstop- zeigten im 

Vergleich zu rMuV-SH-infizierten Zellen ab 20 h nach Infektion eine signifikant höhere 

Freisetzung. Die Quantifizierung des freigesetzten TNFα von rMuV-SH- relativ zu rMuV-SHstop-

infizierten Zellen zeigt für jeden Zeitpunkt eine Herabregulation in rMuV-SH-infizierten Zellen 

um etwa 50 % (Abb. 32B), die zu den Zeitpunkten 20, 36 und 46 h nach Infektion als signifikant 

getestet wurde. Auch die Freisetzung von IL-1β stieg bei rMuV-SHstop-infizierten Zellen im 

Verlauf der Infektion an, während sie bei rMuV-SH-infizierten Zellen über den Infektionsverlauf 
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unverändert blieb (Abb. 32C). Nicht-infizierte Zellen zeigten zu jedem Zeitpunkt eine geringere 

Freisetzung von IL-1β als infizierte Zellen. Da generell die Menge an freigesetztem IL-1β im 

Vergleich zu TNFα deutlich geringer war, war der Unterschied zwischen infizierten und nicht-

infizierten Zellen für IL-1β weniger stark als für TNFα. Relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen 

war die IL-1β-Freisetzung von rMuV-SH-infizierten Zellen 12 h nach Infektion hochreguliert, zu 

den späteren Zeitpunkten nach Infektion aber um 20 – 30 % herabreguliert (Abb. 32D). IL-18 

wurde zu keinem untersuchten Zeitpunkt in den Zellkulturüberständen infizierter oder nicht-

infizierter Zellen nachgewiesen (Daten nicht gezeigt). Diese Ergebnisse zeigen, dass durch die 

rMuV-Infektion die Freisetzung von TNFα und IL-1β hochreguliert wird, wobei für TNFα eine 

deutlich stärkere Regulation als für IL-1β beobachtet wurde. Damit spiegelt sich der Unterschied 

in der Regulation der Genexpression zwischen diesen beiden Zytokinen (Abb. 30) auch in der 

Zytokin-Freisetzung wider. Wie die Genexpression von IL-18 wird auch die Freisetzung dieses 

Zytokins durch die Infektion mit rMuV in THP-1 Makrophagen nicht reguliert. Das SH-Protein 

reduziert sowohl die Freisetzung von TNFα, als auch in geringerem Maße die von IL-1β. 

 

 

Abbildung 32: Analyse der TNFα- und der IL-1β-Freisetzung aus infizierten THP-1 Zellen. 

Mittels PMA zu Makrophagen differenzierte THP-1 Zellen wurden mit rMuV-SH oder rMuV-SHstop mit 
einer MOI von 5 infiziert. Zu den angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellkulturüberstände 
abgenommen und auf die Menge an (A) TNFα und (C) IL-1β mittels spezifischer ELISA-Assays analysiert. 
Nicht-infizierte Zellen (mock) dienten als Kontrolle. (B) Die TNFα- und (D) die IL-1β-Freisetzung aus 
rMuV-SH-infizierten Zellen wurden relativ zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen quantifiziert. Die Graphen 
zeigen den Mittelwert und die SD für drei unabhängige Experimente. *, p<0,05; **, p<0,01;***, p<0,001; 
(A) die Statistik wurde mit einem ungepaarten t-Test mit einem zweiseitigen p-Wert oder (B) einem 
Einstichproben-t-Test mit einem zweiseitigen p-Wert berechnet. 
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5 Diskussion 

5.1 Herstellung rekombinanter MuV zu Analyse der Funktion des SH-

Proteins 

Die bisherigen Studien zur Untersuchung der Funktion des MuV SH-Proteins und der SH-

Proteine von verwandten Paramyxoviren wurden mit rekombinanten Viren durchgeführt, bei 

denen zur Verhinderung der SH-Expression das gesamte SH-Gen deletiert wurde. Die Virulenz 

und Pathogenität von Paramyxoviren kann aber durch Veränderungen der Genomstruktur 

negativ beeinflusst werden, da die Genomstruktur für den Gradienten der viralen mRNAs und 

somit auch für eine effiziente Virusreplikation entscheidend ist. Daher konnte durch diese 

Studien nicht geklärt werden, ob das Fehlen des SH-Proteins oder die mit der Deletion 

verbundene Störung der Genomstruktur für die gefundenen Effekte verantwortlich ist. Malik et 

al. verglichen zum ersten Mal ein rMuV mit deletiertem SH-Gen, rMuVΔSH, und ein rMuV-

SHstop, bei dem die SH-Expression durch das Einfügen von drei Stoppkodons in das SH-Gen 

unterdrückt ist. Sie stellten die Vermutung auf, dass nicht das MuV SH-Protein per se als 

Virulenzfaktor in dem von ihnen untersuchten Modell fungiert, sondern dass die gefundenen 

Effekte auf die Veränderung der Genomstruktur zurückzuführen sind, da nur rMuVΔSH ein 

reduziertes Wachstum in Vero Zellen und eine Attenuierung im Ratten-Neurovirulenz-Modell 

zeigte. Weitere Untersuchungen zur Funktion des SH-Proteins unter Verwendung der beiden 

SH-defizienten Virusvarianten wurden jedoch nicht durchgeführt (Malik et al., 2011).  

Um den Einfluss des MuV SH-Proteins auf die NF-κB-Aktivierung untersuchen zu können, 

wurden daher in Vorarbeiten zu der vorliegenden Arbeit in Analogie zu Malik et al. rMuV 

erzeugt, die aufgrund des Einfügens von drei Stoppkodons in das SH-Gen defizient für die 

Expression des SH-Proteins sind (rMuV-SHstop und rMuV-SHstop-C). Im Gegensatz zu den 

erzeugten rMuV-SHstop führen die Viren rMuV-SH und rMuV-SH-C zu der Expression eines SH-

Proteins, das aufgrund der Fusion mit einem FLAG-Epitop am N- bzw. C-Terminus mittels 

immunologischer Methoden detektiert werden kann (Franz, 2012). 

5.2 Bedeutung des SH-Proteins für die Virusinfektion 

5.2.1 Einfluss des SH-Proteins auf die Replikation von MuV 

Auswirkungen der verhinderten Expression eines viralen Proteins auf die Virusreplikation 

können mittels Analyse des Wachstums in Zellkultur untersucht werden. Der Vergleich des 

Wachstums in Vero76 Zellen der vier in der vorliegenden Arbeit untersuchten rMuV (rMuV-SH, 

rMuV-SHstop, rMuV-SH-C und rMuV-SHstop-C) zeigte keinen Unterschied (Abb. 10A). Auch die 

Studie von Malik et al. zeigt diesen Befund (Malik et al., 2011). Das Einfügen des FLAG-Epitops 
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vor das SH-Gen, was für den Nachweis des SH-Proteins nötig war, führte ebenfalls zu keiner 

ausgeprägten Änderung im Viruswachstum in Vero76 Zellen, wie der Vergleich von rMuV-SH 

und einem nicht modifizierten rMuV (rMuV-FL) zeigt (Abb. 10B). Demnach haben die 24 

eingefügten Nukleotide, die der „rule of six“ folgen, keinen Einfluss auf die Virusreplikation. 

Ebenso konnten keine signifikanten Unterschiede des induzierten CPEs aufgrund der 

verhinderten Expression des SH-Proteins zwischen den rMuV in Vero76, A549 und THP-1 Zellen 

beobachtet werden (Abb. 11 und 28). Die Replikation von MuV wird demzufolge in vitro nicht 

durch das Fehlen des SH-Proteins beeinflusst. Ein Einfluss des SH-Proteins auf die 

Virusreplikation in vivo ist jedoch nicht auszuschließen. Dass in früheren Studien 

widersprüchliche Ergebnisse für den Vergleich von Wildtyp-Viren und Viren mit deletiertem SH-

Gen für MuV, PIV5 und RSV erhalten wurden, ist vermutlich auf die bereits erwähnte Störung 

der Genomstruktur zurückzuführen (siehe Kap. 5.1) (Bukreyev et al., 1997; He et al., 2001; Jin et 

al., 2000; Lin et al., 2003; Malik et al., 2011; Russell et al., 2015; Taylor et al., 2014; 

Techaarpornkul et al., 2001; Xu et al., 2011). Die Deletion des N1L- sowie des C4-Proteins des 

Vaccinia Virus (VACV), für welche die Funktion als NF-κB-Inhibitoren bekannt ist, beeinträchtigt 

die Virusreplikation in Zellkultur nicht, führt in vivo aber zu einer Attenuierung (Bartlett et al., 

2002; Ember et al., 2012; Sumner et al., 2016). Studien zu RSV, PIV5 und JPV zeigen, dass auch 

die Deletion des SH-Gens in einer Attenuierung in vivo resultiert (Bukreyev et al., 1997; He et al., 

2001; Jin et al., 2000; Li et al., 2011; Russell et al., 2015; Schickli et al., 2012; Whitehead et al., 

1999). Aufgrund des Fehlens eines geeigneten Tiermodells für MuV, das eine Analyse des Virus 

nach Infektion über den respiratorischen Trakt unter Entwicklung von klinischen Symptomen 

erlaubt, gibt bislang nur die Analyse der Neurovirulenz im Ratten-Modell einen Hinweis auf eine 

mögliche Attenuierung von MuV in vivo (Elderfield et al., 2015; Parker et al., 2013; Rubin et al., 

1998; Xu et al., 2013). Bei diesem Modell wird das Virus in das Gehirn von neugeborenen Ratten 

injiziert. Die an der Immunantwort beteiligten Zellen im Blut unterschieden sich von denen im 

ZNS, wobei im ZNS vor allem Mikrogliazellen und Astrozyten hauptverantwortlich sind. Nur 

nach Verletzung der Blut-Hirn-Schranke oder wenn aufgrund einer krankheitsbedingten, 

initialen Aktivierung der ZNS-Immunzellen die Permeabilität der Blut-Hirn-Schranke erhöht ist, 

kommt es zu einem Eindringen von Immunzellen des Bluts ins Gehirn (Abbott et al., 2006; 

Farina et al., 2007; Hanisch & Kettenmann, 2007). Auswirkungen des SH-Proteins auf den 

NF-κB-Signalweg in vivo sind daher mit diesem Modell möglicherweise nicht nachweisbar. Dies 

könnte erklären, weshalb für ein rMuV mit unterdrückter SH-Expression aufgrund eingefügter 

Stoppkodons keine Attenuierung im Ratten-Neurovirulenz-Modell beobachtet wurde (Malik et 

al., 2011), obwohl in vitro Studien die Inhibierung der NF-κB-Aktivierung durch das SH-Protein 

zeigen (Abb. 18). 
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Die weltweit auftretenden Ausbrüche von MuV in durchgeimpften Bevölkerungen zeigen die 

Notwendigkeit der Entwicklung eines verbesserten Impfstoffs, der bei möglichst wenigen 

Nebenwirkungen eine verbesserte Immunogenität hat. Dabei könnte die Deletion des SH-Gens 

zur Attenuierung der möglichen Impfviren herangezogen werden, wie es bereits für RSV mit 

einem entsprechend manipulierten Virus bei der Immunisierung von Kleinkindern getestet 

wurde (Karron et al., 2005; Schickli et al., 2012). Die in dieser Arbeit analysierten Viren basieren 

auf dem Genom des Impfstamms Jeryl Lynn. Für Untersuchungen in vivo kann es jedoch auch 

notwendig werden rekombinante Viren zu erzeugen, die auf einem Wildtypstamm basieren. In 

einer ersten in vivo Studie zu MuV wurden Mäuse, die jedoch nur ein bedingt geeignetes 

Tiermodell für MuV sind (Xu et al., 2013), intranasal mit einem rMuVΔSH, einem rMuV mit 

deletiertem V-Gen (rMuVΔV) oder einem rMuV mit der Deletion des SH- sowie des V-Gens 

(rMuVΔSHΔV) infiziert. Alle Viren induzierten eine zelluläre Immunantwort und die Bildung 

neutralisierender Antikörper, wobei rMuVΔSH und rMuVΔSHΔV zu einem höheren 

Antikörpertiter führten als rMuVΔV und daher für die Deletion des SH-Gens die Induktionen 

einer besseren Antigenpräsentation als für die Deletion des V-Gens vermuten lassen (Xu et al., 

2014). Vergleichbare Ergebnisse zeigte auch eine Studie zu PIV5 (Li et al., 2013).  

Die Behandlung mit einem spezifischen NF-κB-Inhibitor, SC75741, der die Bindung von p65 an 

die DNA verhindert (Ehrhardt et al., 2013), resultierte in einer reduzierten Replikation von 

rMuV-SH und rMuV-SHstop in A549 Zellen (Abb. 24). Dieses Ergebnis überrascht, da aufgrund 

der Hemmung der angeborenen Immunantwort eine erhöhte Virusreplikation erwartet wurde. 

Der in der vorliegenden Arbeit verwendete NF-κB-Inhibitor führte jedoch auch für Influenza A 

Viren (IAV) zu einer Reduktion des Wachstums in Zellkultur (Ehrhardt et al., 2013). 

Interessanterweise wurde für IAV, die mit dem NS1-Protein ebenfalls über ein Protein verfügen, 

das die NF-κB-Aktivierung unterdrückt (Wang et al., 2000), gezeigt, dass sie die Aktivität von 

NF-κB für eine effiziente Replikation benötigen (Mazur et al., 2007; Nimmerjahn et al., 2004; 

Wurzer et al., 2004). Gleiches gilt für das Masernvirus (MV) (Vijayan et al., 2014), für das mit der 

Expression der Proteine P, V und C gleich drei virale Gegenspieler des NF-κB-Signalwegs 

bekannt sind (Jiang et al., 2016). Möglich ist, wie Vijayan et al. vermuten, dass die MV-induzierte 

Aktivierung von NF-κB für die Synthese neuer viraler Proteine notwendig ist und anschließend 

die anti-virale Funktion von NF-κB durch die neu synthetisierten viralen Proteine unterdrückt 

wird. Vijayan et al. spekulieren weiter, dass MV den NF-κB-Signalweg abhängig vom Zeitpunkt 

oder dem Ausmaß der NF-κB-Aktivierung unterschiedlich reguliert (Vijayan et al., 2014). Eine in 

den verschiedenen Phasen des viralen Lebenszyklus unterschiedliche Regulation von NF-κB 

zeigen auch onkogene Viren wie die beiden Herpesviren Kaposi-Sarkom-Herpesvirus (KSHV) 

und Epstein-Barr-Virus (EBV). Sie aktivieren NF-κB sehr schnell nach der Infektion und 

induzieren darüber die Expression viraler Proteine, die zu einer konstitutiven Aktivierung von 
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NF-κB führen. Diese trägt zur Latenz in infizierten Zellen unter Ausnutzung der das 

Zellüberleben fördernden Funktion von NF-κB bei. Die persistente Aktivierung von NF-κB kann 

dadurch auch zur onkogenen Zelltransformation führen. Die lytische Replikation der Viren ist 

dagegen durch eine Herabregulation der NF-κB-Aktivierung gekennzeichnet, an der auch die 

während dieser Phase gesteigerte Expression der viralen Proteine RTA von KSHV und ZTA von 

EBV mitwirkt (de Oliveira et al., 2010; Sun & Cesarman, 2011). Eventuell ist auch für MuV die 

Replikation vor allem im frühen Verlauf der Infektion, wenn das SH-Protein noch in sehr 

geringer Menge vorhanden ist, von einer unbehinderten NF-κB-Aktivität abhängig. Diese wurde 

aber bei den durchgeführten Experimenten aufgrund der Zugabe des Inhibitors eine Stunde 

nach Infektion gestört. Im späteren Verlauf der Infektion trägt das neu synthetisierte SH-Protein 

durch die Reduktion der NF-κB-Aktivierung zur Unterdrückung der pro-inflammatorischen und 

anti-viralen Funktion von NF-κB bei und damit möglicherweise auch zur Aufrechterhaltung 

eines für die MuV-Replikation förderlichen Ausmaßes an NF-κB-Aktivität. Studien für IAV 

zeigen, dass auch in vivo die Inhibition der NF-κB-Aktivierung die Virusreplikation verringert 

und darüber hinaus zu einer Reduktion der Ausschüttung von virusinduzierten Zytokinen führt 

(Mazur et al., 2007; Pinto et al., 2011). Da der Vergleich von in vitro und in vivo Systemen 

Unterschiede in der virusinduzierten Freisetzung von Zytokinen sowie in der Inhibitor-

vermittelten Reduktion der Zytokine beinhaltet, dürfen spezifische Befunde jedoch nicht 

generalisiert werden, sondern müssen auf das jeweils untersuchte Modell bezogen betrachtet 

werden (Pinto et al., 2011). Das Zellkulturmodell ist nicht in der Lage, die vollständige 

Immunantwort eines Wirtsorganismus wiederzugeben und stellt so nur ein eingeschränkteres 

Modell zur Untersuchung von Effekten der NF-κB-Inhibition auf die Immunantwort und den 

damit verbundenen Einfluss auf die Virusreplikation dar. Bisher liegen jedoch keine Studien vor, 

die den Zusammenhang der NF-κB-Aktivierung und einer MV- oder MuV-Infektion in vivo 

untersucht haben. 

5.2.2 Einfluss des SH-Proteins auf die Expression viraler Proteine 

Zur Charakterisierung der hergestellten rMuV und des Infektionsverlaufs wurde die Expression 

des viralen N- sowie des SH-Proteins analysiert. Die dafür gewählte Methode der 

Durchflusszytometrie ermöglicht die Detektion der für die untersuchten Proteine positiven 

Zellen auf Einzelzellbasis. Damit konnten infizierte von nicht-infizierten Zellen unterschieden 

werden, was einen Vorteil gegenüber dem Western Blot darstellt. Die fehlende Expression des 

SH-Proteins hatte keinen Einfluss auf die Expression des N-Proteins in Vero76, A549 und 

monozytischen sowie zu Makrophagen differenzierten THP-1 Zellen (Abb. 12 und 26). Auch 

mittels Immunfluoreszenz wurde in A549 Zellen kein Unterschied zwischen SH-exprimierenden 

und SH-defizienten Zellen bezüglich der N-Expression beobachtet (Abb. 16). Dieser Befund 
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wurde für Vero Zellen aufgrund der vergleichbaren Replikation der untersuchten rMuV in dieser 

Zelllinie erwartet (Abb. 10A) und zeigt nun auch für A549 und THP-1 Zellen die gleiche Effizienz 

der Replikation der verschiedenen rMuV. Einige Studien, welche die Expression viraler Proteine 

in MuV- und PIV5-infizierten Zellen auf mRNA- und Proteinlevel analysiert haben, zeigen, dass 

auch die Deletion des SH-Gens die Proteinexpression nicht beeinflusst (He et al., 1998; Wilson et 

al., 2006; Xu et al., 2011). Einen Einfluss der veränderten Genomstruktur auf die 

Proteinsynthese beobachteten dagegen Fuentes et al., da die Infektion mit PIV5ΔSH oder mit 

einem PIV5, welches statt des eigenen für das RSV SH-Protein kodiert, zu einer höheren 

Expression des HN- sowie des F-Proteins führte (Fuentes et al., 2007).  

Bei unabhängig voneinander durchgeführten Experimenten wurden teilweise hohe 

Abweichungen in der Expression des N-Proteins nach Infektion mit demselben rMuV 

beobachtet. Dies könnte auf unterschiedliche Virusmengen, die für die Infektion eingesetzt 

wurden, zurückzuführen sein. Tatsächlich trat häufig eine Varianz der gemessenen Virustiter 

innerhalb verschiedener Aliquots der gleichen Virusanzucht auf, so dass möglicherweise mit 

einer von der gewünschten MOI abweichenden Menge an Viruspartikeln infiziert wurde. Eine 

Erklärung hierfür kann die Zusammenlagerung von Viruspartikeln im virushaltigen 

Zellkulturüberstand aufgrund der durchgeführten Aufkonzentrierung sein, die für den Erhalt 

ausreichend hoher Virustiter notwendig war (siehe Kap. 3.2.4.). Trotz größter Sorgfalt und 

Arbeiten zur Optimierung der Virusanzucht (Meier, 2015) war die Zusammenlagerung der 

Viruspartikel nicht zu beeinflussen. Eine solche Aggregation einzelner Viruspartikel kann zum 

Beispiel dazu geführt haben, dass bei der Bestimmung der Virustiter ein Plaque nicht nur durch 

nur ein Viruspartikel, sondern durch mehrere, aggregierte Partikel verursacht wurde und 

dadurch ein zu geringer Titer bestimmt wurde. Wenn in den für den Versuch verwendeten 

Aliquots die Viruspartikel nicht zusammengelagert waren, wurde entsprechend mit einer zu 

hohen MOI infiziert. Genauso kann mit einer zu geringen MOI infiziert worden sein, wenn die 

Viruspartikel in dem für den Versuch eingesetzten Aliquot zusammengelagert waren, in dem für 

die Titerbestimmung verwendeten aber nicht. Ebenso ist möglich, dass die Zusammenlagerung 

von Viruspartikeln ihre Infektiosität negativ beeinflusst hat. Aus diesem Grund wurde die 

Expression des N-Proteins als eine Kontrolle der tatsächlichen Höhe der Viruslast zum Zeitpunkt 

der Infektion herangezogen und sichergestellt, dass die beobachteten Unterschiede tatsächlich 

auf die unterbundene Expression des SH-Proteins zurückzuführen sind.  
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5.2.3 Membranorientierung des SH-Proteins 

Die geringe Größe der außerhalb der Transmembrandomäne liegenden Bereiche von 8 und 26 

AS des N-bzw. des C-Terminus (Artimo et al., 2012; Kyte & Doolittle, 1982) lässt vermuten, dass 

das Anfügen eines 8 AS-langen Epitops die Funktion des SH-Proteins beeinflussen könnte. Um 

für die funktionellen Untersuchungen des SH-Proteins zu ermitteln, ob die N- oder die C-

terminal markierten rMuV besser geeignet sind, wurde die Orientierung des SH-Proteins in der 

Membran infizierter A549 Zellen mittels Durchflusszytometrie analysiert. Dabei wurde das SH-

Protein als Typ-I-Membranprotein klassifiziert (Abb. 14). Die bisher einzige frühere Studie zur 

Analyse der Membranorientierung des MuV SH-Proteins zeigt ebenfalls, aber lediglich unter 

Verwendung transfizierter Zellen, dass der C-Terminus ins Zytoplasma orientiert ist (Takeuchi 

et al., 1996). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sind daher die erste Bestätigung der 

Orientierung im Sinne eines Typ-I-Membranproteins im Kontext einer Virusinfektion. Es ist 

anzunehmen, dass für die Manipulation zellulärer Signalwege vor allem die intrazelluläre 

Domäne des SH-Proteins verantwortlich ist, die durch ein C-terminales, intrazelluläres FLAG-

Epitop gestört werden könnte. Diese Vermutung wird durch den Befund bestätigt, dass in 

transfizierten 293G Zellen SH-Konstrukte mit C-terminal angefügtem HA-Epitop im Gegensatz zu 

SH-Konstrukten mit N-terminal angefügtem HA-Epitop nicht zu einer Reduktion der NF-κB-

Aktivierung nach poly(I:C)-Stimulation relativ zum Leervektor führten (Abb. 20). Die weiteren 

Analysen wurden daher mit den N-terminal markierten Viren rMuV-SH und rMuV-SHstop 

durchgeführt.  

Die 8 AS des N-Terminus des MuV SH-Proteins sind innerhalb unterschiedlicher MuV-Stämme 

stark konserviert. Dagegen ist der 26 AS-lange C-Terminus hoch variabel, enthält aber mehrere 

polare und geladene AS, einschließlich eines konservierten Threonins und Serins. Da auch die 

ins Zytoplasma gerichtete N-terminale Domäne von RSV konservierte Threonin- und Serinreste 

aufweist und bisher vergleichbare Befunde hinsichtlich des Einflusses auf die NF-κB-Aktivierung 

durch das MuV und das RSV SH-Protein vorliegen, kann die Beteiligung dieser AS an der 

Funktion des SH-Proteins vermutet werden und sollte in weiterführenden Studien, z.B. durch 

Luciferase Assay mit Alanin-Mutanten, untersucht werden.  

Bisher ist noch nicht bekannt, ob das MuV SH-Protein ein Bestandteil des Virions ist. Da es aber 

in der Plasmamembran infizierter Zellen nachgewiesen werden kann und diese die Virushülle 

bei der Freisetzung neuer Viruspartikel bildet, ist zu vermuten, dass auch das SH-Protein neben 

den anderen Membranproteinen von MuV ein Bestandteil des Virions ist. Um diese Vermutung 

näher zu untersuchen, können beispielsweise mittels mehrerer Ultrazentrifugationen unter 

Verwendung eines Iodixanol-Dichtegradienten aufgereinigte Viruspartikel (Gias et al., 2008) im 

Western Blot auf das Vorhandensein des SH-Proteins hin analysiert werden. 



Diskussion 

 

99 

5.3 Einfluss des MuV SH-Proteins auf den NF-κB-Signalweg 

5.3.1 Beeinflussung der NF-κB-Aktivierung 

Um der angeborenen Immunantwort des Wirtsorganismus zu entkommen, haben Viren 

unterschiedlichste Strategien entwickelt. Ein entscheidender Angriffspunkt ist häufig die 

Inhibierung des Transkriptionsfaktors NF-κB, dessen Aktivierung einen der ersten Schritte der 

angeborenen Immunantwort darstellt und der für die Transkription von zahlreichen antiviral 

wirkenden Genprodukten verantwortlich ist. Dabei kann der Eingriff der viralen Proteine auf 

verschiedenen Ebenen innerhalb des Signalwegs stattfinden: Zytokine, zelluläre Rezeptoren, 

Adapterproteine, regulatorische Enzyme und auch die Untereinheiten von NF-κB stellen 

mögliche Angriffspositionen dar. Besonders für Pockenviren, die ein sehr großes DNA-Genom 

besitzen und für sehr viele virale Proteine kodieren, sind verschiedene NF-κB-Inhibitoren 

bekannt. Beispielsweise wurde bereits 1991 das Protein T2 der Kaninchen infizierenden 

Myxoma- und Fibromviren als erster viraler Zytokinrezeptor beschrieben. T2 ist ein lösliches, 

sekretiertes Glykoprotein, das spezifisch an TNFα sowie TNFβ bindet, diese absättigt und 

dadurch die Bindung dieser Zytokine an den zellulären TNF-Rezeptor verhindert (Smith et al., 

1991; Upton et al., 1991). Aber auch für kleinere Viren wie das Hepatitis-C-Virus (HCV), das für 

eine deutlich geringere Anzahl an viralen Proteinen kodiert, ist das Eingreifen in die Aktivierung 

von NF-κB beschrieben. So spaltet die virale Serinprotease NS3/4A das Adapterprotein TRIF 

und inhibiert darüber die poly(I:C)-indizierte und TLR3-vermittelte NF-κB-Aktivierung (Li et al., 

2005). Für Paramyxoviren ist mit dem V-Protein ebenfalls ein Virulenzfaktor beschrieben. Für 

dieses Nichtstrukturprotein ist für verschiedene Mitglieder dieser Virusfamilie die Interaktion 

mit MDA5 (melanoma differentiation-associated gene 5), das wie RIG-I zu den RLRs gehört, 

gezeigt. In Zellen, die MDA5 überexprimieren, war die Aktivierung der Transkriptionsfaktoren 

NF-κB und IRF-3 sowie die IFN-Expression durch die gleichzeitige Überexpression des V-

Proteins inhibiert (Andrejeva et al., 2004). Das SH-Protein ist ein weiteres von Paramyxoviren 

kodiertes Protein, für das ein Eingreifen in die angeborene Immunantwort bekannt ist. Mittels 

eines Reportergenassays wurde für das SH-Protein von MuV sowie das von PIV5, RSV und JPV 

die Reduktion der TNFα-vermittelten NF-κB-Aktivierung in SH-transfizierten Zellen gezeigt 

(Fuentes et al., 2007; Li et al., 2011; Wilson et al., 2006; Woznik, 2012; Xu et al., 2011). Dass das 

MuV SH-Protein nicht nur die durch den TNFR1-vermittelte Aktivierung von NF-κB inhibiert, 

sondern auch in die poly(I:C)-, einem synthetischen dsRNA-Analogon, induzierte Aktivierung 

eingreift, zeigten Untersuchungen in SH-transfizierten 293G Zellen (Woznik, 2012). In der 

vorliegenden Arbeit wurde nun aufgrund dieser Befunde der Einfluss des MuV SH-Proteins auf 

die TNFα-, IL-1β-, poly(I:C)-, Pam3CSK4 (ein synthetisches Lipoprotein)-, und LPS-vermittelte 

NF-κB-Aktivierung mittels eines Luciferase Reportergenassays näher untersucht. NF-κB ließ 
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sich in den verwendeten Zelllinien 293G und A549 nicht durch die Stimulation mit allen 

Reagenzien aktivieren. So zeigten 293G Zellen eine Aktivierung von NF-κB lediglich nach 

Behandlung mit TNFα und poly(I:C), während A549 Zellen nur auf die Stimulation mit TNFα 

oder IL-1β und verglichen mit diesen Zytokinen in sehr geringem Ausmaß auf Pam3CSK4 

reagierten. Für alle Stimuli, die in der jeweiligen Zelllinie zur NF-κB-Aktivierung führten, konnte 

für das transfizierte SH-Protein eine Reduktion der Aktivierung des Transkriptionsfaktors um 

etwa 60 % detektiert werden, wobei diese mit Ausnahme von Pam3CSK4 signifikant war 

(Abb. 17). Damit bestätigen die Befunde dieser Arbeit zum einen den Einfluss des SH-Proteins 

auf die TNFR1- und TLR3-vermittelte NF-κB-Aktivierung. Darüber hinaus wird der bisherige 

Kenntnisstand an Signalwegen, die vom SH-Protein beeinflusst werden, erweitert, indem gezeigt 

wurde, dass auch die IL-1R1-vermittelte Aktivierung durch das SH-Protein reduziert wird. Die 

Beobachtung, dass das SH-Protein die Aktivierung mittels dieser Rezeptoren jeweils um den 

gleichen Faktor inhibiert, lässt auf einen ähnlichen Mechanismus der SH-vermittelten NF-κB-

Unterdrückung schließen. Da keine Unterschiede hinsichtlich der Reduktion der NF-κB-

Aktivierung nach poly(I:C)-Stimulation zwischen dem SH-Protein des Impfstamms Jeryl Lynn, 

der dem Genotyp A zuzuordnen ist, und dem SH-Protein eines Patientenisolats des Genotyps G 

bestanden (Abb. 20), ist eine vom Genotyp abhängige Regulation nicht zu vermuten.  

Dass sich unterschiedliche Zelllinien in ihrer Antwort auf verschiedene Stimuli unterscheiden 

können, zeigen auch andere Studien (Barbour et al., 1998; Schuerer-Maly et al., 1994; Schulz et 

al., 2002). Diese Varianz kann aus spezifischen Defekten in den verschiedenen Signalwegen 

sowie aus Unterschieden in der Expression zellulärer Rezeptoren resultieren. Für 293 Zellen 

muss die zusätzliche Bereitstellung durch Transfektion von IL-1R1, TLR2 und TLR4 für die 

effiziente Antwort auf IL-1β, bakterielle Lipoproteine bzw. LPS erfolgen (Aliprantis et al., 1999; 

Chow et al., 1999; Croston et al., 1995). Ebenso zeigten A549 Zellen in einer Studie keine 

Aktivierung nach der alleinigen Zugabe von poly(I:C) zum Zellkulturmedium (Tanabe et al., 

2003). Auch unterschiedliche Stämme der gleichen Zelllinie können sich aufgrund von 

Variationen bei der Expression von Rezeptoren in ihrer Fähigkeit auf bestimmte Stimuli zu 

reagieren unterscheiden (Chow et al., 1999). So wurden 293G Zellen in älteren Studien als 

defizient für die Expression von TLR3 beschrieben, wogegen neuere Publikationen zeigen, dass 

diese Zelllinie TLR3-spezifische mRNA exprimiert und positiv für die intrazelluläre Detektion 

dieses Rezeptors ist (Rudd et al., 2005; Sarkar et al., 2003; Weber et al., 2012). Bei dem in dieser 

Arbeit eingesetzten Klon der Zelllinie 293G wurde mittels Western Blot die Expression von TLR3 

bestätigt (Abb. 19). Da außerdem die alleinige Zugabe von poly(I:C) zum Zellkulturmedium 

ausreichend war, um NF-κB zu aktivieren, ist davon auszugehen, dass die in dieser Arbeit 

verwendeten 293G Zellen TLR3 auf der Zelloberfläche exprimieren. Abgesehen von TLR3 bindet 

und aktiviert poly(I:C) auch MDA5 (Takeuchi & Akira, 2010). Da diese Helikase aber 
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ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert ist, ist nicht davon auszugehen, dass die in der 

vorliegenden Arbeit durchgeführte Stimulation mit poly(I:C) zur NF-κB-Aktivierung mittels 

MDA5 geführt hat. Ob das SH-Protein auch in die TLR1/2- und die TLR4-vermittelte Aktivierung 

von NF-κB eingreift, muss in weiterführenden Untersuchungen mit dafür geeigneten Zelllinien 

analysiert werden. Zumindest für den TLR1/2-Signalweg kann ein Einfluss vermutet werden, da 

auch in Pam3CSK4-stimulierten Zellen eine, wenn auch nicht statistisch signifikante, ca. 

60 %-ige Reduktion der NF-κB-Aktivierung beobachtet wurde.  

Alle bisher veröffentlichten Studien haben den Einfluss des SH-Proteins auf die Aktivierung von 

NF-κB in Zellen untersucht, in denen das SH-Protein durch Transfektion überexprimiert wurde. 

Um zu analysieren, ob der beobachtete Effekt auch in MuV-infizierten Zellen auftritt, in denen 

die Expression des SH-Proteins abhängig von der Replikation des Virus ist und das Protein in 

einem geringeren Maß als in transfizierten Zellen exprimiert wird, wurden A549 Zellen mit 

rMuV-SH und rMuV-SHstop infiziert. Da die NF-κB-Aktivierung in rMuV-SH- im Vergleich zu 

rMuV-SHstop-infizierten Zellen um etwa 60 % reduziert war (Abb. 18), wurde mittels dieses 

Versuchs zum ersten Mal auch im Kontext einer Virusinfektion gezeigt, dass aufgrund des 

Vorhandenseins des SH-Proteins die Aktivierung von NF-κB nach Stimulation mit TNFα oder 

IL-1β reduziert wurde.  

5.3.2 Beeinflussung von Komponenten des NF-κB-Signalwegs 

Der Einfluss des SH-Proteins auf den NF-κB-Signalweg lässt sich nicht nur mittels der Analyse 

der Aktivierung des Transkriptionsfaktors untersuchen, sondern auch durch die Analyse von 

Modifikationen der NF-κB-Untereinheiten sowie weiterer Proteine, die an der Aktivierung 

beteiligt sind. Es konnte bereits gezeigt werden, dass in 293G Zellen solitär exprimiertes SH-

Protein die Phosphorylierung der Kinasen IKKα an Ser176/180 und IKKβ an Ser177/181 sowie 

der NF-κB-Untereinheit p65 an Ser536 reduziert (Woznik, 2012). Im kanonischen Signalweg 

katalysiert IKKβ die Phosphorylierung von IκBα an Ser32, induziert dadurch den Abbau dieses 

Inhibitors und ermöglicht die Translokation von p65 in den Zellkern (Verstrepen et al., 2008). 

Die Phosphorylierung von p65 an Ser536 wird ebenso von IKKβ katalysiert (Viatour et al., 

2005). In der vorliegenden Arbeit wurde in rMuV-infizierten A549 und THP-1 Zellen im Verlauf 

der Infektion eine Zunahme der IKKβ(Ser177/181)-, IκBα(Ser32)- und p65(Ser536)-

Phosphorylierung beobachtet (Abb. 15 und 29), was auf die Aktivierung von NF-κB schließen 

lässt. Zudem wurde der in transfizierten Zellen erhaltene Befund in rMuV-infizierten Zellen 

bestätigt, da auch hier das Vorhandensein des SH-Proteins in einer Reduktion der 

IKKβ(Ser177/181)- und p65(Ser536)-Phosphorylierung resultierte (Abb. 15A und C und Abb. 

29). Die p65(Ser536)-Phosphorylierung wurde zum Zeitpunkt 20 h nach Infektion sowohl in 

A549 als auch in THP-1 Zellen untersucht, wobei sich bei beiden Zelllinien eine vergleichbare 
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Reduktion aufgrund des Vorhandenseins des SH-Proteins beobachten ließ. Dies lässt eine 

ähnliche Kinetik der Beeinflussung der NF-κB-Aktivierung in diesen Zelllinien vermuten. Auch 

die Phosphorylierung von IκBα an Ser32 wurde durch das während der Infektion exprimierte 

SH-Protein reduziert (Abb. 15B). Für andere Paramyxoviren wie RSV wurde ebenfalls die 

virusinduzierte Aktivierung von NF-κB in A549 Zellen mittels der Hochregulation der 

IκBα(Ser32)- und p65(Ser536)-Phosphorylierung gezeigt (Fink et al., 2008; Yoboua et al., 2010). 

Vergleichbar mit den Befunden dieser Arbeit wurde auch für das hMPV SH-Protein die 

Reduktion der p65(Ser536)-Phosphorylierung in infizierten A549 Zellen beobachtet (Bao et al., 

2008). In Bezug auf die Auswirkung der p65(Ser536)-Phosphorylierung für die NF-κB regulierte 

Genexpression liegen widersprüchliche Befunde vor. Dass die Phosphorylierung an der Position 

Ser536 die NF-κB-regulierte Genexpression in vitro erhöht, zeigen mehrere Studien (O'Mahony 

et al., 2004; Sasaki et al., 2005; Yang et al., 2003). Dagegen zeigten Pradere et al., dass in vivo die 

Phosphorylierung von p65 zu einer Reduktion der Expression von NF-κB-abhängigen Genen 

führt (Pradere et al., 2016). In der vorliegenden Arbeit konnte als Folge der rMuV-induzierten 

p65(Ser536)-Phosphorylierung (Abb. 15C und 29) und damit der Aktivierung von NF-κB (Abb. 

18) ein Anstieg der Expression von NF-κB-regulierten Zytokinen (Abb. 30 und 32) beobachtet 

werden. Daher ist in vitro für die MuV-induzierte p65(Ser536)-Phosphorylierung die Erhöhung 

des Transaktivierungspotenzials von p65 anzunehmen. Ob diese Vermutung auch in vivo 

bestätigt werden kann, müssen entsprechende Untersuchungen zeigen, die aber in Ermangelung 

eines geeigneten Tiermodells ausstehen.  

Neben der Phosphorylierung von Komponenten des NF-κB-Signalwegs kann auch die 

Translokation von p65 in den Zellkern zur Analyse der NF-κB-Aktivierung herangezogen 

werden, wie es unter anderem für die Proteine vIFR3 von KSHV und C4 von VACV beschrieben 

ist (Ember et al., 2012; Seo et al., 2004). In transfizierten 293G Zellen führte das MuV SH-Protein 

zur Reduktion der p65 Translokation (Woznik, 2012). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit 

zeigen nun, dass auch in rMuV-infizierten A549 Zellen die Translokation von p65 in der 

Gegenwart des SH-Proteins reduziert wurde. Eine Quantifizierung zeigte erstmals die 

signifikante Reduktion der p65 Translokation durch das SH-Protein um 84 % (Abb. 16). Dieses 

Ergebnis steht im Einklang mit den bisherigen Studien zur Analyse des Einflusses des 

Paramyxovirus SH-Proteins auf die p65 Translokation (Fuentes et al., 2007; Li et al., 2011; Lin et 

al., 2003; Wilson et al., 2006; Xu et al., 2011). Diese Untersuchungen wurden jedoch mit einem 

rekombinanten Virus, bei dem das gesamte SH-Gen deletiert wurde, durchgeführt. Daher kann 

durch die Befunde dieser Studien nicht geklärt werden, ob das Fehlen des SH-Proteins oder das 

des gesamten SH-Gens für die Reduktion der p65 Translokation verantwortlich ist. Die 

Verwendung von rMuV-SHstop in der vorliegenden Arbeit ermöglicht dagegen die Aussage, dass 

tatsächlich die verhinderte Expression des SH-Proteins und nicht die veränderte Genomstruktur 
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für die Reduktion der p65 Translokation (Abb. 16), der IKKβ(Ser177/181)-, IκBα(Ser32)- und 

p65(Ser536)-Phosphorylierung (Abb. 15), der NF-κB-Aktivierung nach Stimulation mit TNFα 

oder IL-1β (Abb. 18) sowie der Expression dieser Zytokine (Abb. 30 und 32) verantwortlich ist. 

Aufgrund dieser Befunde kann für das untersuchte in vitro Modell die Funktion des MuV SH-

Proteins als Virulenzfaktor angekommen werden.  

5.4 Bedeutung der Interaktion des MuV SH-Proteins mit zellulären Proteinen 

für die Regulation der NF-κB-Aktivierung 

Die Position im Signalweg, an der das SH-Protein eingreift, wurde in früheren Studien bisher 

nicht untersucht. Diese zu bestimmen und damit den Mechanismus der Inhibierung näher zu 

charakterisieren, war daher ein Ziel der vorliegenden Arbeit. Der Befund, dass nicht nur die 

Aktivierung mittels des TNFR1-, sondern auch des IL-1R1- und des TLR3-Signalwegs in gleichem 

Maße beeinträchtig ist (Abb. 17 und 18), kann dadurch zustande kommen, dass das SH-Protein 

entweder ein in allen Signalwegen beteiligtes Protein angreift oder an unterschiedlichen Stellen 

gleichermaßen eingreifen kann. Für andere Viren wurde bereits gezeigt, dass mittels der 

Überexpression verschiedener, an der Aktivierung von NF-κB beteiligter Proteine, die 

Angriffsposition viraler Proteine eingegrenzt werden kann (DiPerna et al., 2004; Ember et al., 

2012). Da in dieser Arbeit im Reportergenassay nur die NF-κB-Aktivierung durch MyD88 aber 

nicht durch TRAF2, TRAF6, TAK1 und IKKβ durch das SH-Protein beeinflusst wurde (Abb. 21), 

kann die Position auf unterhalb oder auf gleicher Höhe von MyD88 aber oberhalb von TRAF2, 

TRAF6, TAK1 und IKKβ eingegrenzt werden. Somit handelt es sich nicht um ein gemeinsames, in 

allen Signalwegen auftretendes Protein. Von den untersuchten Proteinen wird MyD88 nach 

Rezeptoraktivierung als erstes an den Rezeptor rekrutiert. TRAF2 und TRAF6 folgen später, sind 

aber ebenfalls Teil des jeweiligen Rezeptor-Adapterproteinkomplexes, während TAK1 und IKKβ 

zu den final aktivierten Komponenten vor der eigentlichen Aktivierung des 

Transkriptionsfaktors gehören. Das Eingreifen des SH-Proteins auf der Höhe der initialen 

Rezeptorkomplexe von TNFR1, IL-1R1 und TLR3 ist aufgrund dieser Daten zu vermuten.  

Viele Proteine, die als Inhibitoren von NF-κB fungieren, sind physikalisch mit der Komponente 

assoziiert, die sie inhibieren, (Akira et al., 2001; DiPerna et al., 2004; Takeuchi & Akira, 2002). 

Das MuV SH-Protein interagiert mit den endogen exprimierten Proteinen TNFR1, TLR3, RIP1 

und IRAK1, wie die Analyse mittels Co-Immunpräzipitation in SH-transfizierten sowie rMuV-

infizierten Zellen zeigt (Abb. 22 und 23). Die Fällung von TLR3 durch das SH-Protein konnte nur 

in transfizierten Zellen gezeigt werden (Abb. 22). Die Bande für den mittels des 

überexprimierten SH-Proteins präzipitierten TLR3 war nur nach langer Belichtungszeit zu 

detektieren. Daher ist anzunehmen, dass die Proteinmenge des während der Infektion 
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exprimierten SH-Proteins nicht ausreichend war, um eine im Western Blot nachweisbare Bande 

für den TLR3 zu erzeugen. Der Befund, dass das SH-Protein mit dem TNFR1 interagiert, bestätigt 

ein früheres, im Transfektionskontext erhaltenes Ergebnis der Arbeitsgruppe Mankertz 

(Bergmann, 2011). Darüber hinaus zeigen die Ergebnisse zum ersten Mal die Interaktion mit 

den Proteinen TLR3, RIP1 und IRAK1 und bestätigen die gefundenen Interaktionen auch im 

Kontext einer Infektion. RIP1 fungiert als wichtiges regulatorisches Adapterprotein, unter 

anderem in der TNFR1- und TLR3-vermittelten NF-κB-Aktivierung, das zu den aktivierten 

Rezeptoren rekrutiert wird (Ofengeim & Yuan, 2013), während IRAK1 als früh rekrutiertes 

Adapterprotein zum aktivierten IL-1R1 sowie weiteren Rezeptoren rekrutiert wird (Cao et al., 

1996). Ob TNFR1, TLR3, RIP1 und IRAK1 direkt an das SH-Protein binden oder ob die 

gemeinsame Präzipitation mit dem SH-Protein aufgrund der Interaktion des SH-Proteins mit 

anderen Proteinen des Rezeptorkomplexes erfolgte, kann aus den Daten der vorliegenden Arbeit 

nicht geschlossen werden. Aufgrund der Beeinflussung der TNFα-, poly(I:C)- und IL-1β-

induzierten NF-κB-Aktivierung ist eine Interaktion des SH-Proteins mit den Rezeptorkomplexen 

von TNFR1, TLR3 und IL-1R1 in der Plasmamembran anzunehmen, die zur Inhibierung der 

nachgeschalteten Signalübertragung und NF-κB-Aktivierung führt. Die Detektion des SH-

Proteins in der Membran infizierten Zellen unterstützt diese Vermutung (Abb. 14).  

Um eine direkte Bindung zwischen dem SH-Protein und einem weiteren Protein zu untersuchen, 

müsste man beide Proteine außerhalb des zellulären Kontexts betrachten. Möglich wäre die 

Verwendung des Yeast two-hybrid-Systems (Fields & Song, 1989) oder der 

Oberflächenplasmonresonanz mit anschließender Massenspektrometrie (Madeira et al., 2011). 

Mittels des Yeast two-hybrid-Systems wurden bereits in der Arbeitsgruppe Mankertz 

Interaktionspartner des SH-Proteins identifiziert (Woznik et al., 2010). Die Überprüfung der 

direkten Bindung des SH-Proteins mit TNFR1, TLR3, RIP1 und IRAK1 unter Verwendung dieses 

Systems konnte aus zeitlichen Gründen in der vorliegenden Arbeit nicht durchgeführt werden.  

Zelluläre Rezeptoren oder frühe Adapterproteine werden auch von Proteinen anderer Viren 

gebunden, um die NF-κB-Aktivierung zu unterdrücken. Die von Adenoviren kodierten 

Membranproteine RIDα und RIDβ bilden einen Komplex in der Plasmamembran, wodurch sie 

die Rekrutierung der Adapterproteine zum TNFR1 und damit die Zusammenlagerung des 

TNFR1-Signalkomplexes inhibieren. (Chin & Horwitz, 2006; Fessler et al., 2004). Die Fähigkeit 

die NF-κB-Aktivierung mittels des Adressierens von verschiedenen PRRs zu unterdrücken, zeigt 

auch das Protein M45 des murinen CMV (mCMV), das ebenfalls mit RIP1 interagiert (Mack et al., 

2008). Auch das Protein A46R von VACV bindet mittels seiner TIR-Domäne an die TIR-Domäne 

enthaltenen Adapterproteine MyD88, Mal, TRIF und TRAM und inhibiert darüber die 

Interaktionen dieser Proteine mit verschiedenen TLRs (Stack et al., 2005). Ob es auch für das 

MuV SH-Protein ein generelles Erkennungsmotiv für die Interaktion mit den TNFR1-, TLR3- und 
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IL-1R1-Rezeptorkomplexen gibt und welche Bereiche und AS des SH-Proteins für die Bindung 

verantwortlich sind, müssen weiterführende Untersuchungen zeigen.  

5.5 Bedeutung des MuV SH-Proteins für die Genexpression und Freisetzung 

pro-inflammatorischer Zytokine 

Die Inhibierung der Signalwege, die zur Aktivierung von NF-κB führen, stellt wie bereits 

beschrieben eine Abwehrstrategie dar, mittels derer Viren der Immunantwort des Wirts 

entgegen wirken. Die unterdrückte Expression von NF-κB-regulierten, antiviral wirkenden 

Zytokinen und Chemokinen ermöglicht vermutlich den Viren länger im infizierten Organismus 

zu verbleiben und verschafft ihnen mehr Zeit zum Replizieren. Beispielsweise führt die 

Expression der Proteine E3 von VACV, ICP27 des Herpes simplex-Virus 1 sowie NS1 von IAV 

aufgrund der Inhibition der Aktivierung verschiedener Transkriptionsfaktoren wie NF-κB und 

IRF-3 zu einer Herabregulierung von TNFα, IFNs und ILs auf mRNA- und Proteinebene (Ferko et 

al., 2004; Hale et al., 2010; Melchjorsen et al., 2006; Myskiw et al., 2009). Daneben gibt es aber 

auch Viren, welche die Aktivierung von NF-κB induzieren, um ihre eigene Genexpression zu 

steigern und dadurch die Infektion des Wirtsorganismus zu fördern. Aufgrund der Aufnahme 

von NF-κB-DNA-Bindestellen in die Promotoren von Viren, zum Beispiel in das LTR (long 

terminal repeat) von HIV-1, führt die Aktivierung von NF-κB in HIV-1-infizierten T-Zellen zu 

einer Steigerung der Transkription viraler Gene (Hiscott et al., 2006). Auch können Viren NF-κB 

während verschiedener Phasen des viralen Lebenszyklus je nach Bedarf sowohl aktivieren als 

auch unterdrücken, was besonders für onkogene Viren beschreiben ist (de Oliveira et al., 2010; 

Sun & Cesarman, 2011).  

Die Daten der vorliegenden Arbeit zeigen für MuV die virusinduzierte Hochregulation der 

Expression von TNFα und IL-1β auf mRNA- und Proteinebene in THP-1 Makrophagen ab 20 h 

nach Infektion. Dabei fällt auf, dass die mRNA-Expression und die Freisetzung von TNFα durch 

die Virusinfektion deutlich stärker hochreguliert sind als die von IL-1β (Abb. 30 und 32). Zudem 

zeigt die IL-1β-Freisetzung im Infektionsverlauf nur eine sehr geringe Steigerung. Die einzelnen 

Experimente zeigten allerdings große Unterschiede in der Höhe der gemessenen Signale sowie 

der Zunahme des Unterschieds zu nicht-infizierten Zellen, was in einer großen 

Standardabweichung resultierte (Abb. 32C). Im Verlauf der Infektion kommt es zunächst zu 

einer Aktivierung der p65(Ser536)-Phosphorylierung, die der Aktivierung von NF-κB 

vorausgeht, während die Expression der IL-1β-Proform erst zu einem späteren Zeitpunkt 

beobachtet wurde (Abb. 29 und 31), was der erwarteten zeitliche Abfolge entspricht. 

Insbesondere zeigen die Daten dieser Arbeit die Auswirkung der SH-vermittelten Reduktion der 

NF-κB-Aktivierung auf die Immunantwort, da die Expression von TNFα und IL-1β sowohl auf 
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mRNA- als auch auf Proteinebene in infizierten THP-1 Makrophagen durch das Vorhandensein 

des SH-Proteins reduziert wird (Abb. 30 und 32). Dabei ist das Maß der Reduktion auf mRNA-

Ebene für beide Zytokine ähnlich und erreicht 36 h nach Infektion mit ca. 60 % das Maximum 

der Reduktion (Abb. 30B und D). Die Höhe der Reduktion liegt damit in einem ähnlichen Bereich 

wie die Reduktion der mittels Reportergenassays analysierten NF-κB-Aktivierung in A549 und 

293G Zellen (Abb. 17 und 18). Die Inhibition des NF-κB-Signalwegs erfolgt wie nach den 

Ergebnissen dieser Arbeit zu vermuten durch die Interaktion des SH-Proteins mit 

Rezeptorkomplexen an der Plasmamembran (Abb. 22 und 23). Deshalb ist anzunehmen, dass die 

Aktivierung von NF-κB, die Expression der mRNA der Zytokin-Proformen sowie die Freisetzung 

der maturierten Zytokine durch das SH-Protein jeweils um den gleichen Faktor reduziert sind, 

was für TNFα auch zutrifft. Interessanterweise ist dagegen die Freisetzung von IL-1β 36 h nach 

Infektion lediglich um ca. 30 % reduziert, während die Expression der mRNA und der Proform 

auf Proteinebene zum gleichen Zeitpunkt um ca. 60 % reduziert wird (Abb. 30D, 31B und 32D). 

Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass zwar die Genexpression der beiden Zytokine 

durch den gleichen, NF-κB-vermittelten Mechanismus reguliert ist (Pahl, 1999), die effektive 

Freisetzung des maturierten IL-1β im Gegensatz zu TNFα jedoch zusätzlich die Aktivierung des 

Inflammasoms und der Caspase-1 erfordert. Tatsächlich konnte in einem Caspase-1-

Aktivitätsassay keine eindeutige Caspase-1-Aktivierung in MuV-infizierten THP-1 Zellen 

nachgewiesen werden (Schwenke, 2017), was auch einen Defekt in der Caspase-1-regulierten 

Proteolyse der Proform in die maturierte Form von IL-1β vermuten lässt. Dieser Befund war 

unerwartet, da die Analyse von MuV-infizierten A549 Zellen eine deutliche Hochregulation der 

Caspase-1-mRNA zeigte (Thrun, 2013) und die Aktivierung von Caspase-1 nach MuV-Infektion 

auch für die Zelllinie THP-1 vermuten ließ. THP-1 Zellen werden häufig für Studien zur 

Immunmodulation verwendet (Chanput et al., 2014), auch der Nachweis der Inflammasom-

Aktivierung nach Infektion dieser Zellen mit MV oder HCV wurde bereits erbracht (Komune et 

al., 2011; Negash et al., 2013; Shrivastava et al., 2013). Auch lassen sich THP-1 Makrophagen 

ähnlich gut wie die Zelllinie A549 mit MuV infizieren (Abb. 12A, 13A, 26B und 27B). Ein Defekt 

in der Aktivierung des Inflammasoms in den verwendeten THP-1 Zellen könnte eine Erklärung 

für die ineffektive IL-1β-Freisetzung sein. Dennoch zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit die 

eindeutige Reduktion der IL-1β-Freisetzung in der Anwesenheit des SH-Proteins. Verschiedene 

Studien zeigen für IL-1β auch eine von Caspase-1 unabhängige proteolytische Spaltung durch 

andere Caspasen, Serinproteasen oder Matrix-Metalloproteasen (Guma et al., 2009; Miwa et al., 

1998; Netea et al., 2010; Schonbeck et al., 1998). Ein solcher Caspase-1-unabhängiger 

Mechanismus kann auch in den untersuchen Zellen zur Freisetzung von IL-1β beigetragen 

haben. Eine mögliche Beeinflussung dieses alternativen Mechanismus durch das SH-Protein auf 

bisher unbekannte Weise ist nicht auszuschließen, auch da 12 h nach Infektion die IL-1β-
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Freisetzung in rMuV-SH- im Vergleich zu rMuV-SHstop-infizierten Zellen hochreguliert war. Ein 

möglicher Einfluss des SH-Proteins auf die Inflammasom- und Caspase-1-Aktivierung sollte in 

weiterführenden Experimenten in geeigneten Zellen untersucht werden.  

Aufgrund des sehr ähnlichen Regulationsmechanismus von IL-1β und IL-18 wurde auch für IL-

18 eine vermehrte Expression und Freisetzung nach MuV-Infektion von THP-1 Makrophagen 

erwartet. Allerdings konnte in rMuV-infizierten Zellen weder auf mRNA-Ebene eine 

hochregulierte Genexpression beobachtet werden (Abb. 30E), noch wurde die Freisetzung 

dieses Zytokins im Zellkulturüberstand rMuV-infizierter Zellen detektiert (Kap. 4.3.5). Dass eine 

Virus-induzierte Freisetzung von IL-1β häufig mit einer Freisetzung von IL-18 einhergeht, zeigt 

die Infektion mit IAV, dem Sendai-Virus oder dem Japanischen-Enzephalitis-Virus (Ichinohe et 

al., 2010; Kaushik et al., 2012; Pirhonen et al., 2001; Sareneva et al., 1998). Allerdings lassen 

einige Studien darauf schließen, dass die Genexpression von IL-1β und IL-18 trotz der 

gemeinsamen Abhängigkeit der Transkription von NF-κB auch unterschiedlich reguliert sein 

kann. Während IL-1β nach Virusinfektion oder Stimulation mit LPS auf mRNA-Ebene und Ebene 

der Proteinproform hochreguliert ist, zeigt IL-18 keine Regulation, wird aber bereits in 

unbehandelten Zellen konstitutiv exprimiert (Kaushik et al., 2012; Pirhonen et al., 2001; Puren 

et al., 1999). Dennoch kann eine Virusinfektion auch zusätzlich zur Hochregulation der IL-18-

mRNA führen (McGuinness et al., 2000). Die Vermutung, dass IL-1β und IL-18 unterschiedlich 

reguliert werden, wird auch durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstützt, da im 

Gegensatz zu IL-1β die Genexpression von IL-18 in rMuV-infizierten THP-1 Zellen genauso wie 

in nicht-infizierten Zellen reguliert war (Abb. 30C und E). Die Frage, ob eine konstitutive 

Expression der IL-18-mRNA auch in den untersuchten THP-1 Makrophagen vorliegt, kann auf 

der Grundlage der durchgeführten Experimente nicht beantwortet werden, auch da der 

verwendete Antikörper zur Analyse der IL-18-Proform mittels Western Blot keine eindeutig 

zuzuordnenden Signale zeigte. Aufgrund des vermuteten Defekts der verwendeten THP-1 Zellen 

bezüglich der Aktivierung des Inflammasoms, der auch für das Ausbleiben einer möglichen 

Freisetzung von IL-18 nach MuV-Infektion verantwortlich sein könnte, müssen die gefundenen 

Unterschiede bei der Regulation der Zytokine nach MuV-Infektion in weiterführenden Studien 

überprüft werden, z. B. mit einem anderen Klon der Zelllinie, mit bestätigter Caspase-1-

Aktivierung oder einer anderen, geeigneten Zelllinie. Der Einfluss des SH-Proteins auf die 

Freisetzung von IL-18 wurde bisher in früheren Studien noch nicht untersucht. Auch allgemein 

ist über die Freisetzung dieses Zytokins nach Paramyxovirus-Infektion nur wenig bekannt. 

Lediglich für die RSV-induzierte Bronchiolitis bei Kleinkindern wurde die erhöhte Detektion von 

IL-18-positiven Zellen beobachtet (van Benten et al., 2003). Der Einfluss des SH-Proteins auf die 

Freisetzung von IL-1β ist dagegen besser untersucht. So wurde für das RSV SH-Protein 

beobachtet, dass es die Freisetzung von IL-1β in vitro und in vivo reduziert (Russell et al., 2015; 
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Taylor et al., 2014). Die in diesen Studien beobachteten Effekte sind aber aufgrund der 

Verwendung von Viren mit einer Deletion des SH-Gens nicht eindeutig auf das Fehlen des SH-

Proteins zurückzuführen (siehe Kap. 5.1). Dass das SH-Protein von RSV statt zu einer Reduktion 

zu einer erhöhten IL-1β-Freisetzung führt, wird dagegen von Triantafilou et al. postuliert, die 

jedoch nur einen Zeitpunkt untersucht haben (Triantafilou et al., 2013). Die Ergebnisse der 

vorliegenden Arbeit zeigen dagegen mittels unterschiedlicher Methoden und zu verschiedenen 

Zeitpunkten zum ersten Mal eine eindeutige Reduktion der IL-1β-Expression durch das MuV SH-

Protein (Abb. 30D, 31 und 32D). 

Die erhöhte Freisetzung von TNFα nach Infektion mit einem SH-defizienten Virus im Vergleich 

zur Infektion mit dem Wildtypvirus wurde neben MuV bereits für die Paramyxoviren RSV, PIV5, 

hMPV und JPV in vitro und in vivo gezeigt (Bao et al., 2008; Li et al., 2011; Lin et al., 2003; Taylor 

et al., 2014; Xu et al., 2011), allerdings wieder unter Verwendung von Viren mit Deletion des SH-

Gens. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen nun eindeutig, dass die verhinderte 

Expression des MuV SH-Proteins in einer erhöhten Freisetzung von TNFα resultiert und daher 

tatsächlich das MuV SH-Protein die TNFα-Freisetzung reduziert (Abb. 32A und B).  

Neben der Analyse der Zytokinfreisetzung wurde in mehreren Studien auch die Analyse der 

Apoptose herangezogen, um die Auswirkung der durch das SH-Protein reduzierten NF-κB-

Aktivierung zu untersuchen. NF-κB ist entscheidend daran beteiligt, ob in Zellen Apoptose 

ausgelöst wird. Die Aktivierung von NF-κB kann dabei je nach Zelllinie, Stimulus und zahlreichen 

weiteren regulatorischen Mechanismen zu einer Förderung oder Inhibierung der Apoptose 

führen (Barkett & Gilmore, 1999; Karin & Lin, 2002; Van Antwerp et al., 1998). Studien zu MuV, 

RSV, PIV5 und JPV zeigen eine erhöhte Induktion der Apoptose nach Infektion mit einem SH-

defizienten Virus im Vergleich zum Wildtypvirus (He et al., 2001; Li et al., 2011; Lin et al., 2003; 

Taylor et al., 2014; Xu et al., 2011). Aber auch hier muss beachtet werden, dass die Studien unter 

Verwendung eines Virus mit Deletion des SH-Gens durchgeführt wurden. Um den beobachteten 

Effekt eindeutig auf die unterdrückte Expression des SH-Proteins zurückführen zu können, kann 

die Apoptose nach Infektion mit den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Viren analysiert 

werden. Eine durch das SH-Protein reduzierte Apoptose infizierter Zellen erscheint vorteilhaft 

für die Dauer der Virusreplikation in der infizierten Zelle und der Ausbreitung der Infektion im 

Organismus. Da unterschiedliche Studien für verschiedene SH-kodierende Paramyxoviren 

vergleichbare Ergebnisse hinsichtlich der durch SH-gehemmten Zytokinfreisetzung sowie der 

Apoptoseinduktion zeigen, wird die Vermutung bekräftigt, dass das SH-Protein generell das 

Überleben von Paramyxoviren in infizierten Zellen aufgrund eines ähnlichen Mechanismus 

fördert.  
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5.6 Eingriff des SH-Proteins in weitere zelluläre Prozesse 

RNA-Viren sind in ihrer Genomgröße beschränkt und kodieren daher häufig für virale Proteine, 

die mehrere Funktionen ausüben können, wie beispielsweise das NS1-Protein von IAV. Neben 

der Interaktion mit RIG-I und PKR, durch welche die Immunantwort des Wirts aufgrund der 

Inhibierung des IFN-Signalwegs angegriffen wird, interagiert NS1 mit verschiedenen weiteren 

Proteinen, um etwa die Translation viraler mRNAs zu fördern, die Prozessierung zellulärer 

mRNAs jedoch zu hemmen (Hale et al., 2008; Marc, 2014).  

Neben den in dieser Arbeit untersuchten Interaktionen des MuV SH-Proteins mit den TNFR1-, 

IL-1R1- und TLR3-Rezeptorkomplexen, sind auch für das SH-Protein weitere 

Interaktionspartner bekannt, die zusätzliche Funktionen dieses Proteins vermuten lassen.  

So bindet das MuV SH-Protein auch an das zelluläre Protein A1Up (ataxin-1 ubiquitin-like 

interacting protein), das zur Familie der Ubiquiline gehört (Woznik et al., 2010). Diese sind in 

den Abbau von Proteinen involviert, da sie mittels ihrer UBL-Domäne (ubiquitin-like region) mit 

dem 19S-Proteasom interagieren, während ihre UBA-Domäne (ubiquitin-associated domain) für 

die Interaktion mit polyubiquitinierten Proteinen verantwortlich ist (Lee & Brown, 2012; Riley 

et al., 2004). Für das SH-Protein wurde in der Arbeitsgruppe Mankertz die Bindung an die STI1-

Domäne (stress-inducible heat shock chaperonin-binding motif) von A1Up gezeigt (Woznik et al., 

2010). Auch andere Ubiquiline besitzen eine STI1-Domäne, mit der sie mit 

Transmembrandomänen von Membranproteinen interagieren können, wie es für Ubiquilin-1 

gezeigt ist (Kurlawala et al., 2017). Da durch das Ubiquitinierungsmuster von Proteinen sowohl 

ihre Aktivierung als auch ihr Abbau reguliert werden können, kommt der Modifikation der 

Ubiquitinierung eine sehr wichtige Funktion in der Regulation der NF-κB-Aktivierung zu (Liu & 

Chen, 2011; Ofengeim & Yuan, 2013). Durch die Interaktion des SH-Proteins mit der STI1-

Domäne von A1Up und möglicherweise weiterer Ubiquiline kann da SH-Protein eventuell in 

Ubiquitinierungsprozesse und die Degradation von Proteinen eingreifen. Dies könnte auch zu 

einer Herabregulation des NF-κB-Signalwegs führen.  

Ein Yeast two-hybrid-Screen hat für das SH-Protein außerdem die Interaktion mit dem G-

Protein-gekoppelten Rezeptor (GPR) 125 gezeigt (Woznik et al., 2010). Dieser Rezeptor wird im 

Plexus choroideus exprimiert, wobei eine Verletzung des Gehirns zur Hochregulation der 

GPR125-Expression führt (Pickering et al., 2008). Der Plexus choroideus ist ein verzweigtes 

Adergeflecht innerhalb der Hirnventrikel, das die Gehirn- und Rückenmarksflüssigkeit bildet. 

Die Epithelzellen des Plexus choroideus dienen darüber hinaus auch als Barriere zwischen ZNS 

und Blut, die als Blut-Liquor-Schranke bezeichnet wird und als Eintrittsstelle für Pathogene 

beschrieben ist. Die durch eindringende Mikroorganismen ausgelösten Infektionen können 

letztlich zur Entstehung einer Meningitis oder Meningoenzephalitis führen (Schwerk et al., 

2015). Dass die Infektion des ZNS mittels des Plexus choroideus erfolgt, wird bereits für 
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Paramyxoviren wie dem Masernvirus und dem Carninen Staupevirus vermutet (Esolen et al., 

1995; Rudd et al., 2006). Aufgrund der Detektion von Virusantigenen im Plexus choroideus in 

MuV-infizierten Marmosetten, kann auch für MuV, für das das Auftreten von aseptischer 

Meningitis als eine der häufigsten Komplikationen bekannt ist, die Infektion des ZNS mittels 

dieser Infektionsroute spekuliert werden (Rubin et al., 2015; Saika et al., 2002). Gemeinsam 

lassen diese Befunde vermuten, dass die Interaktion des in der Plasmamembran infizierter 

Zellen nachgewiesenen SH-Proteins mit GPR125 in den Eintritt von MuV ins Gehirn über die 

Blut-Liquor-Schranke involviert ist und an der Ausbildung von Meningitiden beteiligt sein 

könnte. Manche Virusstämme, die verschiedenen Genotypen zuzuordnen sind, weisen im 

Vergleich zu anderen ein sehr hohes Neurovirulenzpotential auf (Saito et al., 1996; Tecle et al., 

1998). Verschiedene Studien stellen die erhöhte Neurovirulenz mit Aminosäurevariationen 

unter anderem im SH- und HN-Gen in Zusammenhang (Kovamees et al., 1990; Rafiefard et al., 

2005; Rubin et al., 2003; Tecle et al., 2002). Zwar konnte eine Analyse klinischer Isolate das 

Auftreten neurologischer Symptome nicht auf die Mutation von einzelnen AS an den 

prognostizierten Positionen zurückführen (Cui et al., 2013), dennoch könnte das Zusammenspiel 

mehrerer Mutationen die Neurovirulenz beeinflussen. Die molekularen Ursachen auch bezüglich 

der Beteiligung des SH-Gens für das Auftreten erhöhter Neurovirulenz sind demnach noch nicht 

abschließend geklärt.  

Viele Viren kodieren für Proteine, die durch Einlagerung in zelluläre Membranen als Viroporine 

fungieren und zu einer Aktivierung des Inflammasoms führen oder hilfreich für die 

Ausschleusung neuer Virionen sein können (Hout et al., 2005; Hsu et al., 2010; Ichinohe et al., 

2010). Auch für das SH-Protein von RSV ist die Ausbildung von kanalartigen Strukturen durch 

die Zusammenlagerung zu Pentameren beschrieben (Gan et al., 2008; Gan et al., 2012), welche 

die Ionenpermeabilität von Membranen erhöhen und die Funktion des RSV SH-Proteins als 

Viroporin vermuten ließen (Carter et al., 2010). Aufgrund der Co-Lokalisation des SH-Proteins 

und Inflammasom-Komponenten wurde die Funktion als Viroporin mit der Einflussnahme auf 

die Immunantwort des Wirts in Zusammenhang gestellt (Triantafilou et al., 2013). Da aber keine 

direkte Interaktion gezeigt wurde und widersprüchliche Befunde bezüglich des Einflusses des 

RSV SH-Proteins auf die IL-1β-Freisetzung vorliegen, sind weitere Studien nötig, um tatsächlich 

einen direkten Einfluss des SH-Proteins auf die Inflammasom-Aktivierung zu zeigen. Für das 

MuV SH-Protein wurde eine Funktion als Viroporin bisher noch nicht untersucht. Neben der 

Expression von Proteinen, die zu einer Aktivierung des Inflammasoms beitragen, können Viren 

auch gleichzeitig für Proteine kodieren, welche das Inflammasom inhibieren (Cheong et al., 

2015; Ichinohe et al., 2010; Stasakova et al., 2005). Dies verdeutlicht, wie komplex die 

Regulation der Immunantwort durch Viren beeinflusst wird und zeigt, dass sowohl eine 

Aktivierung des Inflammasoms genauso wie eine Inhibierung vorteilhaft für eine Virusinfektion 
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sein kann. Zum einen ist die durch die Inflammasomaktivierung ausgelöste Pyroptose und die 

darauffolgende Freisetzung pro-inflammatorischer Zytokine nötig für die Beseitigung von 

Pathogenen. Zum anderen kann diese jedoch zu krankhaften Entzündungen führen, welche 

schädlich für den Wirt, aber förderlich für die Lyse der Zellen und somit der Freisetzung der 

Pathogene nach erfolgreicher Vermehrung sind (Lupfer & Kanneganti, 2012).  

5.7 Modell der Beeinflussung der NF-κB-Aktivierung durch das MuV SH-

Protein 

In Abbildung 33 werden die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zusammengefasst dargestellt. 

Es wurde bestätigt, dass die Expression des SH-Proteins zu einer Reduktion der MuV-

induzierten Phosphorylierung von IKKβ, IκBα und p65 sowie der Translokalisation von p65 in 

den Zellkern führt (rote Pfeile). Dies resultiert in einer reduzierten Genexpression der NF-κB-

kontrollierten Gene von TNFα und IL-1β, einer verringerten Expression von pro-IL-1β sowie der 

verminderten Freisetzung der maturierten Zytokine TNFα und IL-1β (rote Pfeile). Luciferase 

Reportergenassays zeigten, dass das SH-Protein (rot) die NF-κB-Aktivierung nach Stimulation 

mit TNFα, poly(I:C) und IL-1β reduziert und diese unterhalb oder auf der Ebene von MyD88 

(orange), aber oberhalb von TRAF2, TRAF6, TAK1 und IKKβ (blau) in den jeweiligen 

Signalwegen beeinflusst. Da für das SH-Protein die Interaktion mit TNFR1, TLR3, RIP1 und 

IRAK1 (grün) gezeigt wurde, lässt sich die Vermutung aufstellen, dass das SH-Protein die NF-κB-

Aktivierung aufgrund der Interaktion mit den TNFR1-, TLR3- und IL-1R1-Rezeptorkomplexen in 

der Plasmamembran infizierter Zellen inhibiert. Damit wurde die bisherige Kenntnis über die 

vom SH-Protein beeinflussten Rezeptoren der NF-κB-Aktivierung um IL-1R1 und TLR3 

erweitert. Die Reduktion der Genexpression und Freisetzung der Zytokine TNFα und IL-1β in 

der Gegenwart des SH-Proteins zeigt zudem eine direkte Auswirkung der Expression des SH-

Proteins auf die angeborene Immunantwort. Dies bekräftigt die Vermutung, dass das SH-Protein 

die Zeitspanne, die dem Virus für die Replikation und die Verbreitung im infizierten Wirt zur 

Verfügung steht, durch die Modulation des NF-κB-Signalwegs verlängern kann und damit als 

Virulenzfaktor dient.  
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Abbildung 33: Modell der Beeinflussung der NF-κB-Aktivierung durch das MuV SH-

Protein. 

Das MuV SH-Protein interagiert mit den TNFR1-, TLR3- und IL-1R1-Rezeptorkomplexen. Dies führt zur 
Reduktion der IKKβ-, IκBα- und p65-Phosphorylierung, der Translokalisation von p65 in den Zellkern 
sowie der Expression und Freisetzung der Zytokine TNFα und IL-1β.  
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6 Zusammenfassung 

Wie einige andere Paramyxoviren kodiert auch das Mumpsvirus für ein SH-Protein, dessen 

Einfluss auf die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-κB in dieser Arbeit untersucht wurde. 

Da NF-κB ein Hauptregulator der angeborenen Immunantwort ist, haben zahlreiche Viren 

Strategien entwickelt, um die Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors zu behindern und damit 

die Zeit, die ihnen für die Replikation im Wirtsorganismus zur Verfügung steht, zu verlängern. 

Mit Hilfe rekombinanter Viren kann die Auswirkung eines einzelnen Proteins im Kontext einer 

Infektion analysiert werden. Allerdings sind bisher alle Studien, welche die Funktion des SH-

Proteins beschreiben, auf Grundlage von Viren durchgeführt worden, bei denen das komplette 

SH-Gen deletiert wurde. Da die effiziente Replikation von Paramyxoviren vom Gradienten der 

viralen mRNAs abhängt, der von der Anzahl und der Reihenfolge der Gene beeinflusst wird, ist 

eine Auswirkung auf die Virulenz und Pathogenität durch die Deletion eines Gens nicht 

auszuschließen. In dieser Arbeit wurden daher rMuV untersucht, bei denen die Expression des 

SH-Proteins durch das Einfügen von drei Stoppkodons in das SH-Gen unterdrückt ist oder das 

SH-Protein durch ein eingefügtes FLAG-Epitop in infizierten Zellen nachgewiesen werden kann. 

Diese rekombinanten Viren zeigen unabhängig von der Expression des SH-Proteins eine 

vergleichbare Replikation sowie einen ähnlichen CPE in der Zellkultur. Auch die Expression des 

N-Proteins wird durch die verhinderte SH-Expression nicht beeinflusst. Zum ersten Mal konnte 

für das SH-Protein die Orientierung in der Plasmamembran infizierter Zellen als die eines Typ-I-

Membranproteins bestimmt werden. Die durch das SH-Protein reduzierte Phosphorylierung von 

IKKβ, IκBα und p65 in rMuV-infizierten Zellen zeigt, dass für die Hochregulation der NF-κB-

Aktivierung nicht die Veränderung der Genomstruktur, sondern die verhinderte Expression des 

SH-Proteins verantwortlich ist. Die Analyse der Phosphorylierung der untersuchten 

Komponenten dient als Indikator für die Aktivierung von NF-κB, wie auch die Translokation der 

NF-κB-Untereinheit p65 in den Zellkern, die ebenso in der Gegenwart des SH-Proteins reduziert 

ist. Ein entscheidender Schritt für die Aufklärung des Mechanismus dieser Reduktion ist der 

Befund, dass nicht nur die bereits bekannte TNFα-, sondern auch die poly(I:C)- und IL-1β-

vermittelte NF-κB-Aktivierung durch die Expression des SH-Proteins um den gleichen Faktor 

reduziert sind und daher die NF-κB-Aktivierung durch das SH-Protein nicht nur mittels der 

Signalübertragung eines einzigen zellulären Rezeptors inhibiert wird. Die Ebene, auf der die 

Beeinflussung vermittelt wird, wurde in weiteren Experimenten auf die der Rezeptorkomplexe 

eingeschränkt. Darüber hinaus konnte die Interaktion des SH-Proteins mit den Rezeptoren 

TNFR1 und TLR3 sowie den früh rekrutierten Adapterproteinen RIP1 und IRAK1 gezeigt 

werden. Zusammen führen diese Ergebnisse zu der Vermutung, dass das SH-Protein mit den 

TNFR1-, TLR3- und IL-1R1-Rezeptorkomplexen in der Plasmamembran infizierter Zellen 
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interagiert und diese Interaktion in der Reduktion der NF-κB-Aktivierung resultiert. 

Interessanterweise führt die Unterdrückung der Aktivierung von NF-κB in dem untersuchten in 

vitro Modell zu einer schlechteren Replikation der rMuV, unabhängig von der Expression des 

SH-Proteins. Eine direkte Auswirkung der reduzierten Aktivierung des Transkriptionsfaktors 

auf die Induktion der Immunantwort wurde durch die Reduktion der Genexpression sowie der 

Freisetzung der pro-inflammatorischen Zytokine TNFα und IL-1β durch das Vorhandensein des 

SH-Proteins in rMuV-infizierten Makrophagen gezeigt. Im Gegensatz zu diesen Zytokinen wird 

weder die Genexpression noch die Freisetzung von IL-18 durch die Infektion mit MuV in der 

untersuchten Zelllinie induziert.  

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass dem SH-Protein von MuV die 

Funktion eines Virulenzfaktors zugesprochen werden kann, der durch die Inhibition der NF-κB-

Aktivierung für eine verzögerte Immunantwort und damit für eine ausreichende Zeitspanne zur 

Vervielfältigung der MuV Partikel sorgt.  
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7 Summary 

Similar to several other paramyxoviruses, the mumps virus also encodes for a SH protein. In this 

work, the impact of SH on the activation of the transcription factor NF-κB was analyzed. Since 

NF-κB is a major regulator of the innate immune response, numerous viruses have developed 

strategies to interfere with the activation of this transcription factor, thereby prolonging the 

timespan for replication in the host organism. Using recombinant viruses, the impact of a single 

protein on this interference can be analyzed in the context of an infection. However, all studies 

describing the function of the SH protein so far were performed with viruses in which the 

complete SH gene was deleted. Since the efficient replication of paramyxoviruses depends on the 

gradient of viral mRNAs, which is determined by the number and order of the viral genes, the 

deletion of a complete gene may affect virulence and pathogenicity. Therefore, in this work 

rMuVs were analyzed, in which the expression of the SH protein is suppressed by the insertion 

of three stop codons into the SH gene or the SH protein can be detected in infected cells due to 

an inserted FLAG-epitope. These recombinant viruses exhibit a comparable replication and a 

similar CPE in tissue culture independent of the expression of SH. The expression of the N 

protein is also not influenced by the suppressed expression of SH. For the first time, the 

orientation of the SH protein in the plasma membrane of infected cells was determined as that of 

a type I membrane protein. SH reduces the phosphorylation of IKKβ, IκBα, and p65 in rMuV-

infected cells, showing that not the modification of the genomic structure but the prevented 

expression of SH is responsible for the upregulation of the NF-κB pathway. The analysis of the 

phosphorylation of the examined pathway components serves as an indicator for NF-κB 

activation. Likewise the analysis of the translocation of the NF-κB subunit p65 into the nucleus 

does, which is as well reduced in the presence of SH. A crucial step in the elucidation of the 

underlying mechanism is the finding that not only the already known TNFα-, but also the 

poly(I:C)- and IL-1β-mediated NF-κB activation is reduced by the same magnitude due to the 

expression of SH. Therefore, the activation of NF-κB by the SH protein is not inhibited via signal 

transduction of a single but via several cellular receptors. In further experiments, the level at 

which SH impedes NF-κB signaling was restricted to the level of the receptor complexes. 

Moreover, the interaction of SH with the receptors TNFR1 and TLR3, as well as with the early 

recruited adaptor proteins RIP1 and IRAK1, was shown. Together, these results suggest that the 

SH protein interacts with the receptor complexes of TNFR1, TLR3, and IL-1R1 in the plasma 

membrane of infected cells and that this interaction leads to the reduction of the NF-κB 

activation. Interestingly, in the analyzed in vitro model the repression of the NF-κB activation 

results in a weaker replication of rMuVs independent of the expression of SH. A direct impact of 

the reduced activation of NF-κB on the induction of immune responses was shown by the 
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reduction of gene expression and release of the pro-inflammatory cytokines TNFα and IL-1β in 

the presence of SH in rMuV-infected macrophages. In contrast, neither the gene expression nor 

the release of IL-18 is induced due to infection with MuV in the analyzed cell line.  

Taken together, the results of this work show that the MuV SH protein functions as a virulence 

factor, by delaying innate immune response and thereby providing time for the replication of 

MuV particles via the inhibition of the NF-κB activation. 
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