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1. Einleitung 
 

Virusinfektionen gehören zu den weltweit häufigsten Infektionskrankheiten und stellen auf-

grund ihres intrazellulären Tropismus und ihrer Immunevasions-Mechanismen eine besondere 

Herausforderung für das Immunsystem dar. Bei einer Erstinfektion werden Viruserkennung 

und antivirale Mechanismen zunächst von Zellen des unspezifischen Immunsystems vermit-

telt. Die Viruserkennung erfolgt dabei mit Hilfe spezifischer Rezeptoren, deren Aktivierung 

zur Induktion von antiviralen Interferonen (IFN) und inflammatorischen Zytokinen führt. Die-

se üben direkte antivirale und immunregulatorische Funktionen aus. Eine suffiziente Viruser-

kennung und intakte Zytokinproduktion durch das unspezifische Immunsystem ist die Vor-

aussetzung für die Einschränkung der Virusdissemination in der Frühphase der Infektion und 

die nachfolgende Aktivierung der adaptiven Immunantwort. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden antivirale Mechanismen der unspezifischen Immunität in 

einem akuten Mausinfektionsmodell mit dem Mauspathogen murines Zytomegalievirus 

(MCMV) untersucht. Dendritische Zellen (DC) und Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) sind 

die wichtigsten Zelltypen in der Frühphase der Virusinfektion. Die initiale Viruserkennung 

erfolgt vor allem durch DC mit Hilfe von Mustererkennungsrezeptoren (Toll-like-Rezeptoren 

und zytosolische RNA-bindende Helikasen). Zu den wichtigen Zytokinen in dieser Phase zäh-

len die antiviral wirksamen Interferone und proinflammatorische Zytokine und Chemokine, 

insbesondere IL-12, IL-18, IL-15, MIP-1α u. a. Einleitend soll zunächst ein Überblick über 

die IFN-regulierenden Faktoren (IRFs) als zentrale Transkriptionsfaktoren zur IFN-Induktion 

gegeben und die theoretischen Grundlagen des verwendeten MCMV-Infektionsmodells erör-

tert werden. 

 

 

1.1 IRFs: zentrale Transkriptionsfaktoren für die Induktion von Typ I IFN 

 

Die Viruserkennung durch das angeborene Immunsystem erfolgt auf molekularer Ebene über 

sogenannte Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs). Diese Rezep-

toren erkennen phylogenetisch konservierte molekulare Komponenten von Mikroben und 

Viren, die als „pathogenassoziierte molekulare Muster“ (pathogen associated molecular pat-

terns, PAMPs) bezeichnet und vom Pathogen während seines gesamten Lebenszyklus expri-
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miert werden. Im Falle der Viren erkennen diese Rezeptoren intrazelluläre virale RNA oder 

virale DNA. PRRs werden konstitutiv exprimiert, und unterliegen im Gegensatz zu Immun-

globulinen, T-Zellrezeptoren und MHC-Proteinen keiner somatischen Rekombination. An der 

Viruserkennung durch das unspezifische Immunsystem sind sowohl die Toll-like Rezeptoren 

(TLRs) als auch die zytosolischen RNA-bindende Helikasen „retinoic acid inducible gene I“ 

(RIG-I) und „melanoma differentiation-associated gene 5“ (Mda-5) beteiligt (Akira et al. 

2006, Kawai et al. 2006, Kawai et al. 2007) 

 

Die Induktion von Typ I IFN nach Aktivierung von TLRs oder zytosolischen RNA-bindende 

Helikasen wird durch IFN-regulierende Faktoren (IRFs) reguliert. IRFs repräsentieren eine 

Gruppe von Transkriptionsfaktoren, zu deren Zielgenen neben Typ I IFN auch zahlreiche an-

dere Gene mit immunologischen Funktionen gehören (z. B. Chemokine, Interleukine). Derzeit 

sind im Säugerorganismus neun verschiedene IRFs bekannt mit teils stimulierender teils inhi-

bierender Wirkung auf die Genexpression. Im inaktiven Zustand sind IRFs überwiegend im 

Zytoplasma lokalisiert (Honda et al. 2006). Die IRF-Proteine haben mehrere funktionelle 

Domänen. Von besonderer Bedeutung ist dabei zum einen die N-terminale DNA-

Bindungsdomäne (DBD) aus ca. 120 Aminosäuren. Diese bilden ein sogenanntes Helix-Turn-

Helix-Motif, das DNA-Konsensussequenzen, die als IFN-stimulierte Antwortelemente (IFN-

stimulated response elements, ISRE) bezeichnet werden, erkennt und bindet. Am C-Terminus 

befindet sich eine IRF-Assoziationsdomäne (IAD), die Homo-/Heterodimerisierung und regu-

latorische Funktionen vermittelt (Eroshkin et al. 1999). Die Aktivierung der IRFs erfolgt 

durch C-terminale Phosphorylierung, die zur Bildung von Homodimeren oder Heterodimeren 

mit nachfolgender Translokation in den Nukleus führt. IRF3, IRF4, IRF5 und IRF7 besitzen 

eine Transaktivierungsdomäne, die im unstimulierten Zustand durch intramolekulare autoin-

hibitorische Strukturen geblockt ist (Brass et al. 1996, Lin et al. 1999b, Lin et al. 2000, Au et 

al. 2001, Barnes et al. 2002).  

 

Im Rahmen der antiviralen Immunantwort konnte insbesondere für IRF3 und IRF7, aber auch 

für IRF1 und IRF5 Funktionen für die Induktion von IFN-α/-β Genen nachgewiesen werden 

(Mamane et al. 1999, Taniguchi et al. 2001, Honda et al. 2006). 
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Abb. 1. Virusinduzierte IRF-Aktivierung über TLR-abhängige und TLR-unabhängige Signalwege.  

 

IRF3 wird konstitutiv in den meisten Zellen exprimiert (Au et al. 1995). Anders als bei IRF7 

wird  IRF3 nicht transkriptionell, sondern durch Phosphorylierung reguliert und die IRF3-

Expression einer Zelle wird durch Virusinfektionen nicht zusätzlich gesteigert (Au et al. 1995, 

Sato et al. 1998). Die Transaktivierungsdomäne von IRF3 umfaßt eine nukleäre Exportse-

quenz (NES), eine prolinreiche Region und die IRF-Assoziationsdomäne (IAD) und wird von 

zwei autoinhibitorischen Domänen (AID) flankiert (Abb. 2) (Au et al. 1995, Lin et al. 1999b). 

Im inaktiven Zustand zeigt IRF3 durch Interaktion der beiden autoinhibitorischen Domänen 

eine geschlossene Konformation, die zu einer Maskierung der IAD und DBD führt (Lin et al. 
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1999b). Inaktive IRF3 Monomere unterliegen einer ständigen aktiven Translokation zwischen 

Zellkern und Zytoplasma, die über zwei konstitutiv aktive funktionelle Regionen im IRF3-

Protein vermittelt wird. Die Aminosäuresequenzen dieser Regionen fungieren dabei als nu-

kleäres Lokalisationsignal (NLS) und als nukleäre Exportsequenz (NES) (Abb.2) und inter-

agieren mit zytoplasmatischen und nukleären Transportproteinen (Yoneyama et al. 1998, 

Kumar et al. 2000). In der uninfizierten Zelle dominiert der Export aus dem Zellkern, so daß 

inaktives IRF3 fast ausschließlich im Zytoplasma lokalisiert ist (Kumar et al. 2000). Durch 

Phosphorylierung C-terminaler spezifischer Serinreste wird IRF3 aktiviert und reguliert (Lin 

et al. 1999b, Suhara et al. 2000, Servant et al. 2003, Mori et al. 2004, Abe et al. 2005). Die 

Aktivierung von IRF3 (Abb. 1) erfolgt in zytosolischen wie TLR-abhängigen Signalwegen 

primär über die TANK-bindende Kinase 1 (TBK-1) (McWhirter et al. 2004). Bei zytosoli-

scher und TLR3-TRIF vermittelter Viruserkennung ist an der IRF3-Aktivierung neben TBK-1 

auch IKKε (Sharma et al. 2003, Fitzgerald et al. 2003, Hemmi et al. 2004) beteiligt. Aktivier-

tes IRF3 bildet Homodimere oder Heterodimere mit IRF7 (Lin et al. 1999b, Lin et al. 2000, 

Au et al. 2001). Diese Dimere assoziieren nach Translokation in den Nukleus mit den Koakti-

vatoren CREP-bindendes Protein (CBP) und p300 (Yoneyama et al. 1998), was zur nukleären 

Retention von IRF3 und Hemmung des NES vermittelten Exportes in das Zyotplasma führt 

(Yoneyama et al. 1998, Lin et al. 1999b). Im Gegensatz zu IRF7 besitzt phosphoryliertes 

IRF3 keine intrinsische Transkriptionsaktivität, sondern induziert erst nach Assoziation mit 

CBP/p300 die Transkription von Zielgenen (Yang et al. 2002). Zielgene des Holokomplexes 

aus IRF3 und CBP/p300 sind u. a. Typ I IFN (IFN-β, IFN-α4) (Sakaguchi et al. 2003) und 

Chemokine (CXCL9, CXCL10 und CCL5) (Lin et al. 1999a, Nakaya et al. 2001). Die IRF3-

vermittelte Genexpression soll dabei durch die Art der Dimerisierung beeinflußt sein,  indem 

das IRF3-Homodimer vor allem das Chemokin CXCL10 und das IRF3/IRF7-Heterodimer 

IFN-β und in geringerem Maße IFN-α4 induziert (Honda et Taniguchi 2006). Eine isolierte 

Bedeutung von IRF3 für die antivirale IFN-Antwort konnte in vivo für die Infektion mit 

EMCV und in vitro in NDV infizierten MEFs nachgewiesen werden (Sato et al. 2000). In 

dendritischen Zellen ist die Bedeutung von IRF3 für die IFN-Induktion in den einzelnen Sub-

populationen unterschiedlich. Während die IFN-Induktion in plasmazytoiden und myeloiden 

DC vollständig unabhängig von IRF3 ist, zeigen IRF3-defiziente murine embryonale Fibro-

blasten (MEFs) auf mRNA-Ebene für IFN-α eine mäßige und für IFN-β eine ausgeprägte 

Reduktion auf verschiedene virale Stimuli (Honda et al. 2005). Die Bedeutung von IRF3 für 

die Induktion von Typ I IFN bei der MCMV-Infektion wurde bislang nicht untersucht. 



Einleitung 

- 5 - 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 2. Schematische Darstellung von IRF3 und IRF7.  
DBD = DNA-Bindungsdomäne; AID = Autoinhibitorische Domäne: TAD = Transaktivierungsdomäne; IAD = 
IRF-Assoziationsdomäne; PRO = prolinreiche Sequenz; CAD = konstitutiv aktive Domäne; VAD = virusakti-
vierte Domäne; NLS = nukleäres Lokalisationssignal; NES = nukleäre Exportsequenz 
 

IRF7 zeigt von allen anderen IRFs auf Sequenzebene die größte Homologie zu IRF3 (Nguyen 

et al. 1997). Ähnlich wie bei IRF3 sind auch bei IRF7 mehrere regulatorische Domänen zu 

unterscheiden. IRF7 besitzt eine zweigeteilte Transaktivierungsdomäne, die eine einzelne 

autoinhibitorische Domäne (AID) einschließt (Abb. 2) (Marie et al. 2000). In dem dem N-

Terminus benachbarten Abschnitt der Transaktivierungsdomäne sind eine konstitutiv aktive 

Domäne (CAD) und eine virus-aktivierte Domäne (VAD) zu unterscheiden (Abb. 2) (Lin et 

al. 2000). Innerhalb der autoinhibitorischen Domäne wurde eine NES-Sequenz identifiziert 

(Abb. 2) (Lin et al. 2000), deren Beteiligung am Export aus dem Zellkern bislang jedoch nicht 

eindeutig geklärt ist (Marie et al. 2000). Die IRF-Assoziationsdomäne überlappt teilweise mit 

der AID (Lin et al. 2000). 

 

Im Gegensatz zu IRF3 muß IRF7 in den meisten Zellen erst durch Typ I IFN induziert wer-

den, das bei Virusinfektionen oder bestimmten bakteriellen Infektionen produziert wird. Eine 

stark konstitutive IRF7-Expression findet sich ausschließlich in plasmazytoiden DC (Izaguirre 

et al. 2003, Kerkmann et al. 2003). Dieses Ergebnis konnte in eigenen Untersuchungen für 

murine plasmazytoide DC bestätigt werden. Durch alternatives Spleißen mit Deletion von 

Sequenzabschnitten der Transaktivierungsdomäne entstehen in murinen Zellen drei Isoformen 

von IRF7 (IRF7α, IRF7β, IRF7γ) mit unterschiedlich starker Transkriptionsaktivität für Typ I 

IFN. IRF7γ besitzt keine Transaktivierungsfunktion und inhibiert die IFN-Induktion durch 

IRF7α und IRF7β (Marie et al. 2000). Die Regulierung der IRF7-Expression erfolgt auf zwei 

Ebenen. Auf Transkriptionsebene wird IRF7 durch Typ I IFN oder Lipopolysaccharid (LPS) 
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induziert. Die Regulierung der Transaktivierungsfunktion erfolgt im Rahmen der virusindu-

zierten Aktivierung von IRF7. Diese besteht in einer Phosphorylierung spezifischer C-

terminaler Serinreste (tenOever et al. 2004, Caillaud et al. 2005), was zur Hemmung der au-

toinhibitorischen Domäne und stabilen Homodimerisierung oder Heterodimerisierung mit 

IRF3 führt (Marie et al. 2000, Lin et al. 2000a). Phosphoryliertes IRF7 akkumuliert daraufhin 

im Zellkern und aktiviert die Transkription von IFNα und IFNβ (Marie et al. 2000). Im Ge-

gensatz zu IRF3 besitzt IRF7 eine intrinsische Transkriptionsaktivität, die durch Interaktion 

mit den Koaktivatoren CBP/p300 zusätzlich gesteigert wird (Yang et al. 2003). Die IRF7-

Aktivierung erfolgt über MyD88-abhängige und –unabhängige Signalwege. Eine MyD88-

unabhängige Aktivierung von IRF7 konnte für den RIG-I-/Mda-5-Signalweg und den TRIF-

abhängigen Signalweg gezeigt werden (Sharma et al. 2003, Kawai et al. 2005). Für die 

TLR/MyD88-vermittelte Aktivierung von IRF7 wurden in verschiedene Studien eine direkte 

Interaktion zwischen MyD88 und TRAF6 mit IRF7 nachgewiesen, die zur Entstehung eines 

supramolekularen Komplexes unter Beteiligung von IRAK-1/IRAK-4 führt (Honda et al. 

2004, Kawai et al. 2004). Es wurde gezeigt, daß IRAK-1, IKKα und Osteopontin-i an der 

Phosphorylierung von IRF7 essentiell auf bisher nicht eindeutig geklärte Weise beteiligt sind 

(Uematsu et al. 2005, Hoshino et al. 2006, Shinohara et al. 2006). Eine weiterer wichtiger 

Faktor zur Aktivierung von IRF7 aber auch IRF3 ist TRAF3, das mit MyD88 und IRAK1 

interagiert (Oganesyan et al. 2006, Hacker et al. 2006). Honda et al. (2005) konnten zeigen, 

daß IRF7 sowohl in MyD88-abhängigen als auch in MyD88–unabhängigen Signalwegen der 

zentrale Transkriptionsfaktor für die Induktion von IFN-α und IFN-β in plasmazytoiden DC 

und myeloiden DC ist. IRF7-Defizienz führt auf transkriptioneller Ebene und Proteinebene 

zum vollständigen Verlust der Typ I IFN-Antwort auf verschiedene Viren (HSV, VSV, 

EMCV). Daraus resultiert eine deutlich gesteigerte Mortalität bei systemischen Infektionen 

mit HSV und EMCV. Darüber hinaus beeinträchtigt das Fehlen von IRF7 die Induktion einer 

spezifischen CD8+ T-Zellantwort, die u. a. durch Typ I IFN unterstützt wird. Zusammenfas-

send ergibt sich für IRF7 die Rolle eines „master regulator“ (Honda et al. 2005) für die In-

duktion von Typ I IFN und IFN-induzierten Genen, die sowohl für die unspezifische als auch 

für die adaptive Immunität eine wichtige Rolle spielen. Die Bedeutung von IRF7 bei der sy-

stemischen MCMV-Infektion wurde bisher noch nicht untersucht. 

 

Die Rolle von IRF1 und IRF5 als Transkriptionsfaktoren für die Induktion von Typ I IFN ist 

zelltypspezifisch. IRF1 ist essentiell zur Induktion von IFN-β im TLR9-Signalweg von mye-
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loiden DC und Makrophagen. Dabei kommt es zur direkten Interaktion zwischen IRF1 mit 

MyD88 und IRAK1 (Negishi et al. 2006, Schmitz et al. 2007). Eine antivirale Rolle für IRF1 

wurde für die Infektion mit modifiziertem Vaccinia Virus Ankara (MVA) und die Infektion 

mit murinem γ-Herpesvirus 68 (MHV-68) gezeigt (Schmitz et al. 2007).  

 

IRF5 ist essentiell für die TLR/MyD88-vermittelte Induktion von inflammatorischen Zytoki-

nen (IL-6, IL-12p40 und TNF-α) in Makrophagen, myeloiden DC und plasmazytoiden DC. 

Dabei zeigt IRF5 ähnlich wie IRF7 eine direkte Interaktion mit MyD88 und TRAF6 (Takaoka 

et al. 2005). Eine IRF5-abhängige Produktion von Typ I IFN konnte in Milzmakrophagen 

VSV- oder HSV-1-infizierter Mäuse gezeigt werden (Yanai et al. 2007). 

 

 

1.2 Zytokine der antiviralen Immunantwort 

 

IFN-α/IFN-β (Typ I IFN) 

Typ I Interferone sind die zentralen Zytokine der antiviralen Immunantwort und werden im 

Rahmen einer Virusinfektion induziert (Garcia-Sastre et al. 2006, Stetson et Medzhitov 

2006b). Die zentralen Typ I Interferone sind IFN-α und IFN-β, während IFN-ε, -κ, und IFN-

ω, - eine untergeordnete Rolle spielen. Typ I IFN kann durch Virusinfektion in nahezu allen 

Zellen eines Säugerorganismus induziert werden (Takaoka et al. 2006), und repräsentiert da-

durch einen universellen Schutzmechanismus im Rahmen der antiviralen Immunantwort. Da-

bei vermittelt sezerniertes IFN antivirale Effekte in autokriner, parakriner und endokriner 

Weise. Antivirale Effekte in Nicht-Immunzellen zielen primär auf Hemmung der Virusrepli-

kation oder Apoptoseinduktion ab (Stark et al. 1998). Die zelluläre Blockierung der Virusre-

plikation erfolgt über Effektorproteine. Zu den klassisch unspezifischen Effektorproteinen 

gehören die 2’-5’-Oligoadenylatsynthase (OAS) und die durch doppelsträngige RNA 

(dsRNA) aktivierte Proteinkinase R (PKR). OAS aktiviert über 2’-5’Oligoadenylat die zellu-

läre RNaseL mit nachfolgender Degradation viraler und zellulärer RNA (Stark et al. 1998). 

PKR hingegen bewirkt eine vollständige Translationsblockade für zelluläre und virale mRNA. 

Spezifisch protektive Effekte gegen Influenza und VSV konnten für die Mx Proteine nachge-

wiesen werden (Arnheiter et al. 1990, Pavlovic et al. 1993). 

Neben direkten protektiven Effekten reguliert und koordiniert Typ I IFN auch die Funktion 

verschiedener Zellpopulationen des Immunsystems wie NK-Zellen (Lee et al. 2000, Nguyen 
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et al. 2000), CD8+ T-Zellen (Le Bon et al. 2003), DC (Dalod et al. 2003) und B-

Lymphozyten. Die Signaltransduktion von Typ I IFN erfolgt über den gemeinsamen IFN-α/-β 

Rezeptor, der aus zwei verschiedenen Untereinheiten (IFNAR1 und IFNAR2) besteht. Bin-

dung von Typ I IFN an die Rezeptoruntereinheiten führt zur Dimerisierung und Einleitung der 

Signaltransduktion durch Autophosphorylierung der Janus aktivierten Kinasen TYK2 und 

JAK1, die konstitutiv mit den Rezeptoruntereinheiten assoziiert sind und verschiedene STAT 

Proteine aktivieren. Im klassischen Signalweg zur Induktion IFN-abhängiger Gene assoziie-

ren sich aktiviertes STAT1 und STAT2 zusammen mit IRF9 zu einem Transkriptionskomplex 

(ISGF3), der nach Kerntranslokation an ISREs in der Promotorregion von IFN-induzierbaren 

Genen bindet (Platanias et al. 2005). Für die positive Feedback-Regulation von Typ I IFN im 

Rahmen einer Virusinfektion wird von Honda und Taniguchi (2006) ein zweistufiges Modell 

vorgeschlagen. Initial führt dabei die Aktivierung von gering konstitutiv exprimiertem IRF7 

zur Induktion geringer Mengen von IFN-α4/-β und Chemokinen. Dieses initial gebildete IFN 

bindet in auto- und parakriner Weise an den IFN-α/-β Rezeptor und induziert über die be-

schriebene Signaltransduktion das volle Spektrum der IFN-induzierbaren Gene und die zweite 

Welle von Typ I IFN. 

 

IFN-γ (Typ II IFN) 

Im Gegensatz zu Typ I IFN wird IFN-γ nicht von allen virusinfizierten Zellen allgemein, son-

dern von spezialisierten Zellen des Immunsystems (NK-Zellen, T-Zellen, NKT-Zellen, Ma-

krophagen) gebildet (Boehm et al. 1997). Die Signaltransduktion wird ähnlich wie bei Typ I 

IFN über einen heterodimeren Transmembranrezeptor vermittelt, der aus den Untereinheiten 

IFNGR1 (α-Kette) und IFNGR2 (β-Kette) besteht (Bach et al. 1997, Pestka et al. 1997). Jede 

Untereinheit ist dabei konstitutiv mit einer Januskinase assoziert – IFNGR1 mit JAK1 und 

IFNGR2 mit JAK2 (Igarashi et al. 1994). Bindung eines IFN-γ-Homodimers an zwei α-

Ketten führt zur α-Dimerisierung mit nachfolgender Rekrutierung der β-Ketten und Bildung 

eines Doppelheterodimers (Greenlund et al. 1993). Die assoziierten JAK-Kinasen phosphory-

lieren daraufhin spezifische Tyrosinreste im zytosolischen Teil der α-Ketten, die daraufhin 

STAT1 und STAT2 aktivieren. Im klassischen IFN-γ Signalweg assoziiert aktiviertes STAT1 

zu einem Homodimer. Dieser auch als gamma-aktivierender Faktor (GAF) bezeichnete 

Transkriptionskomplex bindet nach Translokation in den Nukleus an gamma-aktivierende 

Stellen (GAS) in der Promotorregion von IFN-γ induzierbaren Genen (Boehm et al. 1997, 
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Takaoka et al. 2006). GAS-induzierte Gene sind vor allem Transkriptionsfaktoren der IRF-

Familie (IRF1, IRF2, IRF8, IRF9) sowie das Klasse II Transaktivator Protein (CIITA) 

(Boehm et al. 1997). Von zentraler Bedeutung ist dabei IRF1, das durch Induktion klassischer 

antiviraler Proteine die direkte antivirale Wirkung von IFN-γ vermittelt. IRF1-induzierte Ef-

fektorproteine sind in diesem Zusammenhang PKR, dsRNA spezifische Adenosin-Deaminase 

(dsRAD) und induzierbare Stickstoffmonoxidsynthetase. (iNOS) (Boehm et al. 1997). Eine 

antivirale Wirkung von NO konnte bei Herpes simplex Infektionen (Karupiah et al. 1993) und 

MCMV Infektionen (Tay et al. 1997, Noda et al. 2001) beobachtet werden. Verschiedene Zy-

tokine sind an der Regulation der IFN-γ-Expression beteiligt. Neben einem positiven Auto-

feedback erfolgt die Induktion von IFN-γ vor allem durch IL-12 (Trinchieri et al. 2003) und 

IL-18 (Gracie et al. 2003). IL-12 und IFN-γ induzieren sich dabei in reziproker Weise 

(Yoshida et al. 1994, Lederer et al. 1996). 

 

IFN-λ (Typ III IFN) 

Neben Typ I und Typ II IFN ist seit einigen Jahren auch die Gruppe der ebenfalls antiviral 

wirksamen Typ III Interferone bekannt. Sie umfaßt IFN-λ1 (IL-29), IFN-λ2 (IL-28A) und 

IFN-λ3 (IL-28B), die zur Familie der IL-10-verwandten Zytokine gehören. In der Maus konn-

ten bislang nur orthologe Gene für IFN-λ2 und IFNλ3 identifiziert werden (Bartlett et al. 

2005). Alle drei λ-Interferone binden an einen identischen heterodimeren Rezeptor, der aus 

der IL10R2-(IL-10Rβ, CRF2-4) Untereinheit des IL-10 Rezeptors und der IFN-λ-spezifischen 

Untereinheit IFNLR1 (IL-28Rα, CRF2-12) besteht (Kotenko et al. 2003, Sheppard et al. 

2003). Die IL10R1-Untereinheit zeigt eine ubiquitäre Expression, wohingegen die IFNLR1 

nur von bestimmten Zelltypen exprimiert wird. Zu diesen zählen vor allem gastrointestinale 

Tumorzellinien (Meager et al. 2005) aber auch DC (Melchjorsen et al. 2006). 

 

Rezeptoraktivierung führt zur Aktivierung des JAK-STAT-Signalweges mit Phosphorylie-

rung von STAT1 bis STAT5 (Kotenko et al. 2003, Dumoutier et al. 2004). Wie Typ I IFN 

induziert auch die IFN-λ-vermittelte Signaltransduktion die Assoziation des ISGF3 Transkrip-

tionskomplexes und Expression von 2’-5’-OAS und MxA Protein (Jordan et al. 2007). Dabei 

zeigt die Kinetik der IFN-λ-vermittelten STAT1/STAT2-Phosphorylierung und Transkription 

von IFN-stimulierten Genen (ISGs) jedoch Unterschiede zu Typ I IFN (Marcello et al. 2006). 

Die Aktivierung des IFN-λ-Rezeptors resultiert außerdem in einer Phosphorylierung von 
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MAP-Kinasen und Akt, was die Involvierung weiterer Signalwege nahelegt (Brand et al. 

2005).  

 

λ-Interferone gehören zu den durch IFN-α/-β induzierbaren Genen, können aber auch durch 

TLR-Liganden oder direkt durch Viren induziert werden (Coccia et al. 2004). Die Regulation 

von IFN-λ weist große Ähnlichkeiten zu Typ I IFN auf und erfolgt primär transkriptionell. 

Dabei sind IRF3 und NF-κB als Transkriptionsfaktoren auch für die Expression von IFN-λ 

von Bedeutung (Onoguchi et al. 2007). Mehrere Studien konnten eine IFN-λ Induktion auf 

mRNA-Ebene nach Stimulation mit verschiedenen RNA- und DNA-Viren nachweisen. 

(Kotenko et al. 2003, Sheppard et al. 2003, Coccia et al. 2004, Brand et al. 2005, Osterlund et 

al. 2005, Ank et al. 2006, Melchjorsen et al. 2006). Dabei lassen Untersuchungen auf mRNA 

Ebene vermuten, daß IFN-λ vor allem von DC-Populationen produziert wird (Coccia et al. 

2004, Osterlund et al. 2005, Melchjorsen et al. 2006). Antivirale Effekt von IFN-λ auf ver-

schiedene Zellinien konnten gegenüber EMCV (Ank et al. 2006, Kotenko et al. 2002), VSV 

(Kotenko et al. 2002), Hepatitis B Virus (Robek et al. 2005) und Hepatitis C Virus Genotyp 1 

und 2a (Robek et al. 2005, Marcello et al. 2006) gezeigt werden. Eine protektive Wirkung von 

IFN-λ auf Primärzellen wurde von Osterlund et al. (2005) für Influenza A-infizierte humane 

myeloide DC nachgewiesen. Eine antivirale Wirkung von IFN-λ in vivo wurde bei intranasa-

ler Infektion mit IFN-λ-exprimierenden Vacciniaviren (Bartlett et al. 2005) sowie bei lokaler 

und systemischer HSV-2 Infektion (Ank et al. 2006) gezeigt. Nur unzureichend ist bislang die 

Rolle von IFN-λ im Rahmen einer CMV-Infektion untersucht. Brand et al. (2005) konnten 

zeigen, daß IFN-λ Kolonepithelzellen vor HCMV-Infektion schützt und auch im Kolon 

MCMV-infizierter Mäuse induziert wird. 

 

IL-12 und IL-18 

Neben verschiedenen Interferontypen spielen bei einigen Virusinfektionen auch die proin-

flammatorischen Zytokine IL-12 und IL-18 eine wichtige Rolle und beeinflussen dabei die 

unspezifische und adaptive Immunantwort. Das bioaktive IL-12p70 ist ein heterodimeres Zy-

tokin und entsteht durch Assoziation einer 35 kD (IL-12p35) und einer 40 kD (IL-12p40) 

schweren Untereinheit (Kobayashi et al. 1989). Die IL-12-vermittelte Signaltransduktion er-

folgt über einen heterodimeren Rezeptor (IL-12Rβ1/IL-12Rβ2), der vor allem auf aktivierten 

T-Zellen und NK-Zellen exprimiert wird und zur Aktivierung des JAK-STAT Signalweges 
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führt (Presky et al. 1996). Dabei erfordern die spezifisch IL-12-vermittelten intrazellulären 

Effekte die Aktivierung von STAT4 (Thierfelder et al. 1996, Kaplan et al. 1996). IL-12 Pro-

duktion im Rahmen einer Virusinfektion konnte für MCMV (Orange et al. 1996a, Orange et 

al. 1996b) und Influenza Virus (Monteiro et al. 1998) nachgewiesen und erfolgt primär durch 

plasmazytoide DC (Dalod et al. 2002). Entscheidend für die Bildung von IL-12p70 ist funk-

tionelles STAT1. Für optimale IL-12p70 Konzentrationen ist zudem endogenes Typ I IFN 

erforderlich, das die intrazelluläre Akkumulation von IL-12p35 bewirkt (Gautier et al. 2005). 

Grundsätzlich ist Typ I IFN für die Produktion von IL-12p70 jedoch nicht essentiell, da IFN-γ 

und womöglich auch IFN-λ durch STAT1 Phosphorylierung das Fehlen von Typ I IFN teil-

weise kompensieren können. Zur biologischen Funktion von IL-12 bei Virusinfektionen zählt 

die Induktion von IFN-γ in NK-Zellen und die Differenzierung IFN-γ-produzierender Th1-

Zellen (Trinchieri 2003). Die Regulation der IL-12-Expression ist komplex und für die bioak-

tive Form und die einzelnen Untereinheiten unterschiedlich. Die Induktion von bioaktivem 

IL-12p70 durch mikrobielle oder T-Zell-generierte Stimuli kann dabei durch IFN-γ und vor 

allem durch IL-4 erheblich gesteigert werden (Hochrein et al. 2000). Rein inhibitorisch auf 

die IL-12-Induktion wirken IL-10 und TGF-β (Trinchieri 2003). Der regulierende Effekt von 

Interferon-α/-β auf die IL-12-Bildung ist zeit- und dosisabhängig und für die einzelnen IL-12-

Untereinheiten unterschiedlich. Während niedrige bis mittlere Dosen an Typ I IFN IL-12p35 

und bioaktives IL-12p70 induzieren (Gautier et al. 2005), wirken höhere Dosen vor allem auf 

IL-12p40 hemmend (Cousens et al. 1997, McRae et al. 1998, Nagai et al. 2003). IL-12p35 

und IL-12p40 werden transkriptionell reguliert. Während für IL-12p35 eine konstitutive Ex-

pression in den meisten Zellen belegt ist, muß IL-12p40 erst induziert werden und wird nur 

von Zellen exprimiert, die auch bioaktives IL-12p70 sezernieren (Trinchieri 2003). 

 

IL-18 wird als 24 kD schweres inaktives Vorläuferpeptid (pro-IL-18) von einem breiten Spek-

trum verschiedenster Zelltypen exprimiert (Gracie et al. 2003). Erst die enzymatische Spal-

tung durch intrazelluläre Caspase-1 überführt pro-IL-18 in das 18 kD schwere biologisch ak-

tive IL-18 (Ghayur et al. 1997, Gu et al. 1997). Die IL-18 vermittelte Signaltransduktion er-

folgt über einen heterodimeren Rezeptor (Torigoe et al. 1997, Hoshino et al. 1999), der ähn-

lich den TLRs MyD88 und IRAK rekrutiert (Adachi et al. 1998, Kanakaraj et al. 1999) und in 

einer NF-κB Aktivierung resultiert (Matsumoto et al. 1997). STAT4 scheint auch im Signal-

weg für IL-18 eine wichtig Rolle für die Induktion von IFN-γ zu spielen (Nakahira et al. 
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2002). Zu den biologischen Funktionen von IL-18 gehören die Induktion von IFN-γ in NK- 

und Th1-Zellen (Micallef et al. 1996, Yoshimoto et al. 1998) und die Stimulation der Reifung 

und Steigerung der Zytotoxizität von T- und NK-Zellen (Dao et al. 1998). 

 

 

1.3 Das MCMV-Infektionsmodell 

 

Das murine Zytomegalievirus (MCMV) ist ein mauspathogenes β-Herpesvirus mit  50 % 

Gen-Homologie (Rawlinson et al. 1996, Brocchieri et al. 2005) zum humanen Zytomegalievi-

rus (HCMV), das klinisch als Erreger intrauteriner Infektionen und opportunistischer Infek-

tionen bei Immunsuppression (Organtransplantation, HIV) von großer Bedeutung ist (Hirsch 

2005). Da HCMV und MCMV eine auffällige Homologie auf molekularer und biologischer 

Ebene besitzen, eignet sich MCMV in besonderer Weise als Modell für die Infektion des 

Menschen. Kennzeichen von MCMV sind ein Tropismus für hämatopoetisches Gewebe und 

die großen Kopfspeicheldrüsen sowie ein langsamer Replikationszyklus. Die horizontale Ü-

bertragung in der Maus erfolgt vor allem durch Bisse. Zur Untersuchung antiviraler Mecha-

nismen der unspezifischen Immunantwort bietet sich das MCMV-Infektionsmodell aus ver-

schiedenen Gründen an. An der IFN-Antwort auf MCMV sind TLR-abhängige und TLR–

unabhängige Signalwege beteiligt, die zu verschiedenen Zeitpunkten der Infektion dominie-

ren. Das MCMV-Modell ist bislang zudem das einzige virale Infektionsmodell, in dem eine 

signifikante Rolle für einen TLR in vivo, nämlich TLR9,  während der unspezifischen antivi-

ralen Immunantwort gezeigt wurde (Krug et al. 2004, Tabeta et al. 2004). Darüber hinaus ist 

das MCMV-Modell ein Musterbeispiel für eine NK-Zell-kontrollierte Virusinfektion. Die 

MCMV-Infektion in der Maus ist auf diese Weise ein geeignetes Modell, um die Bedeutung 

und Interaktion der zentralen Zytokine (Interferone, proinflammatorische Zytokine, Chemo-

kine) und zellulären Elemente (DC, NK-Zellen) des unspezifischen Immunsystems bei der 

Virusabwehr zu untersuchen. 

 

Die Virulenz des murinen Zytomegalievirus hängt ganz entscheidend vom Virustyp ab. In 

Zellinien vermehrtes MCMV hat bei gleicher Dosis eine geringere Virulenz als aus Speichel-

drüsen gewonnenes MCMV (SG-MCMV) (Krmpotic et al. 2003). Im Verlauf einer systemi-

schen SG-MCMV-Infektion kommt es zur Virämie und Dissemination in multiple Organe 

(Milz, Leber, Lunge, Speicheldrüsen). Dabei repliziert das Virus in der Frühphase der Infekti-
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on vor allem in Leber, Milz und Lunge. Entscheidend für die Letalität in der Frühphase der 

Infektion sind dabei das Ausmaß der akuten Leberinsuffizienz oder die respiratorische Insuf-

fizienz infolge der viralen Hepatitis bzw. Pneumonie (Katzenstein et al. 1983, Shanley et al. 

1993). Wie bei jeder Erstinfektion mit einem fremden Pathogen greifen auch bei der MCMV-

Infektion zunächst Mechanismen der unspezifischen Immunität. Die spezifische Th1 und Th2 

vermittelte Immunantwort setzt erst ab dem 6. - 7. Tag nach Infektion ein. Im Infektionsmo-

dell der vorliegenden Arbeit wurde die frühe unspezifische Immunantwort auf MCMV unter-

sucht. Das Überleben der Maus bei einer systemischen MCMV-Infektion hängt innerhalb der 

ersten Woche von Mechanismen der unspezifischen Immunantwort ab. Diese gliedert sich in 

drei Phasen (Abb. 3): Initial führt die Viruserkennung durch Aktivierung von TLR9 in plas-

mazytoiden DC und anderen DC-Subpopulationen vor allem in Milz und Leber zur Freiset-

zung von großen Mengen an Typ I IFN (IFN-α und IFN-β) und proinflammatorischen Zyto-

kinen (IL-12, IL-6). Die in dieser Phase sezernierten Interferone und Zytokine werden auch 

also sogenannte „frühe Zytokine“ (early cytokines) bezeichnet und erreichen 36 - 40 Stunden 

nach der Infektion ihre Höchstkonzentration im Serum (Orange et al. 1996b, Ruzek et al. 

1997). Neben direkten IFN-vermittelten antiviralen Effekten auf zellulärer Ebene induzieren 

diese frühen Zytokine die zweite Phase, die durch eine unspezifische NK-Zellaktivität und -

expansion gekennzeichnet ist und die ersten beiden Tage andauert. Zwischen dem 4. und 6. 

Tag erfolgt dann in C57BL/6 Mäusen die spezifische Expansion von Ly49H+ NK-Zellen 

(Dokun et al. 2001). Die Kontrolle der Virusreplikation erfolgt in den ersten 72 Stunden nach 

Infektion hauptsächlich durch DC und NK-Zellen. Die wichtigsten Zytokine in diesem Zeit-

raum sind Typ I IFN, IL-12 und IFN-γ.  

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

Abb. 3. Kinetik der Immunantwort bei der MCMV-Infektion. 

NK-Zellaktivierung 
und -expansion

LY49H

unspezifische Immunität adaptive Immunität

DC-/pDC-Aktivierung 
IFN-α/-β, IL-12

0 42 6 108 12 (Tage p.i.)

MCMV-Infektion T-Zellaktivierung und 
-expansion

NK-Zellaktivierung 
und -expansion

LY49H

unspezifische Immunität adaptive Immunität

DC-/pDC-Aktivierung 
IFN-α/-β, IL-12

0 42 6 108 12 (Tage p.i.)

MCMV-Infektion T-Zellaktivierung und 
-expansion



EEinleitung 

- 14 - 

Bedeutung dendritischer Zellen und Typ I IFN in der Frühphase einer MCMV-Infektion 

Verschiedene DC-Subpopulationen sind an der antiviralen Immunantwort auf MCMV betei-

ligt. Als Hauptproduzenten von IFN-α/-β und IL-12 bei der MCMV-Infektion wurden plas-

mazytoide DC identifiziert (Dalod et al. 2002, Krug et al. 2004), deren Aktivität die initiale 

Immunantwort dominiert. Plasmazytoide DC detektieren MCMV über TLR9/MyD88 und 

reagieren daraufhin mit einer massiven Produktion von Typ I IFN und proinflammatorischem 

IL-12. Dabei bewirkt Typ I IFN durch bisher ungeklärte Mechanismen die Akkumulation von 

plasmazytoiden DC in der Milz und verstärkt so durch einen positiven Feedback-

Mechanismus die lokale IFN-Antwort (Dalod et al. 2003). Unter Einfluß von Typ I IFN reifen 

plasmazytoide DC und konventionelle DC-Populationen aus, was die Voraussetzung für po-

tente Antigenpräsentation und Induktion der spezifischen Immunantwort ist (Dalod et al. 

2003). Das Fehlen von TLR9 bzw. MyD88 reduziert die Aktivität der plasmazytoiden DC 

und der konventionellen DC, die ebenfalls IL-12 produzieren und führt zu einer starken Be-

einträchtigung der initalen Immunantwort auf MCMV. Dies manifestiert sich in einer deutli-

chen Reduktion der maximalen Serumkonzentrationen von IFN-α und IL-12 zum Zeitpunkt 

36 h nach Infektion, einer verminderten Aktivierung verschiedener DC-Populationen und ei-

ner gestörten NK-Zellfunktion zu diesem Zeitpunkt (Krug et al. 2004). In TLR9-/- oder 

MyD88-/- Mäusen auf C57BL/6-Hintergrund führt dies zu einer verminderten Viruskontrolle 

mit signifikant erhöhten Virustitern in der Milz im Vergleich zu WT C57BL/6 Mäusen (Krug 

et al. 2004, Tabeta et al. 2004) und signifikant erhöhter Letalität (Tabeta et al. 2004, Delale et 

al. 2005). 

 

Neben den plasmazytoiden DC sind auch andere DC-Subpopulationen an der frühen Immun-

antwort auf MCMV beteiligt. So produzieren myeloide DC nach Infektion mit MCMV Typ I 

IFN, IL-12 und IL-18, wobei die IFN-Induktion in diesen Zellen TLR9-unabhängig ist 

(Andoniou et al. 2005). An der NK-Zellaktivierung sind plasmazytoide DC (Dalod et al. 

2003), myeloide DC (Andoniou et al. 2005) und CD8α+ DC (Andrews et al. 2003) beteiligt. 

Ob es sich dabei um eine redundante oder sequentielle NK-Zellaktivierung handelt, kann der-

zeit noch nicht abschließend beurteilt werden. Die antigenspezifische Aktivierung von CD8+ 

T-Zellen und Induktion einer MCMV-spezifischen Th1-Antwort erfolgt primär durch CD8α+ 

DC aus der Milz, die eine ausgeprägte Fähigkeit zur Kreuzpräsentation von exogenen Antige-

nen haben (Schnorrer et al. 2006, Dudziak et al. 2007). Auf Einzelzellebene findet eine pro-
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duktive MCMV-Infektion von Immunzellen zu diesem Zeitpunkt vor allem in CD8α+ DC und 

Makrophagen statt (Dalod et al. 2003).  

 

Bedeutung von NK-Zellen 

Das MCMV-Infektionsmodell ist ein Musterbeispiel für virale Infektionskontrolle durch NK-

Zellen (Yokoyama et al. 2002, Scalzo et al. 2002). Eine intakte NK-Zellfunktion ist entschei-

dend für die Suppression der Virusreplikation in der Frühphase der MCMV-Infektion. Auch 

beim Menschen spielen NK-Zellen für die antivirale Immunabwehr bei verschiedenen Her-

pesvirusinfektionen eine entscheidende Rolle (Orange et al. 2006b). NK-Zelldepletion vor 

oder während der frühen Infektion führt in normalerweise resistenten Mausstämmen wie 

C57BL/6 zu einer erhöhten Empfindlichkeit gegenüber MCMV mit höheren Virustitern in 

Lunge, Leber und Milz sowie gesteigerter Mortalität (Bukowski et al. 1984, Welsh et al. 

1994, Orange et al. 1995). Die dosisabhängige Empfindlichkeit eines Mausstammes gegen-

über MCMV ist dabei an die Expression oder das Fehlen des NK-Zellrezeptors Ly49H ge-

koppelt (Brown et al. 2001, Lee et al. 2001). Ly49H ist ein aktivierender Oberflächenrezeptor 

auf NK-Zellen von C57BL/6 Mäusen und erkennt das MCMV-Protein m157, das strukturell 

zur Gruppe der MHC-Klasse I-ähnlichen Molekülen gehört. Bindung von m157 durch Ly49H 

aktiviert die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen gegenüber m157-positiven Zellen sowie 

die Sekretion von IFN-γ und proinflammatorischen Chemokinen (Arase et al. 2002, Smith et 

al. 2002). Ly49H+ NK-Zellen sind essentiell für die MCMV-Eliminierung in infizierten Orga-

nen von C57BL/6 Mäusen (Daniels et al. 2001).  

 

An der NK-Zellaktivierung in der Frühphase einer MCMV-Infektion sind myeloide DC, 

CD8α+ DC sowie plasmazytoide DC beteiligt (Dalod et al. 2003, Andrews et al. 2003, Ando-

niou et al. 2005). Die Aktivierung der Zytotoxizität erfordert die Sekretion von Typ I IFN 

(Orange et al. 1996b, Granucci et al. 2004, Andoniou et al. 2005) und zumindest in vitro die 

Aktivierung des NKG2D-Rezeptors durch NKG2D-Liganden, die von myeloiden DC expri-

miert werden (Andoniou et al. 2005). Die IFN-γ Produktion in NK-Zellen wird durch IL-12 

und IL-18 induziert (Orange et al. 1995, Orange et al. 1996a, Andoniou et al. 2005). Die NK-

Zell-vermittelte lokale MCMV-Kontrolle weist organspezifische Unterschiede auf. So ist die 

Virussuppression in der Leber IFN-γ abhängig, erfolgt in der Milz jedoch primär durch perfo-

rinvermittelte Zytotoxizität (Orange et al. 1995, Tay et al. 1997, Brown et al. 1997). IFN-γ 

wird in der Leber durch IL-12, in der Milz durch IL-12 und IL-18 induziert. Das Fehlen von 
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IL-12 führt zu einer drastischen Reduktion der IFN-γ-Konzentration in Leber, Milz und Se-

rum und geht mit erhöhter Mortalität von IL-12p35-/- Mäusen einher. Im Gegensatz dazu 

führt das Fehlen von IL-18 zwar zu niedrigeren IFN-γ Werten in Serum und Milz, beeinflußt 

jedoch Mortalität und MCMV-Titer in der Milz nicht (Pien et al. 2000). 

 

 

1.4 Ausgangspunkt und Ziele der Arbeit 

 

Ausgangspunkte der Arbeit waren die Publikationen von Ishii et al. (2006) und Stetson et 

Medzhitov (2006a), die analog zu den RNA-bindenden Helikasen RIG-I/Mda-5 die Existenz 

eines zytosolischen DNA-Sensors nahelegen, der nach Stimulation mit doppelsträngiger DNA 

über TBK1 zur Aktivierung von IRF-3 führt und in MEFs, Makrophagen, myeloiden DC und 

plasmazytoiden DC Typ I IFN induziert. Es ist anzunehmen, daß dieser putative zytosolische 

DNA-Sensor auch von MCMV-DNA aktiviert wird und für die MyD88-unabhängige Indukti-

on von Typ I IFN verantwortlich ist. Die Arbeit von Stetson et Medzhitov (2006a) zeigt, daß 

die Induktion von Typ I IFN durch intrazelluläre DNA über diesen putativen DNA-Sensor 

IRF3-abhängig ist. Demgegenüber stehen die Ergebnisse von (Honda et al. 2005), die IRF7 

als zentralen Transkriptionsfaktor der TLR/MyD88-abhängigen und TLR/MyD88-

unabhängigen Induktion von Typ I IFN nach Virusinfektion beschreiben. Um vor diesem 

Hintergrund den spezifischen Beitrag von IRF3 und IRF7 zur Immunantwort auf MCMV in 

vivo zu klären sollten in der vorliegenden Dissertation folgende Punkte untersucht werden: 

 

− Rolle von IRF3 und IRF7 bei der Induktion von antiviralem IFN und proinflammatori-

schen Zytokinen in den ersten 36 h bzw. 72 h der MCMV-Infektion 

 

− Bedeutung von IRF3 und IRF7 für die zelluläre Aktivierung von zytokinproduzierenden 

Zellen in der Frühphase der MCMV-Infektion 

 

− Bedeutung von IRF7 für die NK-Zellzytotoxizität 

 

− Einfluß von IRF3 und IRF7 auf die organspezifische Viruskontrolle und das Überleben 

bei der MCMV-Infektion 
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2. Material und Methoden 
 

 

2.1 Material 

 

2.1.1 Zellinien, Viren, Bakterien 

 

Zellinien 

Bezeichnung ATCC-Nr. Organismus Morphologie 
NIH/3T3 CRL-1658™ Mus musculus Fibroblast 
L-929 CCL-1™ Mus musculus 

(M )
Fibroblast 

YAC-1 TIB-160™ Mus musculus 
(M )

Lymphoblast 
 

Viren 

Die nachfolgend aufgelisteten Viren wurden für verschiedene in vitro und in vivo Experimen-

te verwendet: Tissue Culture-MCMV (TC-MCMV), Salivary Gland-MCMV (SG-MCMV; 

Smith Stamm), rekombinantes vesikuläres Stomatitis Virus (VSV) (Krug et al. 2003) sowie 

Newcastle Disease Virus (NDV; Ulster Stamm). Das NDV wurde von Prof. Dr. Volker 

Schirrmacher (Deutsches Krebsforschungszentrum Heidelberg) bereitgestellt. Die anderen 

Viren wurden in vivo oder in NIH/3T3- bzw. BHK-Zellen vermehrt. 

 

Bakterien 
Für Klonierungszwecke wurden TOP10™ chemokompetente E. coli verwendet, die Bestand-

teil des Klonierungsreaktionssystems TOPO TA-Cloning® sind. 

 

2.1.2 Medien, Reagentien, Antikörper 

 

PCR- Primer 
Bezeichnung         Sequenz          Gene Bank Code/
                            Produktgröße 
 
β-Actin +    5'-GGA GAA GAG CTA TGA GCT GCC T-3'    NM_007393.1 
β-Actin –     5'-GTG GTA CCA CCA GAC AAC ACT-3'     (203 bp) 
 
IRF3 P1     5'-GAA CCT CGG AGT TAT CCC GAA GG-3'     
IRF3 P2     5'-GTT TGA GTT ATC CCT GCA CTT GGG-3'   (350 bp/450 bp) 
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IRF3 P3     5'-TCG TGC TTT ACG CTA TCG CCG CTC CCG ATT-3' 
 
IRF7 P1     5'-GTG GTA CCC AGT CCT GCC CTC TTT ATA ATC T-3'  
IRF7 P2     5'-TCG TGC TTT ACG GTA TCG CCG CTC CCG C-3' (200 bp/300 bp) 
IRF7 P3     5'-AGT AGA TCC AAG CTC CCG GCT AAG TTC GTA C-3'  
 
M54 +     5'-ATC ATC CGT TGC ATC TCG TTG-3'     (246 bp) 
M54 –     5'-CGC CAG TCT GTA TCC GTC CAT-3' 
 
 

qRT-PCR Primer 
Bezeichnung         Sequenz          Gene Bank Code/ 
                            Produktgröße 
 
Cyclophilin A +  5'-ATG GTC AAC CCC ACC GTG T-3'       XR_004644.1 
Cyclophilin A –  5'-TTC TGC TGT CTT TGG AAC TTT GTC-3'   (100 bp) 
 
IFN-α +     5'-CTC CTA GAC TCA KTC TGC A-3'       NM_010502.1 
IFN-α –     5'-ACA CAG TGA TSC TGT GGA A-3'      (147 bp)  
 
IFN-β +     5'-AGC CCT CTC CAT CAA CTA TAA G-3'    NM_010510.1 
IFN-β –     5'-GAG GTT GAT CTT TCC ATT CAG-3'     (99 bp) 
 
IFN-γ +     5'-CAG CAA CAA CAT AAG CGT CA-3'      NM_008337.1 
IFN-γ –      5'-CCT CAA ACT TGG CAA TAC TCA-3'     (100 bp) 
    
IFN-λ2 +    5'-CAA AGG ATT GCC ACA TTG CTC-3'     NM_177396.1 
IFN-λ2 –    5'-TTC TCA AGC AGC CTC TTC TC-3'    (99 bp) 
 
IL-12p35 +    5'-ATG GTG AAG ACG GCC AGA GA-3'      NM_008351.1 
IL-12p35 –    5'-CCA GTG GTA AAC AGG TCT TCA ATG- 3'   (114 bp)  
 
IL-12p40 +    5'-ACT TGA AGT TCA ACA TCA AGA GCA GTA G-3' NM_008352.1 
IL-12p40 –    5'-TAC TTC TCA TAG TCC CTT TGG TCC AG-3'  (117 bp) 
 
IL-23p19 +    5'-CAG CAG CTC TCT CGG AAT-3'       NM_031252.1 
IL-23p19 –    5'-ACA ACC ATC TTC ACA CTG GAT ACG-3'   (134 bp) 
 
IP-10 +     5'-GAA TCC GGA ATC TAA GAC CAT CAA-3'   NM_021274.1 
IP-10 –     5'-GTG CGT GGC TTC ACT CCA GT-3'      (91 bp) 
 
M54 +     5'-ATC ATC CGT TGC ATC TCG TTG-3'     (246 bp) 
M54 –     5'-CGC CAG TCT GTA TCC GTC CAT-3' 
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Alle Primer für PCR und quantitative RT-PCR (qRT-PCR) wurden von MWG-Biotech AG 

(Ebersberg, D) bezogen. Die Primersequenzen sind in 5' – 3' Richtung angegeben. Die Anga-

be „+“ bezeichnet dabei den Sense-Primer, der Antisense-Primer ist durch das Symbol „–“ 

gekennzeichnet. Bei den qRT-PCR Primern für IFN-α handelt es sich um so genannte Kon-

sensusprimer. Durch einzelne variable Basen entsteht ein Primergemisch mit dem möglichst 

viele der dreizehn bekannten IFN-α Subtypen erfaßt werden sollen. Die verwendeten Konsen-

susprimer werden von MWG-Biotech auf der Grundlage des Codes der International Union 

of Biochemistry (IUB) konzipiert: K = G, T; S = G, C 

 

Reagentien für molekularbiologische Methoden 
Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle 
1 kb DNA ladder NEB, Frankfurt (D) 
100 bp DNA ladder NEB, Frankfurt (D) 
10x DNase I Puffer Ambion, Darmstadt (D) 
10x PCR Puffer Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
10x Puffer EcoRI Fermentas, St. Leon-Rot (D) 
5x FS Puffer Gibco, Karlsruhe (D) 
Agarose Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
Chloroform Merck, Darmstadt (D) 
DMSO Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
DNase I (2U/µl) Ambion, Darmstadt (D) 
DNeasy® Blood and Tissue Reaktionssystem Qiagen, Hilden (D) 
dNTPs Promega, Mannheim (D) 
DTT 0,1 M Gibco, Karlsruhe (D) 
EcoRI (10 U/µl) Fermentas, St. Leon-Rot (D) 
EDTA (0.5 M) Gibco Karlsruhe (D) 
Ethanol (100 %) Merck, Darmstadt (D) 
Ethidiumbromid (10 mg/ml) Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
GlycoBlue (15mg/ml) Ambion, Darmstadt (D) 
H2O ultra pure DNase + RNase frei Gibco Karlsruhe (D) 
IPTG Promega, Mannheim (D) 
Isopropanol Merck, Darmstadt (D) 
MgCl2 (50 mM) Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
Oligo (dT)15 Promega, Mannheim (D) 
Orange G (6x) Fermentas, St. Leon-Rot (D) 
Proteinase K (200 mg/ml) Roth, Karlsruhe (D) 
QIAprep® Miniprep Reaktionssystem Qiagen, Hilden (D) 
RNase OUT® (40 U/µl) Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
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S.O.C-Medium Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
SuperScript II reverse Transcriptase™ (200 U/µl) Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
SYBR Green 2x Mastermix Applied Biosystems, Darmstadt (D) 
Taq DNA Polymerase (5U/µl) Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
TOPO TA-Klonierungsreagenzystem Inivitrogen, Karlsruhe (D) 
TRIzol® Reagent Invitrogen, Karlsruhe (D) 
X-gal in DMF (40mg/ml) Promega, Mannheim (D) 

 

FACS-Reagentien 
Antikörper Spezies-Isotyp Klon-Nr. 
Anti-B220-PE/-Biotin  Ratte IgG2a, κ RA3-6B2 
Anti-BST2-FITC Ratte IgG1, κ 120G8* 
Anti-CD11b-FITC Ratte IgG2b, κ M1/70 
Anti-CD11c-FITC/-APC/- 
Biotin Armen. Hamster IgG1, λ2 HL3 

Anti-CD16/-CD32 Ratte IgG2b 2.4G2 
Anti-CD3ε-FITC/-APC Armen. Hamster IgG1, κ 145-2C11 
Anti-CD69-PE Armen. Hamster IgG1, λ3 H1.2F3 
Anti-CD86-PE Ratte IgG2a, κ GL1 
Anti-DX5-PE Ratte IgM, κ DX5 
Anti-IFN-γ-FITC Ratte IgG1, κ XMG1.2 
Anti-NK-1.1-APC Maus IgG2a, κ PK136 
Anti-Rae-1-PE (pan-spezifisch) Ratte IgG2a 186107 
Anti-Siglec H-Biotin Ratte IgG2b 440c‡ 
CFSE 10 mM Stock Invitrogen, Karlsruhe (D) 
Counting Beads  Caltag, Burlingame (USA) 
Propidiumiodid (1mg/ml) Endkonz.: 200 µg/ml Sigma-Aldrich, Taufkirchen 

(D)Streptavidin-APC N/A Molec. Probes, Karlsruhe 
(D)TO-PRO-3 Iodid Endkonz.: 10 - 30 nM Molec. Probes, Karlsruhe 
(D) 

* (Asselin-Paturel et al. 2003) (sselin-Paturel et al. 2003) 
‡  (Blasius et al. 2004) 
 

Die FACS-Antikörper wurden, sofern nicht anders angegeben, von BD Pharmingen™ (Hei-

delberg, D) bezogen. Anti-Rae-1-PE wurde von R&D Systems (Wiesbaden, D), Anti-IFN-γ-

FITC von eBioscience (San Diego, USA) bezogen. Anti-Siglec H und Anti-BST2 wurden aus 

dem Überstand von 120G8- und 440c-Hybridomazellen gewonnen. Die FACS-Antikörper 

wurden bis auf wenige Ausnahmen in einer Endkonzentration von 1 - 5 µg/ml eingesetzt. In 
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abweichender Endkonzentration wurden eingesetzt: Anti-CD11b-PE (500 ng/ml), Anti-BST2-

FITC (1:400), Anti-Siglec H-Biotin (100 ng/ml) und Anti-Rae-1-PE (7 µg/ml). 

 

ELISA-Antikörper, ELISA-Reaktionssysteme, rekombinante Zytokine 

Antikörper/Zytokin – Klon-Nr. Spezies-Isotyp Hersteller/Bezug 

IFN-α 
Anti-Mouse Interferon-α (Capture) – 
RMMA-1 
Anti-Mouse Interferon-α (Detection)  
– polyklonal 
IFN-αA rekombinant, murin  
 

 
Ratte IgG1 
 
Kaninchen 
 

 
PBL, Piscataway (USA) 
 
PBL 
 
Hycult, Uden (NL) 

IFN-β 
Anti-Mouse Interferon-β neutralizing 
(Capture) – 8.S.415 
Anti-Mouse Interferon-β (Detection)  
– polykolonal 
IFN-β rekombinant, murin 
 

 
Ratte IgG1 
 
Kaninchen 
 

 
US-Biological,  
Swampscott (USA)  
PBL  
 
PBL 

IL-12p40 
Mouse IL-12 (p40/p70) (Capture) – C15.6 
Anti-Mouse IL-12 (p40/p70)-Biotin  
(Detection) – C17.8  
IL-12p40 rekombinant, murin 
 

 
Ratte IgG1 
Ratte IgG2a 
 
 

 
BD Pharmingen™ 
BD Pharmingen™ 
 
BD Pharmingen™ 

IFN-γ Reaktionssystem 
Capture-Ab (720µg/ml) 
Detection-Ab-Biotin (72 µg/ml) 
IFN-γ rekombinant, murin (60 ng/ml) 
Streptavidin-HRP 
 

 
Ratte 
Ziege 
 

Kat.-Nr.: DY485 
R&D 

IFN-λ2 Reaktionssystem 
Capture-Ab (180 µg/ml) 
Detection-Ab-Biotin (45 µg/ml) 
IFN-λ rekombinant, murin (120 ng/ml) 
Strepatvidin-HRP 
 

 
Ratte 
Ratte 
 

Kat.-Nr.: DY1789 
R&D 

IL-12p70 Reaktionssystem 
Capture-Ab (720 µg/ml) 
Detection-Ab-Biotin (72 µg/ml) 
IL-12p70 rekombinant, murin (60 ng/ml) 
Streptavidin-HRP 

 
Ratte 
Ziege 
 

Kat.-Nr.: DY419 
R&D 

Donkey Anti-Rabbit HRP Esel Jackson ImmunoResearch, 
Cambridgeshire (UK)

Streptavidin-HRP N/A Amersham, Piscataway 
(USA) 
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IFN-αA rekombinant, murin   PBL 

IFN-λ2 (= IL-28A) rekombinant, murin  PeproTech, Rocky-Hill, 
(USA )  

IL-2 rekombinant, murin   R&D 

 

Reagentien für Zell- und Bakterienkultur 
Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle 
Ampicillin Natriumsalz Roth, Karlsruhe (D) 
Bacto-Tryptone BD, Heidelberg (D) 
Bacto-Yeast Extract BD, Heidelberg (D) 
Carboxymethylcellulose C-4888 Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
CpG 1668 (50 µM) MWG-Biotech, Ebersberg (D) 
CpG 2216 (50 µM) MWG-Biotech, Ebersberg (D) 
Crystal Violet Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
D-MEM high Glucose (+ L-Glutamine) Gibco, Karlsruhe (D) 
EDTA Fluka, Seelze (D) 
FBS Biochrom, Berlin (D) 
Glutamax 100x (200 mM) Gibco, Karlsruhe (D) 
H2O Ultra Pure Biochrom, Berlin (D) 
HEPES Gibco, Karlsruhe (D) 
LB-Agar Roth, Karlsruhe (D) 
MEM (10x) Gibco, Karlsruhe (D) 
β-Mercaptoethanol (14,3 M) Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
Natriumpyruvat 100mM PAA, Cölbe (D) 
NCS Gibco, Karlsruhe (D) 
Non-essential Amino Acids (100x) PAA, Cölbe (D) 
PBS PAA, Cölbe (D) 
Penicillin-Streptomycin PAA, Cölbe (D) 
Poly I:C (2 mg/ml in 0,09 % NaCl-Lsg.) Amersham, Piscataway (USA) 
Red Cell Lysis Buffer  Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
RPMI 1640 PAA, Cölbe (D) 
Trypsin-EDTA (1x)  PAA, Cölbe (D) 

 

Sonstige Reagentien 
Bezeichnung Hersteller/Bezugsquelle 
ABTS (ELISA-Substrat) Roche, Basel (CH) 
BSA (Fraktion V pH = 7,0) Serva, Heidelberg (D) 
Citronensäure Roth, Karlsruhe (D) 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dodecahydrat Merck, Darmstadt (D) 
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Formaldehydlösung (35 %) Roth, Karlsruhe (D) 
H2SO4 2 N Roth, Karlsruhe (D) 
HCl 1 N und HCl 6 N Merck, Darmstadt (D) 
Natriumhydroxid (5 M) Merck, Darmstadt (D) 
Paraformaldehyd Merck, Darmstadt (D) 
Percoll Separating Solution (1,124 g/ml) Biochrom, Berlin (D) 
Saponin Roth, Karlsruhe (D) 
Sodium azide Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 
Sodium chloride Fluka, Seelze (D) 
Sodium dodecyl sulphate (SDS) Fluka, Seelze (D) 
TMB-Substrat-Lsg (A+B) R&D, Wiesbaden (D) 
Tris Roth, Karlsruhe (D) 
Tween® 20 Sigma-Aldrich, Taufkirchen (D) 

 

2.1.3 Puffer und Lösungen 
 

Sofern nicht anders angegeben, wurden alle Lösungen mit destilliertem Wasser angesetzt, das 

über die Apotheke des Klinkums rechts der Isar bezogen wurde. Das verwendete PBS (PAA) 

war frei von Ca2+/Mg2+-Ionen und hatte einen pH von 7,2 - 7,4. Zur Einstellung des pH-

Wertes wurden wässrige Natriumhydroxidlösung (5 N) und Salzsäure unterschiedlicher Mola-

rität (1 M oder 6 M) verwendet.  

 

Puffer und Lösungen für FACS/MACS/ELISA     
 
50x ABTS          ABTS in PBS 
             auf 50 mg/ml einstellen 
 
FACS-Puffer         PBS 
             2 % (v/v) FBS 

            0,01 % (v/v) NaN3  
 
MACS-Puffer         PBS 
             10 % (v/v) FBS 
             1 mM EDTA 
 
Fixierungspuffer        PBS 
             2 % (w/v) PFA 
 
Permeabilisierungspuffer     0,5 % (w/v) Saponin 
             5 % (v/v) FBS 
             10 mM HEPES 
             0,02 % (v/v) NaN3 
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ELISA-Beschichtungspuffer    0,1 M Na2HPO4/NaH2PO4  

pH = 9,0 
 
 
ELISA-Waschpuffer      PBS 
             0,05 % (v/v) Tween®20 
 
ELISA-Blockpuffer       PBS 
             10 % (v/v) FBS 
 
ELISA-Verdünnungspuffer    PBS 
             10 % (v/v) FBS 
             0,05 % (v/v) Tween®20 
 
ELISA ABTS-Substrat      0,1 M Citronensäure pH = 4,2 
             0,02 % (v/v) ABTS (50 mg/ml) 
             1 Promille (v/v) H2O2 (30 %) 
      
Peroxidase-Stoplösung      1 % SDS (w/v) 
 
ELISA-Reagent Diluent (RD)   150 mM NaCl 
             20 mM Tris 
             0,1 % (w/v) BSA  
             0,05 % (v/v) Tween®20     
             pH = 7,2 – 7,4 
 

Lösungen für die Molekularbiologie 
 
12x Elektrophoreseauftragepuffer  10 % (v/v) Bromphenolblaulösung (0,9 %) 
             10 % (v/v) Xylencyanollösung (0,9 %) 
             60 % (v/v) Glycerol (85 %) 
             20 % (v/v) 3 mM EDTA  
 
DNA-Marker         45 % (v/v) DNA-Leiter 
             45 % (v/v) Elektrophoreseauftragepuffer (12x) 
             10 % (v/v) H2O nukleasefrei 
 
50x TAE-Puffer        2 M Tris 
             100 mM EDTA 
             5,71 % (v/v) Essigsäure (100 %)    
             pH = 8,5 
 
TE-Puffer          0,5 M Tris 
             0,5 M EDTA 
             pH = 8,0 
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Lyse-Puffer         100 mM Tris-HCl 
             5 mM EDTA 
             200 mM NaCl 
             0,2 % (w/v) SDS 
             pH = 8,5 
 
Lösungen für zellbiologische Verfahren  
 

Kristall-Violettlösung      0,5 % (w/v) Kristall-Violett  
             0,8 % (w/v) NaCl 
             5 % (v/v) Formaldehyd (35 %) 
             50 % (v/v) Ethanol (100 %) 
 
Plaqueassay-Overlay      1,5 % (w/v) Carboxymethylcellulose  

5 % (v/v) FBS 
10 % (v/v) 10x MEM 
100 U/ml Penicillin – 200 µg/ml Streptomycin  
2 mM L-Glutamin 

             0,5 % (v/v) NEAA 
             5 % (v/v) NaHCO3 (7,5 %) 
             H2O Ultra pure 
 
Medien für die Zellkultur 
 
DC-Vollmedium        RPMI 1640 
             10 % (v/v) FBS 
             100 U/ml Penicillin G – 200 µg/ml Streptomycin 
             2 mM L-Glutamin 
             1 mM Natriumpyruvat 
             1 % (v/v) NEAA 
             50 µM β-Mercaptoethanol 
 
L929-/YAC-1-Medium      RPMI 1640 
             10 % (v/v) FBS 
             100 U/ml Penicillin G – 200 µg/ml Streptomycin 
             2 mM L-Glutamin 
             1 mM Natriumpyruvat 
             1 % (v/v) NEAA 
 
MEF-Medium         D-MEM high Glucose  

(4,5 g/l Glucose, 3,97 mM L-Glutamin) 
             10 % (v/v) FBS 
             100 U/ml Penicillin G – 200 µg/ml Streptomycin 

1,5 g/l Natriumbicarbonat 
1 mM Natriumpyruvat 

             1 % (v/v) NEAA 
            
NIH/3T3-Medium       D-MEM high Glucose  
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(4,5 g/l Glucose, 3,97 mM L-Glutamin) 
5 % (v/v) NCS 

             100 U/ml Penicillin G – 200 µg/ml Streptomycin  
             1,5 g/l Natriumbicarbonat 
 
Spülmedium         RPMI 1640 
             5 % (v/v) FBS 
 
Einfriermedium        75 % (v/v) FBS 
             10 % (v/v) DMSO 
             15 % (v/v) entsprechendes Zellkulturmedium 
 
Trypsin-EDTA (1x)       gebrauchsfertig von PAA:          

0,5 mg/ml Trypsin 
             0,22 mg/ml EDTA 
             PBS ohne Ca2+- und Mg2+-Ionen 
 
Medien für die Bakterienkultur 
 

Als Selektionsmarker für LB-Festagar und -flüssigmedium wurde Ampicillin mit der End-

konzentration von 100 µg/ml zugesetzt. 

 
LB-Medium         1 % (w/v) Trypton/Pepton 
             0,5 % (w/v) Hefeextrakt 
             171 mM Natriumchlorid 

pH = 7,4 
     
LB-Festagar          3,5 % (w/v) LB-Agar 
             pH-Wert = 7,3 - 7,4 
 
Ampicillin          Stammlösung: 100 mg/ml 

Lösen des Ampicillin Natriumsalzes in Aqua dest. und 
Sterilfiltration durch einen 0,2 µm Spritzenfilter;  
Zusatz mit Endkonzentration 100 µg/ml 

 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Zellinien und Primärzellen 

 

Zellkultur der Zellinien und Krykonservierung von Zellen 

Alle Zellinien und Primärzellen wurden bei 37 °C, 90 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % 

CO2-Atmosphäre kultiviert. Zur Passagierung adhärenter Zellen wurden diese kurz mit 
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Trypsin-EDTA-Stammlösung (s. Puffer und Lösungen) inkubiert, anschließend in frischem 

Medium resuspendiert und in entsprechender Verdünnung in neue Kulturflaschen/-schalen 

umgesetzt. Alle Zentrifugationsschritte wurden sofern nicht anders angegeben mit einer Ep-

pendorf-Zellkulturzentrifuge 5810 R (Rotor: 17,4 cm; Eppendorf, Hamburg, D) durchgeführt. 

NIH/3T3 Zellen wurden in NIH/3T3-Medium in 75 cm2 Zellkulturflaschen kultiviert und et-

wa alle 2 - 3 Tage bei vollständiger Konfluenz 1:3 passagiert. L929-Zellen wurden in 75 cm2 

Zellkulturflaschen kultiviert und zweimal wöchentlich 1:10 bis 1:20 passagiert. YAC-1 Zellen 

wurden in 10 cm Petrischalen kultiviert und alle 2 Tage 1:10 geteilt. Für beide Zellinien wur-

de das L929-/YAC-1-Medium verwendet. Zur Kryokonservierung wurden Zellen in 1 ml Ein-

friermedium in 1,2 ml Kryoröhrchen zunächst bei – 80 °C in einer Styroporbox graduell ab-

gekühlt und dann in flüssigem Stickstoff eingelagert.  

 

Generierung und Kultivierung von MEFs 

Die Kultivierung von MEFs erfolgte in MEF-Medium. Zur Generierung der MEFs wurden 

schwangere C57/BL6 WT Weibchen an Tag 14 der Gestation mit CO2 euthanasiert. Aus dem 

Uterus wurden die Embryonen isoliert und von Eihäuten und Plazenta befreit. Nach Abtren-

nung des Kopfes und vorsichtigem Entfernen von Leber und Milz wurden die Embryonen mit 

einem Skalpell zerkleinert und jeweils in ein 50 ml Zentrifugenröhrchen gegeben. Zur Her-

stellung einer Einzelzellsuspension wurde das Gewebe mit Trypsin-EDTA-Stammlösung (5 

ml/Embryo) für 40 min bei 37 °C inkubiert und anschließend mehrfach durch eine 20 ml 

Spritze mit einer 20 G Kanüle gezogen. Der Trypsinverdau wurde durch Zugabe von 5 ml 

MEF-Medium gestoppt. Unverdautes Gewebe und Debris wurden durch einen Zentrifugati-

onsschritt (1700 rpm, 10 min, 4 °C) und mehrminütige Sedimentation auf Eis abgetrennt. Je-

weils 5 ml Zellsuspension wurden schließlich zusammen mit 5 ml vorgewärmtem MEF-

Medium in einer 10 cm-Zellkulturschale ausplattiert und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert 

(Zellpassage 0). Nach 24 h erfolgte ein Mediumwechsel, nicht adhärente Zellen wurden durch 

Ausspülen der Schalen mit PBS entfernt. Bei 80 - 90 % Konfluenz wurden die MEFs einmal 

durch 1:3 Teilung expandiert (Zellpassage 1), um dann nach Wiederereichen von 80 - 90 % 

Konfluenz in flüssigem Stickstoff kryokonserviert zu werden (Zellpassage 2).  

 

Generierung von GMCSF-DC aus Knochenmark 

GMCSF-DC wurden aus dem Knochenmark von WT und Knockout-Mäusen generiert. Hier-

zu wurden Femur und Tibia entnommen und das Knochenmark mit Hilfe einer Spritze und 27 
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G Kanüle mit Spülmedium in eine Petrischale ausgespült. Anschließend erfolgte eine Ery-

throzytenlyse mit 2 ml Ammoniumchlorid-Lösung (8,3 g/l NH4Cl + 0,01 M Tris-HCl). Zur 

Generierung der GMCSF-DC wurden 0,5 x 106 Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 10 

ml DC-Vollmedium in 10 cm-Petrischalen ausgesät. GMCSF-Überstand aus der Kultur von 

J558L-Zellen (stabil transfiziert mit GMCSF) wurde in einer Endkonzentration von 2 % (v/v) 

zugegeben. Am dritten Tag wurde den Kulturen 10 ml frisches Medium zugefügt und das 

Gesamtvolumen mit 2 % (v/v) frischem GMCSF supplementiert. Nach 5 Tagen in Kultur 

wurden die Zellen 1:2 passagiert und in einem Gesamtvolumen von 20 ml Medium mit 2 % 

(v/v) GMCSF weiterkultiviert. Am 7. Tag wurden die Zellen geerntet. Locker adhärente Zel-

len wurden dabei mit 0,5 mM EDTA (in PBS) abgelöst. Der Phänotyp der GMCSF-DC wurde 

durchflußzytometrisch nach Färbung mit Anti-CD11b-, Anti-CD11c-Antikörper im FACS 

überprüft (CD11b+CD11c+: 60 – 80 %). IRF3 oder IRF7 Defizienz beeinflußte den Prozent-

satz von GMCSF-generierten denditischen Zellen nicht. (Abb. 4):  

 

 
Abb. 4. GMCSF-DC nach 7 d Kultur. FACS-Färbung mit Anti-CD11b-FITC und Anti-CD11c-APC 

 

 

 

Isolation der Splenozyten und hepatischen Leukozyten ex vivo 

Zur Gewinnung von Splenozyten wurde die Milz entnommen und zur Herstellung einer Ein-

zelzellsuspension durch ein 70 µm Zellsieb passiert. Zum Durchspülen des Zellsiebes wurde 

RPMI/5 % (v/v) FBS verwendet. Nach Zentrifugation (1500 rpm, 5 min, 4 °C) erfolgte eine 

Erythrozytenlyse mit 2 ml Ammoniumchlorid-Lösung (8,3 g/l NH4Cl + 0,01 M Tris-HCl). 
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Bei der Isolation von Leberleukozyten wurde die Leber zunächst in situ mit kaltem PBS per-

fundiert. Dazu wurden 3 ml PBS in die Vena portae injiziert und das Organ mit Druck durch-

gespült. Auf diese Weise konnte bereits ein Großteil des intrahepatischen Blutes entfernt wer-

den. Dann wurde die Leber entnommen und durch ein 100 µm Zellsieb passiert. Nach Zentri-

fugation (1300 rpm, 5 min, 4 °C) der Zellsuspension wurde das Pellet in 5 ml RPMI/10 % 

(v/v) FBS resuspendiert. Die Leberleukozyten wurden dann durch Hinzufügen von 2,1 ml 

Percoll mit anschließender Zentrifugation (2000 rpm, 15 min, RT) von den Hepatozyten abge-

trennt (Leukozyten im Pellet). 

 

Isolation von NK Zellen durch MACS (Magnetic Cell Sorting) 

Versuchstieren wurde zunächst die Milz entnommen und die Splenozyten wie beschrieben 

isoliert. Anschließend wurden die Zellen mit Anti-DX5-Beads, einem Pan-NK-Zellmarker, 

nach Herstellerangaben markiert und die NK-Zellen entsprechend Herstellerprotokoll auf ei-

ner magnetisierten LS-Separationssäule angereichert und mit MACS-Puffer eluiert. Die Rein-

heit der DX5-positiven Zellen wurde durchflußzytometrisch nach Färbung mit Antikörpern 

gegen DX5, CD3ε und NK1.1 evaluiert. NK-Zellen können mit dieser Färbung als 

DX5+CD3ε– bzw. DX5+NK1.1+ Zellpopulation definiert werden. Der Reinheitsgrad der iso-

lierten DX5+ Zellen betrug 60 – 84 % und ist beispielhaft in (Abb. 5) dargestellt (Zellen aus 

Region R4). Für nachfolgende Applikationen wurde die Zahl der DX5+ Zellen entsprechend 

der FACS-Analyse angeglichen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Abb. 5. Isolation von NK-Zellen durch MACS. FACS-Färbung mit Anti-DX5-PE und Anti-CD3ε-FITC. 
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2.2.2 Viren 

 

Herstellung von TC-MCMV auf NIH/3T3-Zellen 

Um eine ausreichende Zahl von NIH/3T3-Zellen infizieren zu können wurde zunächst Inoku-

lum erzeugt. Dazu wurden NIH/3T3 in 75 cm2 Kulturflaschen kultiviert und bei 100 % Kon-

fluenz mit 0,1 MOI TC-MCMV infiziert. Die infizierten Zellen waren nach ca. 3 - 4 Tagen 

vollständig zytopathisch, so daß der Überstand geerntet und nach Abtrennung des zellulären 

Debris durch Zentrifugation (4000 rpm, 15 min, 4 °C) zur Weiterverarbeitung verwendet 

werden konnte oder bei – 80 °C eingelagert wurde. Zur Herstellung des TC-MCMV Stocks 

wurden NIH/3T3-Zellen erst in 75 cm2 Kulturflaschen expandiert und dann in 15 cm-

Zellkulturschalen in einem Gesamtvolumen von 25 ml ausplattiert. Die Infektion erfolgte bei 

vollständiger Konfluenz durch Zugabe von 3 ml MCMV-Inokulum. Die Platten wurden an-

schließend bei 37 °C und 5 % CO2 weiterkultiviert. Bei weitgehend vollständiger Lyse des 

Zellrasens wurde der Virusüberstand geerntet. Die nachfolgenden Zentrifugationsschritte 

wurden in einer Ultrazentrifuge (Typ Avanti J-25, Rotor JA 14; Beckman Coulter, Krefeld, 

D) durchgeführt. Im ersten Schritt (4000 rpm, 30 min, 4 °C) wurde Debris abgetrennt. An-

schließend wurde das Virus pelletiert (10.000 rpm, 3 h, 4 °C). Das Viruspellet wurde dann je 

nach Pelletgröße mit (300 - 800 µl) NIH/3T3-Medium  bedeckt. Über Nacht wurde das Pellet 

auf Eis im Kühlschrank gelöst, am nächsten Tag im Dounce-Gewebehomogenisator homoge-

nisiert und das aliquotierte Virus anschließend bei – 80 °C gelagert. Der Virustiter wurde in 

einem Plaqueassay auf MEFs ermittelt. 

 

Herstellung von SG-MCMV Virusstock 

Zur Generierung von SG-MCMV Virusstock wurden 25 BALB/c Weibchen im Alter von 4 

Wochen mit 1 x 104 PFU SG-MCMV in einem Gesamtvolumen von 300 µl durch intraperito-

neale Injektion infiziert. 2 Wochen nach Infektion wurden die Tiere mit CO2 euthanasiert und 

die Glandulae submandibulares entnommen. Die Speicheldrüsen wurden dann in kaltes Me-

dium (D-MEM high Glucose/10 % (v/v) FBS) aufgenommen und im Dounce-

Gewebehomogenisator auf Eis homogenisiert. Das zusammengeführte Homogenisat der Drü-

sen wurde anschließend in zwei aufeinanderfolgenden Zentrifugationsschritten (2000 rpm, 10 

min, 4 °C) mit anschließender Passage durch ein 100 µm Zellsieb von unzerkleinerten Gewe-

beresten befreit, aliquotiert und bei – 80 °C eingefroren. Der Virustiter wurde in einem Pla-

queassay auf MEFs ermittelt. 
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Plaqueassay auf MEFs 

Virustiter infizierter Organe oder Titer des Virusstocks wurden in einem Plaqueassay auf 

MEFs ermittelt. Bei diesem Verfahren wird der Virustiter nach Auswertung in der Einheit 

„plaque-forming units pro ml“ (PFU/ml) bzw. PFU/100 mg Organgewicht angegeben. Hierzu 

wurden kultivierte MEFs bei 80 - 90 % Konfluenz in 48-Lochplatten ausplattiert. In jede Ver-

tiefung wurden dabei 5 x 104 Zellen in einem Volumen von 200 µl gegeben. Nach Inkubation 

über Nacht bildeten die MEFs am nächsten Tag einen vollständig konfluenten, einschichtigen 

Zellrasen.  

 

Virusinfizierte Lebern oder Milzen wurden in autoklavierten Dounce-

Gewebehomogenisatoren auf Eis zerkleinert. Das Homogenisat wurde dann in 15 ml Zentri-

fugenröhrchen überführt und mit kaltem MEF-Medium auf ein Gesamtvolumen von 10 ml 

(Leber) bzw. 6 ml (Milz) aufgefüllt. Zur Abtrennung von Debris wurde der Überstand zu-

nächst für 15 min bei 4000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Ein zweiter Zentrifugationsschritt er-

folgte in einer Tischzentrifuge (Heraeus, Hanau – D) bei 3500 rpm für 10 min und 4 °C (Ro-

tor 8,5 cm). 500 µl des Überstandes wurden als Ausgangspunkt einer Virusverdünnungsreihe 

in eine 48-Lochplatte pipettiert. Bei der Virusverdünnung wurden serielle 1:10 Verdünnungen 

in Triplikaten erzeugt. Dazu wurden in den einzelnen Verdünnungstufen jeweils 450 µl MEF-

Medium vorgelegt. Ausgehend vom unverdünnten Homogenisat wurden mit einer Multika-

nalpipette je 50 µl Homogenisat in die erste Verdünnungsstufe übertragen und sorgfältig ge-

mischt. Aus dieser Verdünnungstufe wurden dann 50 µl Inokulum in die nächste Verdün-

nungststufe übertragen usw. Alle Schritte der Virusverdünnung erfolgten auf Eis. Für den 

Organplaqueassay wurden serielle 1:10 Verdünnugen bis 1:105 generiert. Aus jeder Verdün-

nungssstufe wurden anschließend mit einer Multikanalpipette 200 µl Inokulum auf die aus-

plattierten MEFs übertragen. Durch die nachfolgende Zentrifugation (2000 rpm, 30 min, 20 

°C) wurde das Virus in besseren Kontakt mit dem Zellrasen gebracht (centrifugal enhance-

ment) (Hudson et al. 1988). Nach einer einstündigen Inkubation bei 37 °C wurden Medium 

und Inokulum von den MEFs mit einer Multikanalpipette abgenommen und die MEFs mit 

einem Carboxmethylcellulose-Overlay (s. Puffer, Lösungen, Medien) überschichtet. Verdün-

nungsreihen für SG-MCMV bzw. TC-MCMV wurden in der gleichen Weise hergestellt. Als 

Ausgangsverdünnung wurde eine 1:100 Verdünnung gewählt, die in einem Gesamtvolumen 

von 1 ml erzeugt wurde. Die höchste Verdünnunsstufe war 1:107. Der Zentrifugationsschritt 

entfiel. Die Platten wurden für 4 Tage bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert und anschließend 
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mikroskopisch ausgewertet. Der Virustiter für infizierte Organe wurde nach folgender Formel 

berechnet: 

 

 

 

 

 

Die Detektionsschwelle des Plaqueassays betrug für 100 mg Milzgewicht 4 PFU, für 100 mg 

Lebergewicht 6,6 PFU. 

 

Infektion von NIH/3T3-Zellen mit TC-MCMV zur Herstellung viraler cDNA 

Zur Amplifizierung des viralen M54-Gens wurden NIH/3T3 Zellen mit 1 MOI MCMV-WT 

infiziert und anschließend für 20 Minuten bei 2000 rpm und 20 °C zentrifugiert, wodurch die 

Infektion etwa den Faktor 10 vestärkt wurde (Hudson et al. 1988). Die Zellen wurden dann 

bei 37 °C und 5 % CO2 für 6 Stunden inkubiert. Nach Absaugen des Mediums wurde aus den 

infizierten NIH/3T3-Zellen RNA nach dem TRIzol-Protokoll (s. unten) isoliert und dann in 

cDNA umgeschrieben. 

 
2.2.3 Tierversuche 

 

WT C57BL/6 sowie Balb/c Mäuse wurden von Charles River (Sulzfeld, D) oder Harlan Win-

kelmann (Borchen, D) bezogen. IRF3-/- (IRF3-/-) und IRF7-/- (IRF7-/-) Mäuse auf C57BL/6 

Hintergrund wurden ursprünglich vom RIKEN BioResource Center (Ibaraki, J) mit freundli-

cher Genehmigung von Prof. Tadatsugo Taniguchi und Dr. Kenya Honda bezogen und wei-

tergezüchtet. Ebenfalls aus eigener Zucht stammen die IRF3-/-7-/- (IRF3/7-/-) Mäuse. Die IRF-1- 

(IRF1-/-) Mäuse erhielt das Labor von Dr. Frank Schmitz (Institut für Medizinische Mikro-

biologie und Hygiene, TU München). Die Haltung der Mäuse und die Tierversuche erfolgten 

entsprechend den geltenden Tierversuchsbestimmungen. 

 

Infektionsexperimente in vivo 

Für die Infektionsexperimente wurden Mäuse ähnlichen Alters verwendet und sofern nicht 

anders angegeben mit 5 x 105 PFU SG-MCMV in einem Gesamtvolumen von 400 µl intrape-

ritoneal injiziert. Die Tiere wurden vor der Infektion und nach Beendigung des Experimentes 

x 100
Virustiter (PFU/ml) x Volumen Organhomogenisat (ml)

Organgewicht (mg) 

Mittelwert der Plaques x Verdünnungsstufe x 2

Virustiter (PFU/100 mg Gewebe)

Virustiter (PFU/ml) =

= x 100
Virustiter (PFU/ml) x Volumen Organhomogenisat (ml)

Organgewicht (mg) 

Mittelwert der Plaques x Verdünnungsstufe x 2

Virustiter (PFU/100 mg Gewebe)

Virustiter (PFU/ml) =

=
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gewogen, um den infektionsbedingten Gewichtsverlust zu dokumentieren. Die Mäuse wurden 

am Versuchsende oder vorzeitig bei Erreichen der Abbruchkriterien mit CO2 euthanasiert. Für 

Blutabnahmen wurde die Vena saphena parva der Mäuse punktiert. Postmortal wurde das Blut 

nach Durchtrennung der Vena cava inferior aus dem Thorax pipettiert und Milz und Leber 

entnommen. Für die Überlebensexperimente wurden Mäuse ähnlichen Alters mit 1 x 105 PFU 

SG-MCMV in einem Gesamtvolumen von 400 µl intraperitoneal infiziert und über einen Zeit-

raum von 14 Tagen beobachtet. Mäuse, die bei den Überlebensexperimenten wegen Vorliegen 

von Abbruchkriterien vorzeitig euthanasiert werden mußten, wurden als infektionsbedingte 

Sterbeereignisse dokumentiert.  

 
2.2.4 Molekularbiologische Methoden 
 
Genotypisierung transgener Mäuse: DNA-Isolation 

Zur Genotypisierung von Knockout-Mäusen wurde DNA aus dem Mausschwanz isoliert. 

Zuchttieren wurde hierzu ein kleines Stück der Schwanzspitze abgeschnitten. Bei Ver-

suchstieren wurde post mortem ein ca. 8 - 10 mm langes Schwanzstück entnommen. Zum 

Proteinverdau wurde das Schwanzgewebe in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß mit 500 µl Lyse-

Puffer und Proteinase K (100 µg/ml) gegeben und über Nacht in einem Thermoschüttler bei 

55 °C und 350 rpm inkubiert. Die Proben wurden am Folgetag für 10 Minuten bei 13.000 rpm 

und 4 °C zentrifugiert. Die DNA wurde mit 500 µl Isopropanol präzipitiert. Mit Hilfe einer 

Pipettenspitze wurde die DNA aus dem Isopropanol entnommen, in ein frisches Reaktionsge-

fäß überführt und getrocknet. Das getrocknete DNA-Pellet wurde dann in 50 µl TE-Puffer im 

Thermoschüttler bei 55 °C und 450 rpm gelöst. Die Lagerung erfolgte bei + 4 °C oder bei – 

20 °C. 

 

Genotypisierungs-PCR 

Zur Genotypisierung der IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse wurden PCR-Primer gemäß 

den Empfehlungen des RIKEN-Institutes verwendet (s. Seiten 17 - 18). Für jeden Genlocus 

wurden dabei drei Primer verwendet, die unterschiedlich große PCR-Produkte für Wildtyp 

(IRF3: 350 bp; IRF7: 300 bp) oder Knockout-Status (IRF3: 450 bp; IRF7: 200 bp) ergaben, so 

daß innerhalb einer Probe Homo- oder Heterozygotie für das Zielgen bestimmt werden konn-

te. Abb. 6 zeigt beispielhaft das Ergebnis der Genotypisierungs-PCR. Für alle in den Experi-

menten eingesetzten Tiere wurde der Genotyp überprüft. 
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Tab. 1. Genotypisierungs-PCR für IRF3; 25 µl Reaktionsansatz 

Reagenz Endkonzentration PCR-Bedingungen 
H2O anteilig 1. Anfangsdenaturierung 94 °C – 3’  
10x PCR-Puffer 1x 2. Denaturierung 94 °C – 30’’ 
MgCl2 3 mM 3. Oligo-Hybridisierung 60 °C – 30’’ 
dNTPs 200 µM 4. Elongation 72 °C – 1’ 
IRF3 Primer 1 500 nM Schritte 2 - 4 32 x wiederholen 
IRF3 Primer 2 500 nM 5. Abschlußelongation 72 °C – 5’ 
IRF3 Primer 3 500 nM   
Taq DNA-Polymerase 2,5 U   
DNA (unverdünnt) 1 µl   

 

Tab. 2. Genotypisierungs-PCR für IRF7; 25 µl Reaktionsansatz 

Reagenz Endkonzentration PCR-Bedingungen 
H2O anteilig 1. Anfangsdenaturierung 94 °C – 3’  
10x PCR-Puffer 1x 2. Denaturierung 94 °C – 30’’ 
MgCl2 3 mM 3. Oligo-Hybridisierung 60 °C – 30’’ 
dNTPs 200 µM 4. Elongation 72 °C – 1’ 
IRF3 Primer 1 500 nM Schritte 2 - 4 35 x wiederholen 
IRF3 Primer 2 500 nM 5. Abschlußelongation 72 °C – 5’ 
IRF3 Primer 3 500 nM   
Taq DNA-Polymerase 2,5 U   
DNA 1 µl   
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Abb. 6. Genotypisierungs-PCR für IRF3 und IRF7. 2 %iges Agarosegel, 100 bp DNA-Leiter; Gelelektropho-
rese bei 90 mV. 
 

RNA-Isolation aus Gewebe 

Für Genexpressionsstudien mittels qRT-PCR wurde Gesamt-RNA aus Leber und Milz 

MCMV-infizierter Mäuse isoliert. In flüssigem Stickstoff schockgefrorene Gewebeproben aus 

Leber und Milz wurden in jeweils 1 ml TRIzol aufgenommen und mit dem Silent Crusher 

(Heidolph, Schwabach, D) auf Eis homogenisiert. Die RNA-Isolation erfolgte gemäß dem 

TRIzol-Protokoll (Invitrogen). Zur Stabilisierung der RNA wurde den Proben vor Präzipitati-

on 10 µg GlycoBlue entsprechend Herstellerangaben zugegeben. Die isolierte RNA wurde in 

90 µl nukleasefreiem H2O bei 55 °C für 10 min gelöst und die RNA-Konzentration photome-

trisch bestimmt.  
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Zur Entfernung genomischer Rest-DNA aus dem Reaktionsansatz wurde die RNA mit DNase 

I behandelt. In einen 40 µl Ansatz wurden dabei 4 µg Gesamt-RNA eingesetzt. Der DNA-

Verdau erfolgte für 20 min bei 37 °C. Anschließend wurde die DNase I nach Zugabe von 3,3 

µl 25 mM EDTA durch 15 minütiges Erhitzen auf 65 °C inaktiviert. 

 

Tab. 3. DNase I-Behandlung: 40 µl Ansatz 

 

 

 

 

 

Zur Kontrolle der DNase I-Behandlung und zum Ausschluß einer RNA-Degradation folgte 

ein RNA-Kontrollgel (1,5 % Agarose). Aus jedem Ansatz wurden 20 µl RNA zusammen mit 

4 µl 6x Orange G aufgetragen und bei 90 mV elektrophoretisch aufgetrennt. So konnten die 

18 S- und 28 S-Bande der intakten ribosomalen RNA (rRNA) nachgewiesen werden. 

 

 

 
 
 
 

Abb. 7. RNA-Kontrollgel. 1,5 %iges Agarosegel; Gelelektrophorese bei 90 mV. 
 

 

cDNA-Synthese 

Die cDNA-Synthese ausgehend von DNase I behandelter RNA erfolgte nach dem Protokoll 

für die reverse Transkriptase SuperScript II™. Das Gesamtvolumen des Reaktionsansatzes 

betrug 21 µl. Im ersten Schritt wurden 11 µl DNase I behandelte RNA zusammen mit einem 

Oligo (dT)15 Primer und dNTPs für 5 min bei 65 °C inkubiert. Im zweiten Reaktionsschritt 

wurden dann alle übrigen Reagentien bis auf die reverse Transkriptase hinzugegeben und für 

2 min bei 42 °C inkubiert. Erst dann wurde die reverse Transkriptase SuperScript II hinzuge-

geben und der Reaktionsansatz für 50 min bei 42 °C inkubiert. Durch anschließende Erhit-

zung auf 70 °C für 15 min wurde die reverse Transkriptase inaktiviert. Die cDNA wurde 1:5 

in nukleasefreiem Wasser verdünnt und bei – 80 °C gelagert. 

 

Reagenz Endkonzentration 
DNase I 8 U (gesamt) 
10x DNase I Puffer 1x 
Gesamt-RNA 4 µg 
H2O anteilig 

18S rRNA

28S rRNA

18S rRNA

28S rRNA
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Tab. 4. SuperScript II™ cDNA-Synthese; 21 µl Ansatz 

 

 

 

 

 

 

 

Zur Überprüfung der cDNA-Synthese und Ausschluß einer Kontamination durch genomische 

DNA wurde eine β-Actin-PCR der cDNA-Proben durchgeführt. Genomische DNA würde 

hier ein größeres PCR-Produkt ergeben. Als zusätzliche Kontrolle wurde DNase I behandelte 

RNA in entsprechender Verdünnung wie die cDNA in die qRT-PCR eingesetzt. Der qRT- 

PCR-Ansatz war 25 µl bestehend aus 5 µl cDNA und 20 µl Reagentien: 

 

Tab. 5. β-Actin-PCR; 25 µl Reaktionsansatz 

Reagenz Endkonzentration PCR-Bedingungen 
H2O anteilig 1. Anfangsdenaturierung 94 °C – 3’  
10x PCR-Puffer 1x 2. Denaturierung 94 °C – 30’’ 
MgCl2 3 mM 3. Oligo-Hybridisierung 60 °C – 30’’ 
dNTPs 200 µM 4. Elongation 72 °C – 30’’ 
β-Actin sense Primer 500 nM Schritte 2 - 4 35 x wiederholen 
β-Actin antisense Primer 500 nM 5. Abschlußelongation 72 °C – 7’ 
Taq DNA-Polymerase 2,5 U   
cDNA 5 µl   

 

qRT-PCR für Genexpressionstudien 

Die Genexpression in Leber und Milz infizierter Mäuse wurde auf RNA-Ebene mit qRT-PCR 

(TaqMan-PCR) untersucht. Die spezifischen Primer wurden im Materialteil beschrieben und 

alle in einer Endkonzentration von 500 nM eingesetzt. Als Fluoreszenzfarbstoff wurde SYBR 

Green verwendet, das in die PCR-Produkte eingebaut wird. Der 25 µl Reaktionsansatz wurde 

nach dem Protokoll der Firma Applied Biosystems pipettiert und die qRT-PCR im TaqMan 

7700 ABI PRISM® (Applied Biosystems) durchgeführt. 

 

 

Reagenz Endkonzentration 
Oligo (dT)15 500 µg/ml 
dNTP Mix 0,5 mM 
5x FS Puffer 1x 
0,1 M DTT 0,1 mM 
Rnase OUT 40 U 
SuperScript IITM 200 U 
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Tab. 6. qRT-PCR; 25 µl Reaktionsansatz 

 

 

 

 

 

 

Die Auswertung der Messung erfolgte nach der ∆∆CT-Methode (CT = cycle time) (Livak et 

al. 2001). Bei dieser Methode wird das Fluoreszenzsignal des Zielgens mit dem Fluoreszenz-

signal eines nicht regulierten endogenen Kontrollgens (= housekeeping gene) verglichen. In 

der vorliegenden Arbeit wurde Cyclophilin A als endogene Kontrolle verwendet. Die Signal-

differenz zwischen Zielgen und Kontrollgen ergibt den ∆CT-Wert. Die Vergleichbarkeit der 

einzelnen Proben wird durch Normierung der ∆CT-Werte auf einen willkürlich festgelegten 

Nullwert erreicht und ergibt die ∆∆CT–Werte. Die relative mRNA-Menge einer Probe er-

rechnet sich dann über die Formel 2–∆∆CT.  

Zur Vergleichbarkeit der PCR-Effizienz für verschiedene Gene wurden für eine Reihe der zu 

untersuchenden Gene relative Standardkurven durch cDNA-Verdünnnungen erstellt. Wie aus 

Abb. 7 ersichtlich weisen die Standardkurven (hier Cyclophilin A, IFN-α und IFN-β darge-

stellt) weitgehend ähnliche Steigungen und damit im Vergleich einen ähnlichen Effizienzgrad 

auf. 

 

 

  
 

 

 

 

 

 
Abb. 7. qRT-PCR: Relative Standardkurven für Cyclophilin A, IFN-α, IFN-β. 
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Isolation der MCMV-DNA aus virusinfiziertem Gewebe 

Zur Bestimmung der MCMV-Kopienzahl mittels qRT-PCR wurde aus den Lebern und Mil-

zen virusinfizierter Mäuse Gesamt-DNA mit dem DNeasy® Blood & Tissue Reaktionssystem 

(Quiagen, Hilden, D) entsprechend den Herstellerangaben isoliert und mit H2O eine Konzen-

tration von 10 ng/µl eingestellt. Die virale DNA wurde zunächst qualitativ in einer Standard-

PCR durch Amplifizierung einer spezifischen Sequenz des M54-Gens nachgewiesen. Als Po-

sitivkontrolle diente cDNA aus einer Testinfektion von NIH/3T3 Zellen mit 10 MOI MCMV 

 

 
 
Abb. 8. M-54-PCR. 2 %iges Agarosegel, 100 bp DNA-Leiter. Gelelektrophorese bei 90 mV. 
 

 

Tab. 7. M54-PCR; 25 µl Reaktionsansatz 

Reagenz Endkonzentration PCR-Bedingungen 
H2O anteilig 1. Anfangsdenaturierung 94 °C – 3’  
10x PCR-Puffer 1x 2. Denaturierung 94 °C – 30’’ 
MgCl2 3 mM 3. Oligo-Hybridisierung 60 °C – 30’’ 
dNTPs 200 µM 4. Elongation 72 °C – 45’’ 
DMSO 5 % Schritte 2 - 4 35 x wiederholen 
M54 sense Primer 500 nM 5. Abschlußelongation 72 °C – 7’ 
M54 antisense Primer 500 nM   
Taq DNA-Polymerase 2,5 U   
DNA 50 ng   
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Herstellung des M54-Plasmides zur Quantifizierung der MCMV-Kopien 

Zur absoluten Bestimmung der Viruslast in MCMV-infizierten Lebern und Milzen wurde die 

virale Kopienzahl durch qRT-PCR ermittelt. Als Zielprodukt wurde eine spezifische Sequenz 

des MCMV M54-Gens ausgewählt, das die virale DNA-Polymerase kodiert. 

 

Zunächst wurde ein Plasmid mit dem M54-PCR-Produkt hergestellt. Dazu wurde das M54-

PCR-Produkt durch TA-Konierung in den pCR2.1®-TOPO®-Vektor entsprechend dem Proto-

koll des Herstellers eingefügt. Nach Transformation von chemokompetenten TOP10 Zellen 

erfolgt die Anzucht von rekombinanten Bakterienkolonien auf LB/Ampicillin-Agar. Die Iso-

lation der Plasmid-DNA aus transformierten E. coli erfolgte mit Hilfe des QIAprep®-

Plasmidisolationsreaktionssystems (Quiagen, Hilden, D) entsprechend Herstellerangaben. Die 

Konzentration der eluierten Plasmid-DNA wurde spektrophotometrisch durch Extinktion bei 

260 nm bestimmt, Proteinkontamination durch Extinktion bei 280 nm detektiert. Für reine 

Plasmid-DNA sollte das Extinktionsverhältnis A260/A280 zwischen 1,8 und 2,0 liegen.  

 

Zur Identifikation des richtigen Klones wurde ein Kontrollverdau mit dem Restriktionsenzym 

EcoRI durchgeführt. Bei erfolgreicher Transformation mußten durch diese Behandlung zwei 

DNA Fragmente im Gel sichtbar sein: das Insertionsprodukt M54 mit einer Größe von 246 bp 

und der Vektor mit einer Größe von 3,9 kb. Der Kontrollverdau wurde als 20 µl Ansatz pipet-

tiert. Dieser enthielt insgesamt 1 µg DNA zusammen mit 2 µl 10x EcoRI Puffer, 1 µl EcoRI 

und H2O. Der Reaktionsansatz wurde 2 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert und an-

schließend auf ein 1 %iges Agarosegel aufgetragen. Als Marker wurden eine 1 kb und eine 

100 bp DNA-Leiter verwendet. 

 

Nach Identifizierung des richtigen Klones wurde dieser zur Herstellung eines Glycerolstocks 

in einer Flüssigkultur über Nacht expandiert. Dazu wurden die Bakterien in einer 1:1000 Ver-

dünnung in 4 ml LB/Ampicllin-Flüssigmedium angeimpft und 14 - 15 h wie oben beschrieben 

inkubiert. Am nächsten Tag wurden dann 600 µl der expandierten und aufgeschüttelten Bak-

terien mit 400 µl sterilem Glycerol 50 % in einem 1,5 ml Eppendorfreaktionsgefäß vermischt 

und bei – 80 °C eingefroren. 
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Absolute Quantifizierung der Viruslast infizierter Organe mittels qRT-PCR 

Die Kopienzahl einer gegebenen Plasmidkonzentration errechnet sich nach folgenden Überle-

gungen: 

Durchschnittliche molare Masse eines doppelsträngigen Basenpaares = 660 g/mol. 1 mol ent-

hält 6 x 1023 Moleküle. 

 

Molare Masse des Plasmides (g/mol)  =  Plasmidgröße (bp) x 660 g/mol  

Stoffmenge (mol/µl)         =  Konzentration der Plasmidlösung (g/µl)/ 

molare Masse des Plasmides (g/mol) 

Kopienzahl pro/µl Plasmidlösung    =  Stoffmenge des Plasmides (mol/µl) x 6 x 1023 

 

Für das M54-Plasmid ergibt sich daher: 

Größe des M54-Plasmides      = 3900 bp (TOPO®-Vektor) + 246 bp (M54-Insert)  

= 4146 bp 

Konzentration der Plasmidlösung   =  67, 18 µg/ml = 6,72 10-10 g/µl 

 

Molare Masse des M54-Plasmides   =  4146 bp x 660 g/mol  

              = 2,73636 x 106 g/mol 

 

Stoffmenge der M54-Plasmidlösung  = 6,72 x 10-10 g/µl x (2,73636 x 106 g/mol)-1 

              = 2,46 x 10-14 mol/µl 

 

Kopienzahl/µl          =  2,46 x 10-14 mol/µl x 6 x 1023 mol-1 

= 1,47 x 1010 Moleküle/µl 

 

Für die qRT-PCR wurden jeweils 50 ng Organ-DNA in Duplikaten eingesetzt. Als Quantifi-

zierungsstandard wurde das M54-Plasmid in Triplikaten und Log-Verdünnungsstufen ausge-

hend von 108 Kopien bis 101 Kopie eingesetzt. Dabei wurden die Verdünnungen so gewählt, 

daß die gewünschte Kopienzahl in 5 µl enthalten war. Der Reaktionsansatz für Proben und 

Standard betrug 25 µl:  
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Tab. 8. M54 qRT-PCR; 25 µl Reaktionsansatz 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die qRT-PCR wurde in einem Taqman® ABI PRISM™ 7700 bei einer Annealing-Temperatur 

von 60 °C durchgeführt. Als Negativkontrolle diente eine Wasserprobe (CT > 40). Abb. 9 

zeigt das repräsentative Ergebnis der Standardkurve. Bei linearer Auftragung der CT Werte 

gegen die Verdünnungsstufe ist die Steigung ein Maß für die PCR-Effizienz. Diese berechnet 

sich nach der Formel: Effizienz (E) = 10(-1/m), wobei m die Steigung der Standardkurve ist 

(Rasmussen 2001). Bei der hier vorliegenden Steigung von -3,45 beträgt die PCR-Effizienz 

1,95 (= 97,5 %). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Abb. 9. M54-Plasmidstandardkurve in linearer und logarithmischer Auftragung. 
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2x SYBR Green Mastermix 1 x 
M54 sense Primer  500 nM 
M54 antisense Primer 500 nM 
H2O anteilig 
DNA  50 ng 
Oder  
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Durch logarithmische Auftragung der CT Werte gegen die Verdünnungsstufe ergibt sich aus 

der Geradengleichung die Funktion zur Berechnung der Kopienzahl (x):   

 

 

 

 

 

 

Unter methodischen Aspekten ist die Aussage des Plaqueassay stärker zu bewerten, da mit 

dieser Methode bioaktives, d. h. infektiöses Virus erfaßt wird. Die absolute Quantifizierung 

der MCMV-Kopien besitzt methodisch zwar die größere Exaktheit und geringere Fehleranfäl-

ligkeit in der Auswertung, liefert jedoch keine Aussagen über die Bioaktivität der Virusparti-

kel. So können mit diesem Verfahren defekte Viruspartikel nicht von aktivem Virus unter-

schieden werden. In unseren Experimenten beobachteten wir jedoch weitgehende Überein-

stimmung der Ergebnisse aus dem Plaqueassay und aus dem qRT-PCR-Nachweis der Kopi-

enzahl des MCMV-Genoms. 

 

2.2.5 Immunologische Methoden 
 

In vitro Stimulation von  GMCSF-DC mit MCMV und NDV 

GMCSF-DC wurden mit DC-Vollmedium auf eine Konzentration von 1 x 106 Zellen/ml ein-

gestellt. Pro Stimulationsbedingung wurden jeweils 2 x 105 GMCSF-DC in 200 µl Gesamtvo-

lumen in einer 96-Loch-Platte eingesetzt. Die GMCSF-DC wurden mit MCMV ± UV in den 

Dosen 10 MOI, 2 MOI, 0,4 MOI und 0,08 MOI infiziert und mit NDV in den Dosen 50 

HAU/ml, 10 HAU/ml, 2 HAU/ml, 0,4 HAU/ml. Zur Inaktivierung von MCMV wurde der 

Überstand mit UV-Licht (0,5 J/cm2) auf Eis bestrahlt (UV-Crosslinker, UVP, Cambridge, 

GB). Die Zellen wurden für 24 h stimuliert, anschließend wurden die zellfreien Überstände 

für ELISA geerntet. 

 
L929-Bioassay für Typ I IFN 

Aus dem Serum SG-MCMV-infizierter Mäuse wurde die antivirale Aktivität von Typ I IFN 

in einem Bioassay mit L929-Fibroblasten bestimmt. Hierzu wurden L929-Fibroblasten in 96-

Loch-Flachbodenplatten ausgesät (100 µl/Vertiefung einer 105 Zellen/ml Zellsuspension) und 

für 20 - 24 h inkubiert. Zur Inaktivierung von Viruspartikeln im Serum wurde dieses 1:20 

x = e^ CT – 38,319
– 1,4981

Ln(x) CT – 38,319
– 1,4981=

– 1,4981Ln(x) + 38,319x =

x = e^ CT – 38,319
– 1,4981

Ln(x) CT – 38,319
– 1,4981=

– 1,4981Ln(x) + 38,319x =
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verdünnt in PBS mit UV-Licht (1 J/cm2) auf Eis bestrahlt und anschließend in 96-Loch-

Rundbodenplatten seriell 1:2 verdünnt (zwölf Verdünnungen insgesamt). Die Ausgangsver-

dünnung des Mausserums war dabei 1:40 in Medium. Zur Quantifizierung des Typ I IFN im 

Serum wurde eine Standardreihe aus rekombinantem murinen IFN-α (PBL) erstellt. Der IFN-

Standard wurde ausgehend von 125 U/ml ebenfalls seriell 1:2 bis auf eine Konzentration von 

0,06 U/ml verdünnt. Um den spezifischen antiviralen Effekt von IFN-β zu ermitteln, wurde 

das Mausserum in einem zweiten Bioassay mit einem IFN-β neutralisierenden Antikörper in 

einer Konzentration von 10 µg/ml  (Rat Anti-Mouse Interferon-β neutralizing, US Biological) 

für 30 min bei 37 °C inkubiert. Erst dann erfolgte die serielle Serumverdünnung. Zum Aus-

schluß einer unspezifischen IFN-Bindung wurden in gleicher Weise ein IFN-α Standard, so-

wie ein rekombinanter IFN-β Standard (Ausgangskonzentration 125 U/ml) und ein IFN-γ 

Standard (Ausgangskonzentration 1 ng/ml) mit dem IFN-β neutralisierenden Antikörper be-

handelt. Eine Kreuzreaktion des IFN-β neutralisierenden Antikörpers mit rekombinantem 

IFN-γ wurde zusätzlich mittels ELISA ausgeschlossen. 

 

Nach Abnahme des Mediums von den L929-Zellen wurden jeweils 100µl/Vertiefung Proben, 

IFN-Standards und Kontrollen auf die Zellen gegeben und diese für weitere 20 - 24 h inku-

biert. Am nächsten Tag wurden die Überstände von den L929-Zellen abgenommen und 100 

µl/Vertiefung einer VSV-Suspension mit einer Konzentration von 104 PFU/ml zu den Zellen 

gegeben. Die Zellen wurden anschließend für weitere 40 h inkubiert. Nach mikroskopischer 

Kontrolle des zytopathischen Effekts wurde der Virusüberstand von den Zellen abgenommen 

und diese mit 200 µl/well einer Kristallviolett-Lösung gefärbt. Bei protektivem antiviralem 

Effekt ließ sich ein intakter Zellrasen homogen anfärben. Die Konzentration an Typ I IFN im 

Mausserum wurde über die IFN-α Standardreihe berechnet, indem die niedrigste Verdün-

nungsstufe des Standards mit vollständig protektivem Effekt mit der höchsten protektiven 

Serumverdünnung multipliziert wurde. 

 
Zytokin-ELISA 

Der ELISA für IFN-γ, IFN-λ, IL-12p70 wurde nach dem Protokoll des Herstellers (R&D) 

durchgeführt. Nach eigenem Protokoll wurden der ELISA für IFN-α, IFN-β und IL-12p40 

durchgeführt (s. Tab. 9). Die photometrische Messung zur Bestimmung der OD erfolgte mit 

Hilfe eines Mikrotiterphotometers (Photometer Multiskan EX – VWR, Darmstadt, D). Zur 

Auswertung wurde die Software Ascent 2.6 (VWR) benutzt. 
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Tab. 9: Reaktionsansätze für Zytokin-ELISA 

IFN-α Konz./Verdünnung Lösung Inkubation Volumen 

Capture-Antikörper 1:500 Beschichtungspuffer 3 h RT 50 µl 
Block  10 % FBS in PBS 1 - 1,5 RT 200 µl 
Serum 1:2 Verdünnungspuffer  O/N +4 °C 50 µl 
Zellkultur-Überstand 1:2 Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Höchststandard 1000 U/ml Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Detektionsantikörper 1:400 Verdünnungspuffer 2 h RT 50 µl  
Donkey-HRP 1:2000 Verdünnungspuffer 1 h RT 50 µl 
Substrat: ABTS 1:50 ABTS-Substrat-Lsg.  100 µl 
Stop-Lösung  1 % SDS-Lösung – 100 µl 

 

IFN-β Konz./Verdünnung Lösung Inkubation Volumen 

Capture-Antikörper 1:500 Beschichtungspuffer 3 h RT 50 µl 
Block  10 % FBS in PBS 1 - 1,5 RT 200 µl 
Serum 1:2 Verdünnungspuffer  O/N +4 °C 50 µl 
Zellkultur-Überstand 1:2 Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Höchststandard 1000 U/ml Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Detektionsantikörper 1:40 Verdünnungspuffer 2 h RT 50 µl  
Donkey-HRP 1:2000 Verdünnungspuffer 1 h RT 50 µl 
Substrat: ABTS 1:50 ABTS-Substrat-Lsg.  100 µl 
Stop-Lösung  1 % SDS-Lösung – 100 µl 

 

IL-12p40 Konz./Verdünnung Lösung Inkubation Volumen 

Capture-Antikörper 1:1000 Beschichtungspuffer 3 h RT 50 µl 
Block  10 % FBS in PBS 1 - 1,5 RT 200 µl 
Serum 1:50 Verdünnungspuffer  O/N +4 °C 50 µl 
Zellkultur-Überstand 1:80 bis 1:100 Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Höchststandard 8000 pg/ml Verdünnungspuffer O/N +4 °C 50 µl 
Detektionsantikörper 1:1000 Verdünnungspuffer 2 h RT 50 µl  
SA-HRP1 1:2000 – 1:4000 Verdünnungspuffer 1 h RT 50 µl 
Substrat: ABTS 1 mg/ml ABTS-Substrat-Lsg.  100 µl 
Stop-Lösung  1 % SDS-Lösung – 100 µl 

 
1 Hersteller: Amersham; je nach Charge unterschiedliche Endverdünnungen 
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Durchflußzytometrie (FACS) 
Bei der Färbung von Zelloberflächenmarkern wurden zwischen 2 x 105 und 5 x 105 Zellen pro 

Färbung eingesetzt. Dazu wurden 20 µl Zelluspension in FACS-Puffer zusammen mit 20 µl 

Färbelösung bestehend aus Fc-Block (Anti-Maus FcRII/CD32-Antikörper) und FACS-

Antikörpern in einer 96-Loch-Rundbodenplatte für 10 min auf Eis inkubiert und anschießend 

zweimal gewaschen (200 µl FACS-Puffer/Vertiefung + Zentrifugation: 1500 rpm, 5 min, 4 

°C). Zur Messung wurden die Zellen in 100 - 150 µl FACS-Puffer resuspendiert. Durch Zu-

gabe von 5 µl einer Propidiumiodid-Lösung (200 µg/ml) kurz vor der Messung konnten tote 

Zellen (= Propidiumiodid positiv) ausgeschlossen werden. 

 

Bei der Intrazellulärfärbung von IFN-γ wurden 6 - 8 x 106 Zellen/Ansatz eingesetzt. Nach der 

Oberflächenfärbung (10 min auf Eis) wurden die Zellen mit 2 % PFA fixiert (20 min RT), 

anschließend mit Saponin-Puffer permeabilisiert (20 min RT), dann intrazellulär gefärbt mit 

Anti-IFN-γ-FITC (20 min RT) und zweimal mit Saponin-Puffer und einmal mit PBS gewa-

schen. Die Messung und Auswertung wurde mit dem FACSCalibur (BD) und der CellQuest 

5.2.1-Software (BD) durchgeführt. 

 

NK-Zell-Zytotoxizitätsassays 

 
51Cr-Release-Assay 

Der 51Cr-Assay ist die Standardmethode zur Bestimmung der NK-Zell Zytotoxizität. Als Ziel-

zellen wurden YAC-1 Zellen verwendet. YAC-1 exprimieren NKG2D-Liganden aus der Fa-

milie der Rae-1 Proteine und können dadurch von aktivierten NK-Zellen erkannt werden. NK 

Zellen wurden aus der Milz von SG-MCMV infizierten WT und IRF7-/- Mäusen (5 x 105 

PFU i.p.) isoliert und der Reinheitsgrad im FACS (Färbung mit Anti-CD3ε-FITC, Anti-DX5-

PE und Anti-NK1.1-APC) bestimmt. Nach Korrektur für den Prozentsatz der CD3ε–

DX5+NK1.1+ Zellen wurde die NK-Zellkonzentration auf 1 x 106/ml eingestellt. Jeweils 1 x 

106 Zielzellen wurden mit 51Cr markiert. Dazu wurden die Zielzellen abzentrifugiert (1200 

rpm, 10 min, 4 °C) und der Überstand bis auf 30 µl abgesaugt. Nach Zugabe von 70 µl Chro-

mium (1 mCi/ml verdünnt in Medium) wurden die Zellen für 1 h bei 37 °C und 5 % CO2 in-

kubiert, dabei alle 15 min resuspendiert. Nach drei Waschschritten mit RPMI (2 x 800 rpm, 

10 min, RT und 1 x 1200 rpm, 10 min RT) wurden die Zielzellen auf eine Konzentration von 

5 x 104 Zellen/ml in Kulturmedium eingestellt. In einer 96-Loch-Rundbodenplatte wurden die 
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NK-Zellen in Triplikaten ausgehend von 2 x 105 Z/pro Vertiefung seriell 1:2 verdünnt. Durch 

Zugabe von jeweils 5 x 103 Zielzellen pro Vertiefung entstanden unterschiedliche Verhältnis-

se von Effektor- zu Zielzellen. Durch 5 min Zentrifugation bei 500 rpm und RT wurden NK-

Zellen und Zielzellen miteinander in Kontakt gebracht. Für Totallyse wurden Zielzellen mit 1 

% NP40 behandelt. Die Platten wurden dann 4 h bei 37 °C inkubiert. Nach dieser Zeit wurde 

jeweils 50  µl Überstand geerntet und zur Messung in einen Gamma-Zähler (Packard Top-

Count-NXT C384V00) gegeben. Die Spontanlyse betrug weniger als 15 % der Totallyse. Die 

spezifische Lyse (%) errechnete sich nach folgender Formel: 

 

 

 

 

CFSE-basierter Zytotoxizitätsassay 

Als Alternativmethode zum Standard 51Cr-Assay wurde ein durchflußzytometrisches Verfah-

ren zur Detektion der Zytotoxizität der NK-Zellen etabliert, das auf der Färbung der Zielzel-

len mit CFSE basiert. CFSE-basierte Zytotoxizitätsassays wurden bereits in der Literatur be-

schrieben (Lecoeur et al. 2001, Jedema et al. 2004) 

 

NK-Zellen wurden wie zuvor beschrieben aus der Milz isoliert. Die YAC-1-Zielzellen wur-

den mit 2,5 µM CFSE markiert. Unterschiedliche Verhältnisse von Effektor- zu Zielzellen 

wurden in Triplikaten nach dem oben beschriebenen Prinzip in 96-Loch-Rundbodenplatten 

erzeugt. Durch 5-minütige Zentrifugation bei 500 rpm und RT wurden NK-Zellen und Ziel-

zellen miteinander in Kontakt gebracht und anschließend für 4 h bei 37 °C inkubiert. Zum 

Abbruch der Zytolysetätigkeit durch die NK-Zellen wurden die Mikrotiterplatten auf Eis pla-

ziert. Die einheitliche Zählung der nicht lysierten Zielzellen erfolgte durch Zugabe von je-

weils 20.000 Zähl-Beads pro Probe kurz vor der FACS-Messung. Lysierte Zellen wurden 

durch Zugabe von TO-PRO-3 Iodid in einer Endkonzentration von 10 - 30 nM identifiziert. 

 

Abb. 10 A erläutert die Gatingstrategie und das Prinzip zur Ermittlung der spezifischen Lyse. 

Bei den verwendeten Zähl-Beads handelt es sich um ein Gemisch zweier Bead-Typen (A und 

B) mit nahezu identischem FSC-Signal jedoch unterschiedlichen SSC-Signalen. Bei Darstel-

lung des SSC-Signals gegen das FSC-Signal stellen sich beide Bead-Typen als streifige Popu-

lationen dar (Region 1) und können gegenüber Debris und Zellen abgegrenzt werden (Region 

(experimentell ermittelte Lyse – Spontanlyse)

(Totallyse – Spontanlyse)
x 100 %

(experimentell ermittelte Lyse – Spontanlyse)

(Totallyse – Spontanlyse)
x 100 %
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2). Als Kontrolle einer akkuraten Zählung empfiehlt der Hersteller die Überprüfung des Ver-

hältnisses der gezählten A- und B-Beads wie beschrieben. Zur Standardisierung der Messung 

wurden insgesamt 5000 Beads der Region R1 gezählt. Zur Auswertung des CFSE- und TO-

PRO-3-Fluoreszenzsignals wurde das Analysefenster auf auf alle Zellen unter Ausschluß der 

Beads gesetzt (Region 2). Die Zielzellen stellen sich als CFSE-hochpositive Population dar 

(Region 3). Viable Zielzellen sind CFSE-positiv und TO-PRO-3-negativ, lysierte Zielzellen 

sind doppelt positiv für CFSE und TO-PRO-3. Die spezifische Lyse (%) errechnet sich dem-

nach als: Experimentelle Lyse (%) – Spontanlyse (%). 

 

Mit dem CFSE-basierten Zytotoxizitätsassay wurden ähnliche Lyseraten erzielt wie mit dem 
51Cr-Release-Assay (Abb. 10 B). Die Spontanlyse lag bei 5 %. Aufgrund der guten Überein-

stimmung mit dem 51Cr-Release-Assay wurde dieser Assay zur Überprüfung der Ergebnisse 

aus vorangeganenen Zytotoxizitätsexperimenten eingesetzt.  
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Abb. 10. CFSE-basierter Zytotoxizitätsassay. (A) Region 1 = Counting Beads, Region 2 = alle Zellen, Region 
3 = Zielzellen (CFSE+TO-PRO-3+/–). (B) Darstellung der spezifischen Lyse von CFSE-markierten YAC-1-
Zielzellen bei verschiedenen Effektor-Zielzellen-Verhältnissen. 
 

 

Statistische Analyse 

In der vorliegenden Arbeit werden die Ergebnisse sofern nicht anders bezeichnet als arithme-

tisches Mittel angegeben. Die statistische Streuung der Ergebnisse wird als Standardfehler des 

Mittelwertes (SEM, standard error of mean) dargestellt und errechnet sich nach folgender 

Formel mit n = Stichprobenumfang und SD = Standardabweichung: 

 

 

 

Zur Prüfung auf statistische Signifikanz wurde ein zweiseitiger Student-t-Test für unpaarige 

Stichproben durchgeführt und mit der Statistikfunktion des Programmes Microsoft Excel be-

rechnet. Statistische Signifikanz wurde bei p < 0,05 angenommen und graphisch durch das 

Symbol „∗“ gekennzeichnet. Zur Prüfung auf statistisch signifikante Unterschiede in den Ü-

berlebensexperimenten wurde der Log-Rank-Test durchgeführt und mit dem Programm 

Graphpad Prism 5.0 (STATCON, Witzenhausen – D) berechnet. Statistische Signifikanz 

wurde bei p < 0,05 angenommen. 
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3. Ergebnisse 
 

3.1  Funktion von IRF1, IRF3 und IRF7 für die Interferoninduktion durch MCMV in  

myeloiden DC 

 

Die Bedeutung von IRF3 und IRF7 als zentrale Transkriptionsfaktoren in der Signaltransduk-

tion für die Induktion von Typ I IFN im Kontext einer Virusinfektion wurde durch die Studi-

en von Sato et al. (2000) und Honda et al. (2005) eindrucksvoll belegt. Wie bereits zuvor be-

schrieben kann bei einer systemischen MCMV-Infektion eine biphasische IFN-Antwort beo-

bachtet werden, die initial nach 36 Stunden TLR9/MyD88-abhängig und pDC-vermittelt ist 

und nach 48 Stunden MyD88-unabhängig ist (Delale et al. 2005, Krug et al. 2004). Für die 

MyD88-unabhängige IFN-Antwort wird die Existenz eines zytosolischen DNA-Sensors po-

stuliert, dessen Signalweg IRF3 abhängig sein soll (Ishii et al. 2006, Stetson et Medzhitov 

2006a). 

 

Vor dem Hintergrund dieser Datenlage sollte zunächst die Rolle von IRF3 und zusätzlich von 

IRF1 und IRF7 für die MyD88-unabhängige IFN-Antwort auf MCMV-Infektion in vitro un-

tersucht werden. Dazu wurden GMCSF-DC aus dem Knochenmark von C57BL/6 WT sowie 

IRF1-/-, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen generiert und mit unbehandeltem oder UV-

inaktiviertem MCMV sowie NDV in den angegebenen MOI stimuliert. Die UV-Bestrahlung 

des MCMV hemmt die Transkription und Replikation des viralen Genoms. Das Einzelstrang-

RNA-Virus NDV wird von der zytosolischen RNA-Helikase RIG-I erkannt und diente in die-

sem Versuchsaufbau als Positivkontrolle. 

 

Nach 24 h Inkubation wurden im Überstand IFN-α, IFN-β und IFN-λ im ELISA gemessen. 

Für alle Viren konnten dosisabhängige Effekte der Typ I IFN-Antwort in WT und Knockout 

(KO) DC gezeigt werden (Abb. 11 A). Die UV-Inaktivierung von MCMV führte in WT und 

KO DC zur einer deutlich gesteigerten Produktion von IFN-α und IFN-β im Vergleich zum 

unbehandelten Virus. IRF1-/- und IRF3-/- DC zeigten gegenüber WT DC nach Stimulation 

mit aktivem MCMV oder UV-inaktiviertem MCMV keinen Unterschied in der IFN-α oder 

IFN-β Produktion. Es zeigte sich eine klare IRF7-Abhängigkeit der Induktion von Typ I IFN 

in vitro für Stimulation mit MCMV und NDV. Interessanterweise war in IRF7-/- DC bei Sti-

mulation mit hohen Virusdosen eine tendentiell dosisabhängige IFN-α/-β Restantwort zu be-
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obachten mit insgesamt höheren Werten für IFN-β. Aktives MCMV (10 MOI) induzierte in 

IRF7-/- DC 26 % der IFN-α und 14 % der IFN-β Konzentrationen, die im Überstand von 

WT-DC meßbar waren. Stimulation mit UV-inaktiviertem MCMV resultierte in etwa 14 % 

der IFN-α/-β Werte von WT-DC. Auch in IRF7-/- DC war eine gesteigerte Typ I IFN-

Induktion nach UV-Inaktivierung von MCMV meßbar, der für IFN-α deutlicher ausgeprägt 

war als für IFN-β. Die Induktion von IFN-λ2 war unabhängig von IRF1 und IRF3 und zeigte 

sich deutlich reduziert in IRF7-/- DC. UV-Inaktivierung von MCMV steigerte auch die IFN-

λ2 Induktion in WT und IRFKO Zellen (Abb. 11 B) 

 

Die Ergebnisse dieses Experimentes demonstrierten eine IRF1- und IRF3-unabhängige Induk-

tion von Typ I IFN und IFN-λ2 in GMCSF-DC nach Infektion mit MCMV und NDV. Beide 

virale Stimuli führten zu einer deutlich reduzierten, aber insbesondere bei höherer MOI nicht 

vollständig aufgehobenen Expression von Typ I IFN und IFN-λ2 in IRF7-defizienten DC. Bei 

der IRF7-unabhängigen residuellen IFN-Produktion dominierte IFN-β. Im Gegensatz zu den 

hier gezeigten Daten wurde eine signifikante IRF7-unabhängige IFN-Antwort in der Publika-

tion von Honda et al. (2005), in der HSV, VSV, EMCV und synthetische TLR-Liganden als 

Stimuli eingesetzt wurden, nicht beobachtet. Im Unterschied zur Typ I IFN Induktion durch 

zytosolische DNA, ist die Typ I IFN Expression nach Infektion mit MCMV nicht IRF3-

abhängig, sondern wird vor allem durch IRF7 aber auch durch IRF7-unabhängige Faktoren 

vermittelt. 
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Abbildung 11. Stimulation von myeloiden DC mit MCMV und NDV. 
GMCSF-DC wurden aus dem Knochenmark von C57BL/6 WT, IRF1-/-, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen generiert 
und für 24 h mit MCMV, UV-inaktiviertem MCMV und NDV in den angegebenen MOI bzw. HAU/ml stimu-
liert. Die Konzentration von IFN-α und IFN-β (A) sowie IFN-λ (B) wurde im Überstand der stimulierten 
GMCSF-DC mittels ELISA gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte von jeweils 2 Mäusen pro Gruppe. 
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3.2  Kinetik der Typ I IFN Antwort nach MCMV-Infektion in IRF3-/-, IRF7-/- und  

IRF3/7-/- Mäusen  

 

Zur Untersuchung der Funktion von IRF3 und IRF7 für die MCMV-induzierte Typ I IFN Se-

kretion in vivo wurde die Typ I IFN-Bioaktivität im Serum in einem Bioassay bestimmt, der 

sich die Hemmung des zytopathischen Effekts von VSV auf MEFs durch Typ I IFN zunutze 

macht. Der spezifische Beitrag von IFN-β zur Typ I IFN Aktivität des Serums wurde durch 

Neutralisation des IFN-β im Serum durch Inkubation mit einem spezifischen Anti-IFN-β An-

tikörper ermittelt. Da die Typ I IFN Produktion in der frühen Phase (36 h) TLR9-abhängig 

und pDC-vermittelt ist, während sie in der späten Phase (48 h) TLR9-unabhängig und durch 

andere Zellen vermittelt ist, wurde zunächst die Kinetik der systemischen Typ I IFN Antwort 

in WT und KO Mäusen verglichen.  

 

Zu verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion wurde WT, IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- 

Mäusen Blut abgenommen und die Typ I IFN Aktivität im Serum gemessen (Abb. 12 A). Wie 

für WT Mäuse in der Literatur beschrieben, konnte auch in unseren Experimenten in allen 

Mausstämmen nach 36 h die höchste Konzentration für Typ I IFN im Serum gemessen wer-

den. In IRF3-/- Mäusen wurden konstant höhere Konzentrationen Typ I IFN als in WT Mäu-

sen gemessen. Die IFN-Produktion in IRF7-/- und IRF3/7-/- zeigte sich erwartungsgemäß 

stark supprimiert, war jedoch nicht vollständig eliminiert. 36 h nach Infektion war eine 

schwache IFN-Antwort meßbar, die bereits 12 h später vollständig abgeklungen war. Diese 

IRF7-unabhängige IFN-Produktion bestätigte die Ergebnisse der zuvor beschriebenen in vitro 

Experimente. Der deckungsgleiche Kurvenverlauf für IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse zeigte 

dabei, daß die verbleibende IFN-Produktion unabhängig von IRF3 und IRF7 ist, so daß eine 

spezifische Funktion von IRF3 für die MCMV-induzierte systemische Typ I IFN Antwort in 

vivo ausgeschlossen werden kann. Durch Neutralisation von IFN-β wurde die in IRF7-/- und 

IRF3/7-/- Mäusen meßbare residuelle Typ I IFN Aktivität vollständig aufgehoben (Abb. 12 

B). Somit wird während der MCMV-Infektion in vivo ausschließlich IFN-β unabhängig von 

IRF3 und IRF7 produziert. Die Typ I IFN-Konzentration im Serum von WT und IRF3-/- 

Mäusen zeigte nach IFN-β Neutralisation nur eine geringfügige Reduktion. Die IFN-Antwort 

auf MCMV in WT und IRF3-/- Mäusen ist daher vor allem durch IFN-α dominiert, das IRF7-

abhängig produziert wird.  
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3.3  Kinetik der  IFN-γ und IL-12p40 Produktion in MCMV-infizierten WT und IRF- 

Knockout Mäusen 

 

Neben Typ I IFN konnten in der Vergangenheit auch für IFN-γ (= Typ II IFN) antivirale Ef-

fekte bei der MCMV Infektion nachgewiesen werden. (Grundy et al. 1982, Orange et al. 

1995) Zur Untersuchung eines möglichen Einflusses von IRF3 und IRF7 auf die IFN-γ Pro-

duktion im Rahmen einer MCMV-Infektion wurde IFN-γ im Serum mittels ELISA bestimmt. 

Bei WT und IRF3-/- Mäusen erreichten die Serumkonzentrationen zwischen 36 h und 48 h 

nach Infektion ein Plateau mit etwas höheren Werten für die IRF3-/- Mäuse. In IRF7-/- und 

IRF3/7-/- Mäusen wurde der Serumspitzenwert 36 h nach Infektion erzielt und war in IRF7-/- 

Mäusen 6-fach, in IRF3/7 Tieren 3,5-fach höher als in WT Mäusen (Abb. 12 C). IFN-γ wird 

bei einer MCMV-Infektion im wesentlichen durch IL-12 und IL-18 induziert, wobei IL-12 für 

die IFN-γ Induktion essentiell ist. Abb. 12 D stellt den Verlauf der IL-12p40 Konzentration 

im Serum über die genannten Zeitpunkte dar. Die IL-12p40 Serumkonzentrationen stiegen 

nach 24 h rasch an, um 36 h nach Infektion ihren Maximalwert zu erreichen und dann stark 

abzufallen. Passend zur IFN-γ Produktion erreichten auch die IL-12p40 Konzentrationen von 

IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen höhere Spitzenwerte als in WT und IRF3-/- Tieren. Im Ver-

gleich zu IFN-γ waren die Unterschiede allerdings weniger markant.  

 

Zusammenfassend ergibt sich eine deutliche IRF7 Abhängigkeit für die Induktion von Typ I 

Interferon bei MCMV Infektion in vivo. Die systemische IFN-Antwort in den ersten 72 Stun-

den wird von IFN-α dominiert. IRF7-Defizienz resultiert in vivo in einer vollständigen Sup-

pression der IFN-α Produktion und einer geringen IFN-β Restproduktion, die IRF3- und 

IRF7-unabhängig ist. Gleichzeitig findet sich in IRF7- und IRF3/7-defizienten Mäusen im 

Vergleich zu WT Mäusen eine deutlich erhöhte IFN-γ Induktion, die mit ebenfalls erhöhten 

IL-12-Konzentrationen im Serum einhergeht. 
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Abbildung 12. Kinetik der  Zytokinantwort bei MCMV-Infektion. 
C57BL/6 WT, IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse (jeweils n = 4) wurden mit MCMV i. p. infiziert. Zu den 
angegebenen Zeitpunkten wurde Typ I IFN im Serum im Bioassay quantifiziert ohne (A) und mit (B) vorheriger 
Neutralisation von IFN-β im Serum durch Vorinkubation mit Anti-IFN- β-Antikörper. Die Serumkonzentratio-
nen von IFN-γ (C) und IL-12p40 (D) wurden im ELISA gemessen. Dargestellt sind Mittelwerte ± SEM von 
jeweils 4 Mäusen aus einem von insgesamt 3 unabhängigen Experimenten mit ähnlichem Ergebnis.  
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3.4 Funktion von IRF3 und IRF7 für die frühe systemische Zytokinantwort im  

MCMV-Infektionsmodell 
 

Auf der Basis der Zeitabhängigkeit der systemischen Zytokinantwort im MCMV-Modell 

wurde der Zeitpunkt der höchsten Zytokinkonzentrationen im Serum (36 h nach MCMV-

Infektion) gewählt, um IFN-α, -β, -γ, -λ2,  IL-12p40 und IL-12p70 im Serum der verschiede-

nen Mausstämme mittels ELISA zu bestimmen und die Ergebnisse statistisch auszuwerten. 

C57BL/6 WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäuse wurden mit SG-MCMV intraperitoneal infiziert 

und 36 h nach Infektion zur Entnahme von Serum und Bestimmung der Serumzytokine im 

ELISA euthanasiert. Abb. 13 zeigt einen repräsentativen Überblick über das Serumzytokin-

muster zu diesem Zeitpunkt nach Infektion. Im Hinblick auf IFN-α und IFN-λ2 ergab sich 

eine signifikante IRF7-Abhängigkeit, da beide Interferone im Serum IRF7-defizienter Mäuse 

im ELISA nicht meßbar waren. Im Fall von IFN-λ2 lag dabei die Detektionsschwelle bei 62,5 

pg/ml, so daß niedrigere Konzentrationen mit diesem ELISA nicht erfaßt werden konnten. 

Die IFN-β-Induktion in IRF7-/- Mäusen blieb unbeeinträchtigt und ergab vergleichbare Werte 

wie bei WT Mäusen. IRF3-/- Mäuse reagierten auf die MCMV Infektion mit signifikant er-

höhten Serumkonzentrationen von IFN-α, IFN-β und IFN-λ2 im Vergleich zu WT und IRF7-

/- Mäusen. 

 

Die höchsten Serumkonzentrationen von IFN-γ wurden in IRF7-/- Mäusen erreicht. Sowohl 

IRF7-/- als auch IRF3-/- Mäuse zeigten signifikant höhere Werte für IFN-γ als WT Tiere. Die 

signifikant höheren IFN-γ Konzentrationen korrelierten mit ebenfalls signifikant höheren Se-

rumwerten für IL-12p40 und bioaktivem IL-12p70 in IRF7-/- Mäusen. IRF3-/- Mäuse erreich-

ten ebenfalls signifikant höhere Serumwerte für IL-12p70. Es konnte somit eine signifikant 

verstärkte Induktion von IL-12 und IFN-γ bei IRF7-Defizienz bestätigt werden.  

 

Für IFN-α wurden im L929-Bioassay und im ELISA unterschiedliche Konzentrationen zum 

Zeitpunkt 36 h nach Infektion gemessen. Im Bioassay wurden dabei deutlich höhere Werte 

erreicht. Diese Unterschiede sind vor allem darauf zurückzuführen, daß der Bioassay alle 

dreizehn IFN-α-Subtypen über einen einheitlichen Rezeptor erfaßt. Die im ELISA verwende-

ten Antikörper binden dagegen nur wenige IFN-α-Subtypen. 
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Abb. 13. Zytokine im Serum 36 h Stunden nach Infektion mit MCMV. 
C57BL/6 WT(n =15), IRF3-/- (n = 10), IRF7-/- (n = 15) Mäuse wurden mit MCMV i. p. infiziert. Blutabnahme 
nach 36 h zur Quantifizierung von Serumzytokinen per ELISA (A - F). Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± 
SEM aus insgesamt sieben unabhängigen Experimenten mit jeweils 3 - 4 Mäusen pro Experiment abgebildet. 
Statistisch signifikante Unterschiede wurden bei p < 0,05 angenommen und durch ∗ gekennzeichnet. 
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3.5 Einfluss von IRF3 und IRF7 auf die transkriptionelle Regulation der frühen Zyto-

kinexpression in Milz und Leber bei der MCMV-Infektion 

 

Die frühen Serumzytokine und andere proinflammatorische Zytokine wurden in Genexpressi-

onsstudien auf organspezifische transkriptionelle Regulation in Milz und Leber hin unter-

sucht. Dazu wurde 36 h nach Infektion RNA aus Milz und Leber isoliert und diese in cDNA 

umgeschrieben. Die relative quantitative Auswertung erfolgte nach der ∆∆CT-Methode und 

Normierung der Genexpression auf das Expressionsniveau der uninfizierten Kontrolle. 

 

In Übereinstimmung mit den im ELISA gemessenen Serumzytokinen war die Transkription 

von IFN-α und IFN-λ2 in der Milz von IRF7-/- Mäusen reduziert, während die Transkription 

von IFN-β sogar erhöht war. In der Leber von IRF7-/- Mäusen war jedoch keine Reduktion 

der IFN-α/-λ2 Transkription nachweisbar (Abb. 14 A). Für IFN-γ und IL-12p40 war die 

Transkription in Milz und Leber von IRF7-/- Mäusen gegenüber WT Mäusen stark gesteigert. 

IL-12p35 zeigte in der Leber von IRF7-/- Mäusen eine verstärkte Transkription gegenüber 

WT Mäusen. In der Milz war IL-12p35 in allen Mausstämmen trotz Infektion nicht hochregu-

liert. Die Transkription von IL-23p19 in der Milz war in IRF7-/- Mäusen gegenüber WT und 

IRF3-/- Mäusen gesteigert, in der Leber jedoch in allen Mausstämmen gleich (Abb. 14 B). 

IRF3-/- Mäuse zeigten gegenüber WT Mäusen eine verstärkte Transkription von IFN-α und 

IFN-λ2 in Milz und Leber. In der Milz war die Transkription von IFN-γ und IL-12p40, in der 

Leber die Transkription von IL-12p35 in IRF3-/- Mäusen gegenüber WT Mäusen gesteigert. 

CXCL10 zeigte für alle Mausstämme ein einheitliches Transkriptionsniveau in Milz und Le-

ber (Abb. 14 B). 

 

Zusammenfassend ergibt sich für IRF7-/- Mäuse eine reduzierte Transkription von IFN-α und 

IFN-λ2 in der Milz sowie eine gesteigerte Transkription von IFN-β in Milz und Leber. In 

beiden Organen ist IFN-γ und IL-12p40 gegenüber WT Mäusen stärker induziert. IRF3-/- 

Mäuse zeigen in der Milz eine gesteigerte Transkription aller frühen Zytokine. Die relativen 

mRNA Mengen in den Organen – insbesondere in der Milz – korrelieren dabei mit den Kon-

zentrationen der Zytokine im Serum und spiegeln diese Unterschiede auf transkriptioneller 

Ebene wider. 
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Abb. 14. Zytokinexpression auf mRNA-Ebene in Milz und Leber 36 Stunden nach Infektion mit MCMV. 
Gesamt-RNA wurde aus  Leber und Milz infizierter C57BL/6 WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäuse sowie einer 
mock-infizierten WT Kontrollmaus isoliert und in cDNA umgeschrieben. Die relativen mRNA-Mengen für Typ 
I IFN, IFN-λ2 und CXCL10 (A) sowie für IFN-γ, IL-12p40, IL-12p35 und IL-23p19 (B) (normalisiert auf Cy-
clophilin A als housekeeping-Gen) wurden durch qRT-PCR quantifiziert  und als Mittelwerte ± SEM von jeweils 
3 - 4 Mäusen abgebildet. Es ist eines von drei unabhängigen Experimenten mit ähnlichem Ergebnis dargestellt. 
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3.6 Vergleich der Aktivierung dendritischer Zellen (WT, IRF3-/-, IRF7-/-) 

durch MCMV 

 

Sowohl für die pDC als auch für die konventionellen DC-Populationen wurde im MCMV-

Modell eine von Typ I IFN abhängige Expression kostimulatorischer Moleküle beschrieben. 

Um die beobachteten Unterschiede im Zytokinmuster mit der zellulären Aktivierung von den-

dritischen Zellen und anderen zytokinproduzierenden Zellen im Rahmen einer MCMV Infek-

tion in Zusammenhang zu bringen, wurde die Expression kostimulatorischer Moleküle in 

Splenozyten und Leberleukozyten, die 36 h nach Infektion gewonnen wurden, durchflußzy-

tometrisch gemessen. Im Hinblick auf die zelluläre Aktivierung lag der Fokus auf DC-

Subpopulationen, die zu diesem Zeitpunkt der MCMV-Infektion die Hauptproduzenten von 

Typ I IFN und IL-12p70 sind. 

 

Abb. 15 veranschaulicht die Gatingstrategie zur Selektion der  Zellpopulationen. Viable Zel-

len wurden morphologisch durch Größe (FSC, forward scatter) und Granularität (SSC, side-

ward scatter) (Region 1, Abb. 15 A) und fehlende PI-Aufnahme (Region 2 Abb.15 B) charak-

terisiert und durch Verknüpfung der Regionen R1 und R2 erfaßt. Zur Identifizierung der un-

terschiedlichen DC-Subpopulation wurden Splenozyten und Leberleukozyten mit Antikörpern 

gegen CD11b und CD11c gefärbt. Als Pan-DC-Marker wird CD11c von allen dendritischen 

Zellen exprimiert, weist jedoch ein unterschiedliches Expressionsniveau zwischen den einzel-

nen Subpopulationen auf (Region 4, Abb. 15 C). Innerhalb der DCs können myeloide DC 

(mDC) als CD11b+CD11c+ Zellen identifiziert werden. CD11b–CD11c+ DC beinhalten die 

CD8α+ „lymphoiden“ DC und die pDC. CD11b+CD11c– Zellen umfassen vor allem Ma-

krophagen. (Region 3). pDC wurden durch Färbung mit Antikörpern gegen BST2 und Siglec 

H als doppelt positive Zellen definiert (Region 5, Abb. 15 D). 
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Abb. 15. Durchflußzytometrische Analyse der DC-Populationen und Makrophagen in der Milz. 
Splenozyten von C57BL/6 WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen wurden 36 h nach MCMV-Infektion isoliert und 
für die durchflußzytometrische Analyse mit fluoreszenzmarkierten Antikörpern gefärbt. Zur Ermittlung der Via-
bilität wurden morphologische Parameter (Vorwärts-/Seitwärtsscatter) und fehlende Anfärbbarkeit mit Propi-
diumiodid herangezogen. Durch Färbung mit Anti-CD11b-FITC und Anti-CD11c-APC konnten DC 
(CD11c+CD11b+/–) gegenüber Makrophagen und anderen myeloiden Zellen (CD11c–CD11b+) abgegrenzt wer-
den. Die Subpopulation der pDC wurde durch Färbung mit Anti-BST2-FITC und Anti-Siglec H-APC identifi-
ziert. 
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Durch Verknüpfung der entsprechenden Regionen konnte die spezifische Aktivierung der 

verschiedenen Zellpopulation anhand der CD86 Expression gemessen werden. Die Analyse-

fenster in Punktdiagrammen und Histogrammen wurden so gewählt, daß weniger als 1 % der 

Zellen aus der ungefärbten Kontrolle FL-2 positiv waren. Zur statistischen Auswertung der 

zellulären Aktivierung wurde die mittlere Fluoreszenzintensität (MFI, mean fluorescence in-

tensity) der CD86 Expression auf den verschiedenen Zellpopulationen ermittelt (Tab. 10). 

 

Bei den DC insgesamt sowie bei den pDC und CD11b+ Makrophagen aus der Milz zeigte sich 

kein Unterschied in der CD86 Expression zwischen WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen (Abb. 

16). In einem Experiment wurde zudem die zelluläre Aktivierung von Leberleukozyten unter-

sucht. Hier zeigte sich die Tendenz zu einer niedrigeren CD86 Expression in IRF7-/- DC und 

Makrophagen der Leber ohne statistische Signifikanz. Es zeigt sich also ein einheitliches Ak-

tivierungsniveau für DC, plasmazytoide DC und CD11b+ Makrophagen aus der Milz von WT, 

IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen (Ergebnisse aus vier unabhängigen Experimenten). Die gering-

fügigen Unterschiede in den Zellpopulationen der Leber waren nicht signifikant.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Tab. 10. MFI der CD86-Expression in DC und CD11b+ non-DC aus Milz und Leber 

 

 

77 ± 2129 ± 23103 ± 5non-DC CD11b+

59 ± 4107 ± 8142 ± 31DC

42 ± 448 ± 547 ± 4pDC
Leber

96 ± 5113 ± 11106 ± 8 non-DC CD11b+

143 ± 12141 ± 10 142 ± 10DC

117 ± 13111 ± 8116 ± 11pDC

IRF7-/-IRF3-/-WT

Milz

77 ± 2129 ± 23103 ± 5non-DC CD11b+

59 ± 4107 ± 8142 ± 31DC

42 ± 448 ± 547 ± 4pDC
Leber

96 ± 5113 ± 11106 ± 8 non-DC CD11b+

143 ± 12141 ± 10 142 ± 10DC

117 ± 13111 ± 8116 ± 11pDC

IRF7-/-IRF3-/-WT

Milz
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Abb. 16. Expression des kostimulatorischen Moleküls CD86 auf DC und Makrophagen der Milz 36 Stun-
den nach MCMV-Infektion. 
Milzzellen wurden aus C57BL/6 WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen 36 Stunden nach Infektion mit MCMV iso-
liert und mit den fluoreszenzmarkierten Antikörpern Anti-CD11c-APC, Anti-CD11b-FITC und Anti-CD86-PE 
oder mit den Antikörpern Anti-BST2-FITC, Anti-Siglec H und Anti-CD86 gefärbt. Die Analysefenster wurden 
so gesetzt wie in Abb. 15 gezeigt. Dargestellt ist die Expression von CD86 in den verschiedenen Zellpopulatio-
nen. Die Gates wurden so gewählt, daß der Anteil der FL2-positiven Zellen in der Negativkontrolle unter 1 % 
lag. Abgebildet ist das Ergebnis aus einem von vier unabhängigen Experimenten mit 3 bis 4 Mäusen pro Gruppe. 
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3.7 Bedeutung von IRF3 und IRF7 für die NK-Zellfunktion bei MCMV-Infektion 

 

Die Kontrolle der Virusreplikation und das Überleben innerhalb der ersten Woche nach Infek-

tion mit MCMV hängen in entscheidendem Maße von einer suffizienten NK-Zellantwort ab. 

Dabei umfassen die antiviralen NK-Zellfunktionen vor allem die Sekretion von IFN-γ und 

Zytolyse virusinfizierter Zellen. Da die Analyse der Serumzytokine und der transkriptionellen 

Regulation der Zytokinproduktion in Milz und Leber bereits eine deutlich höhere IFN-γ Pro-

duktion in IRF7-/- Mäusen gezeigt hatte, wurde nun untersucht, ob IFN-γ von NK-Zellen oder 

anderen Zellen produziert wird. 

 

Vergleich der CD69 Expression und IFN-γ Produktion in NK-Zellen MCMV-infizierter 

WT, IRF3-/-, IRF7-/- Mäuse 

Splenozyten und Leberleukozyten wurden 36 h nach MCMV-Infektion wie beschrieben iso-

liert. Die Gatingstrategie zur Identifikation der NK-Zellen ist in Abb. 17 A dargestellt. Le-

bende Zellen wurden durch Verknüpfung der Regionen R1 und R2 eingegrenzt. Durch Fär-

bung mit Antikörpern gegen CD3ε und NK1.1 können NK-Zellen als CD3ε–NK1.1+ Zellen 

identifiziert und dadurch von T-Zellen (CD3ε+NK1.1–) und NKT-Zellen (CD3ε+NK1.1+/–) 

abgegrenzt werden, die ebenfalls zur IFN-γ Bildung befähigt sind. Die NK-Zellaktivierung 

wurde durch die Expression von CD69 erfaßt, einem frühen Aktivierungsmarker mit hoher 

Sensitivität. Der Anteil aktivierter NK Zellen in der Milz ließ keine relevanten Unterschiede 

zwischen WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen erkennen und lag zwischen 70 - 89 % (Abb. 17 

B). Die mittlere Fluoreszenzintensität der CD69 Expression zeigte ebenfalls keine Unter-

schiede. Die Analyse der NK-Zellen aus der Leber zeigte eine signifikant höhere NK-

Zellaktivierung in IRF7-/- Mäusen als in WT und IRF3-/- Mäusen. Der Anteil CD69+ NK 

Zellen in IRF7-/- Tieren betrug 66,8 % (± 1,8 %) gegenüber 33,3 % ± (3,0 %) in WT und 27,1 

% (± 5,9 %) in IRF3-/- Mäusen (Abb. 17 B). Die Aktivierung der NKT-Zellen wurde eben-

falls über die Expression von CD69 erfaßt. NKT-Zellen aus Milz und Leber waren mehrheit-

lich aktiviert ohne relevante Unterschiede zwischen den Organen oder Mausgruppen (Abb. 17 

C). 
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Abb. 17. Expression von CD69 in NK-Zellen und NKT-Zellen von Milz und Leber 36 Stunden nach 
MCMV-Infektion. 
Milzzellen oder Leberleukozyten wurden 36 h nach Infektion mit MCMV aus WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen 
isoliert. Durch Färbung viabler (PI-negativer) Splenozyten mit Anti-CD3ε-FITC und Anti-NK1.1-APC wurden 
NK-Zellen (CD3ε–NK1.1+), NKT-Zellen (CD3ε+NK1.1+) und T-Lymphozyten (CD3ε+NK1.1–) identifiziert. (A). 
Die Expression des frühen Aktivierungsmarkers CD69 in CD3–NK1.1+ NK-Zellen aus Milz und Leber wurde 
durchflußzytometrisch durch Färbung mit Anti-CD69-PE bestimmt (B und C) Dargestellt ist der Prozentsatz der 
CD69-exprimierenden NK-Zellen (B) und NKT-Zellen (C) in den verschiedenen Mausstämmen. Gezeigt sind 
die Mittelwerte ± SEM von jeweils 3 - 4 Mäusen eines repräsentativen Experiments von insgesamt 4 Versuchen. 
Statistisch signifikante Unterschiede wurden bei p < 0,05 angenommen und durch * gekennzeichnet. 
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Die IFN-γ Produktion in NK-Zellen wurde durch Intrazellulärfärbung mit einem IFN-γ-

spezifischen Antikörper nachgewiesen. Zur Identifikation der IFN-γ produzierenden Zellpo-

pulation erfolgte eine Färbung mit Antikörpern gegen die Zelloberflächenmarker DX5 und 

CD3ε. Abb. 18 A demonstriert die Gatingstrategie zur Darstellung IFN-γ produzierender Zel-

len. Aufgrund der notwendigen Permeabilisierung der Zellmembran für die Intrazellulärfär-

bung konnte PI nicht verwendet werden, so daß die Zellviabilität nur über morphologische 

Parameter (Größe und Granularität) festgelegt werden konnte (R1). Innerhalb der viablen Zel-

len wurden NK-Zellen als DX5+CD3ε– Population identifiziert (Region R5). Der Prozentsatz 

IFN-γ bildender NK-Zellen lag in der Milz mit 57,9 % ± 1,6 % in IRF7-/- Mäusen deutlich 

höher als in WT (21,4 % ± 1,9) und IRF3-/- Mäusen (33,2 % ± 9,1). Auch in der Leber war 

der Anteil IFN-γ+ NK-Zellen mit 13,1 % (± 0,7 %) in IRF7-/- Mäusen höher als in WT (6,1 % 

± 0,5 %) und IRF3-/- Mäusen (3,9 % ± 0,4 %) (Abb. 18 B + C). 

 

Um die NK-Zellen als eindeutige Hauptproduzenten der IFN-γ Bildung in diesem Infektions-

modell identifizieren zu können, wurde zusätzlich der Beitrag von anderen Zellen mit Potenti-

al zur IFN-γ Produktion untersucht. Neben NK Zellen kommen 36 h nach MCMV-Infektion 

vor allem NKT-Zellen und Makrophagen für die IFN-γ Bildung in Betracht. Trotz der ausge-

prägten CD69 Expression trugen die NKT-Zellen zum Zeitpunkt der durchflußzytometrischen 

Analyse nur in geringem Umfang zur IFN-γ Produktion bei. Der Anteil an IFN-γ+ NKT Zellen 

war in Milz und Leber gering und wies keine relevanten Unterschiede zwischen den Maus-

stämmen auf. So waren in der Milz durchschnittlich nur 3 - 5,7 % der NKT-Zellen IFN-γ+. In 

der Leber lag der Prozentsatz der IFN-γ bildenden NKT-Zellen zwischen 5,5 - 7,3 % (± 1 - 

3,8) und war damit dem Anteil IFN-γ+ NK Zellen von WT und IRF3-/- Mäusen vergleichbar. 

In der Gesamtpopulation der CD3ε positiven Zellen sowie in der Gesamtpopulation der nicht-

NK-Zellen, die auch die Makrophagen umfaßt, betrug der Anteil IFN-γ positiver Zellen in 

WT und KO Mäusen durchschnittlich unter 1 %. Somit konnten NK-Zellen als Hauptprodu-

zenten von IFN-γ bei der MCMV-Infektion bestätigt werden. Andere potentiell IFN-γ bilden-

de Zellpopulationen wie NKT Zellen leisteten zu diesem frühen Zeitpunkt einer MCMV-

Infektion keinen nennenswerten Beitrag zur IFN-γ Produktion. Die aufgezeigten Unterschiede 

in den IFN-γ Serumkonzentrationen zwischen WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen waren unab-

hängig vom Aktivierungsniveau der NK-Zellen in der Milz und korrelierten mit dem Anteil 

IFN-γ+ NK-Zellen. Dieser war in IRF7-/- Mäusen gegenüber WT und IRF3-/- Tieren signifi-
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kant erhöht und bildete somit das zelluläre Korrelat der ebenfalls signifikant höheren IFN-γ 

Konzentration im Serum. Die Untersuchung der NK-Zellen aus der Leber zeigte ebenfalls 

eine gesteigerte IFN-γ Produktion in NK-Zellen von IRF7-/- Mäusen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 18. Expression von IFN-γ in NK-Zellen von Milz und Leber 36 h nach MCMV-Infektion. 
Milzzellen oder Leberleukozyten wurden 36 h nach Infektion mit MCMV aus WT, IRF3-/- und IRF7-/- Mäusen 
isoliert. NK-Zellen wurden durch Färbung mit Anti-CD3ε-APC und Anti-DX5-PE als CD3ε–/DX5+ Zellen iden-
tifiziert (A). Nach Fixierung und Permeabilisierung wurden die bereits mit Antikörpern gegen Zelloberflächen-
antigene markierten Zellen mit Anti-IFN-γ−FITC inkubiert. Der Anteil IFN-γ positiver CD3ε–/DX5+ NK-Zellen 
in Milz und Leber wurde durchflußzytometrisch bestimmt (B). Gezeigt sind die Mittelwerte ± SEM von jeweils 
3 - 4 Mäusen eines repräsentativen Experiments von insgesamt vier Versuchen. Statistisch signifikante Unter-
schiede wurden bei p < 0,05 angenommen und durch ∗ gekennzeichnet. In (C) sind Punktdiagramme aus einem 
Experiment beispielhaft dargestellt (DX5-PE versus IFN-γ−FITC-Expression, Analysefenster auf CD3ε–/DX5+ 

NK-Zellen). 
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Analyse der zytotoxischen Aktivität der NK-Zellen ex vivo in MCMV-infizierten WT und 

IRF7-/- Mäusen 

 

Die Zytotoxizität der NK-Zellen bei der MCMV-Infektion hängt stark von Typ I IFN ab 

(Orange et al. 1996a, Orange et al. 1996b, Andoniou et al. 2005). Zur Untersuchung der Rolle 

von IRF7 für die NK-Zellzytotoxizität, wurden WT C57BL/6 und IRF7-/- Mäuse mit SG-

MCMV infiziert. 36 h nach Infektion wurden die NK-Zellen aus der Milz isoliert und die Zy-

totoxizität ex vivo in einem 4 h 51Cr-Assay mit YAC-1-Zellen als Zielzellen bei unterschiedli-

chen Effektor:Zielzell-Verhältnissen ermittelt. YAC-1 Zellen exprimieren ähnlich wie z. B. 

myeloide DC im MCMV-Modell in vivo den Liganden für NKG2D und können dadurch von 

aktivierten NK-Zellen erkannt werden. Die Aktivierung der aus den infizierten Mäusen iso-

lierten NK-Zellen wurde vor Einsatz in den Zytolyse-Assay durchflußzytometrisch durch 

Nachweis der CD69 Expression auf CD3ε–NK1.1+ Zellen überprüft. Die spezifische Lyse der 

Zielzellen wurde als Prozentsatz angegeben, die Spontanlyse betrug durchschnittlich 12,4 %. 

Ein repräsentatives Experiment von insgesamt drei Experimenten ist in Abbildung 19 darge-

stellt. Relevante Unterschiede in der Zytotoxizität von NK-Zellen aus WT oder IRF7-/- Mäu-

sen konnten nicht festgestellt werden. Einzelne IRF7-/- Mäuse wiesen eine leicht verminderte 

NK-Zellzytotoxizität gegenüber WT Tieren auf. Dies läßt den Schluß zu, daß IRF7-Defizienz 

trotz der deutliche reduzierten Typ I IFN Antwort in IRF7-/- Mäusen nicht zu einer wesentli-

chen Beeinträchtigung der Zytolysefähigkeit von NK-Zellen führt. 
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Abb. 19. Zytolytische Aktivität der NK-Zellen ex vivo 36 Stunden nach MCMV-Infektion. 
C57BL/6 WT und IRF7-/- Mäuse wurden mit MCMV i. p. infiziert. Nach 36 h wurden die NK-Zellen aus der 
Milz isoliert. Die Zytotoxizität der isolierten NK-Zellen wurde in einem Standard 51Cr-Release-Assay mit YAC-
1-Zellen als Zielzellen ermittelt. Abgebildet ist eines von drei unabhängigen Experimenten mit n = 2 pro Gruppe. 
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3.8 Einfluss von IRF3 und IRF7 auf Morbidität, Mortalität und Virusreplikation im 

MCMV-Modell  

 

C57BL/6 WT sowie IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse (n = 4 pro Gruppe) wurden mit 

SG-MCMV intraperitoneal für insgesamt 72 h infiziert. Zur Dokumentation des klinischen 

Verlaufs wurde der Gewichtsverlust herangezogen, als makroskopisches Entzündungszeichen 

wurde die Hepatosplenomegalie nach 72 h miteinander verglichen. Im Verlauf der MCMV-

Infektion war in allen Mausgruppen ein deutlicher Gewichtsverlust zu beobachten, der zwi-

schen 15 - 18 % des Ausgangsgewichtes betrug. Unterschiede zwischen WT und KO-Mäusen 

konnten dabei nicht festgestellt werden. Auch die Hepatosplenomegalie der Tiere ließ keine 

relevanten Unterschiede zwischen WT und Knockout-Mäusen erkennen. Das Milzgewicht 

nach 72 h Infektion betrug durchschnittlich um 53 - 61 mg (± 8 - 15), das Lebergewicht lag 

im Mittel bei 770 - 890 mg (± 31 - 85).  

 

Zur Quantifizierung der Virustiter wurden die Tiere nach 72 h euthanasiert und Leber und 

Milz entnommen. Die MCMV-Titer in Leber und Milz wurden im Plaqueassay bestimmt und 

die Viruslast in PFU pro 100 mg Gewebe angegeben. Beim Vergleich der MCMV-Titer in 

den verschiedenen Mausstämmen in der Leber waren keine signifikanten Unterschiede zwi-

schen WT (1,2 ± 0,13 x 106), IRF3-/- (0,8 ± 0,13 x 106), IRF7-/- (1,4 ± 0,35 x 106) und 

IRF3/7-/- (0,9 ± 0,57 x 106) Mäusen festzustellen. Verglichen mit WT Mäusen konnten ge-

ringfügig niedrigere Titer in der Leber der IRF3-/- Mäuse beobachet werden. Die MCMV-

Titer in der Milz waren in IRF7-/- Mäusen gegenüber WT-Mäusen geringfügig, aber dennoch 

signifikant erhöht und erreichten 4,6-fach höhere Werte. In IRF3/7-/- Mäusen war der Milzti-

ter 2,8-fach im Vergleich zu WT Tieren erhöht. Zwischen IRF3-/- und WT Mäusen bestand 

kein Unterschied (Abb. 20 A + B). 

 

Zur Unterstützung der Daten aus dem Plaqueassay wurde die Viruslast der infizierten Organe 

auch anhand der Kopienzahl des viralen Genoms gemessen. Hierzu wurde aus Leber und Milz 

Gesamt-DNA isoliert, die sowohl genomische Wirts-DNA als auch virale DNA enthielt. Vira-

le DNA wurde durch Amplifizierung einer spezifischen Sequenz des viralen M54 Gens nach-

gewiesen. Die Quantifizierung der Viruskopien erfolgte dann durch qRT-PCR anhand einer 

Standardkurve und wurde in Kopienzahl pro 50 ng Organ-DNA angegeben (Abb. 20 C + D). 

Entsprechend dem Ergebnis aus dem Plaqueassay zeigten sich nur geringe Unterschiede in 
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der viralen Kopienzahl in der Milz und der Leber zwischen den verschiedenen Mausstämmen 

(Abb. 20 C + D). Die im Plaqueassay bestimmten Virustiter und mittels qRT-PCR quantifi-

zierte Anzahl der MCMV-Kopien zeigten übereinstimmend eine geringfügig höhere Viruslast 

in der Milz von IRF7-/- Mäusen. Die beobachteten Unterschiede erreichten aber in den insge-

samt drei durchgeführten Experimenten nicht mehr als eine Logstufe. Dieses Ergebnis ist in-

sofern überraschend, als der ausgeprägte Defekt in der Typ I IFN-Antwort auf MCMV sich 

nicht wie erwartet in wesentlich höheren Virustitern auswirkte. Offensichtlich wird die defek-

te Typ I IFN-Produktion in IRF7-defizienten Mäusen durch vermehrte IFN-γ Expression der 

NK-Zellen und unbeeinträchtigte zytotoxische Aktivität der NK-Zellen kompensiert, so daß 

im Gegensatz zu anderen viralen Infektionsmodellen eine effektive Kontrolle der MCMV-

Replikation auch in Abwesenheit von IRF7 möglich ist. 
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Abbildung 20. MCMV-Titer in Leber und Milz 3 Tage nach Infektion.  
C57BL/6 WT, IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse (jeweils n = 3 oder n = 4) wurden mit MCMV i.p. infiziert. 
72 h nach Infektion wurden die MCMV-Titer in Leber und Milz im Plaqueassay (A) sowie die MCMV-
Kopienzahl in Leber und Milz mittels qRT-PCR (B) bestimmt. Die Symbole kennzeichnen die Werte der einzel-
nen Tiere (n = 4 oder n = 3). Der Gruppenmittelwert ist als Querstrich dargestellt. Statistisch signifikante Unter-
schiede sind durch ∗ gekennzeichnet (p < 0,05). Ein repräsentatives Experiment von 3 unabhängigen Experimen-
ten ist dargestellt. 
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3.9  Bedeutung von IRF3 und IRF7 für das Überleben bei der MCMV-Infektion 

 

Zur Untersuchung der Bedeutung von IRF3 und IRF7 für die Mortalität bei systemischer 

MCMV-Infektion wurden C57BL/6 WT, IRF3-/-, IRF7-/-, IRF3/7-/- und BALB/c Mäuse in-

traperitoneal mit SG-MCMV infiziert und das Überleben der Mäuse für einen Beobachtungs-

zeitraum von 14 Tagen dokumentiert (Abb. 21). Die C57BL/6 WT und IRF3-/- Mäuse über-

lebten zu hundert Prozent. In der Gruppe der BALB/c Mäuse verstarben alle Tiere innerhalb 

der ersten 5 Tage nach Infektion. Von den IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen überlebten 57 % 

aller Tiere. Der beobachtete Unterschied im Überleben von WT und BALB/c Mäusen war in 

Übereinstimmung mit der Literatur deutlich signifikant (p = 0,0001). Im direkten Vergleich 

zwischen WT und IRF7-/- Mäusen (p = 0,0453) sowie zwischen WT und IRF3/7-/- Mäusen 

(p = 0,0442) wurden zwar ebenfalls signifikante Unterschiede festgestellt, die jedoch deutlich 

geringer ausfielen. Die Mortalität von IRF3/7-/- Mäusen bei MCMV-Infektion war gegenüber 

BALB/c Mäusen signifikant niedriger (p = 0,0198). Zwischen IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen 

bestanden keine Unterschiede in der Mortalität. Zusammenfassend wird aus diesen Daten 

ersichtlich, daß IRF3 für das Überleben bei der systemischen MCMV-Infektion keine Rolle 

spielt. Das Fehlen von IRF7 wirkt sich bei der MCMV-Infektion trotz der defekten Typ I 

IFN-Produktion weit weniger stark aus als erwartet und führt erst ab der zweiten Infektions-

woche zu einer erhöhten Mortalität. Mehrheitlich überleben die IRF7-/- bzw. IRF3/7-/- Mäuse 

dabei jedoch die Infektion. Im Gegensatz zu den BALB/c Mäusen zeigen die IRF7-/- bzw. 

IRF3/7-/- Mäuse somit keinen ausgeprägten Phänotyp bei der MCMV-Infektion. 
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Abb. 21. Untersuchung zur Bedeutung von IRF3 und IRF7 für das Überleben bei MCMV-Infektion. 
WT, BALB/c, IRF3-/-, IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse (n = 6 - 8 pro Gruppe) wurden mit MCMV i. p. infiziert 
und das Überleben für einen Zeitraum von 14 Tagen dokumentiert. Ein repräsentatives Experiment von 3 unab-
hängigen Experimenten ist dargestellt. 
 

 

3.10 Untersuchung der Rolle von IFN-λ als antiviraler Faktor bei systemischer 

MCMV-Infektion 

 

Im Rahmen einer Virusinfektion wird neben Typ I IFN und IFN-γ auch IFN-λ (= Typ III IFN) 

induziert, für das ebenfalls antivirale Effekte vor allem bei der Infektion mit RNA-Viren be-

schrieben wurden. Die antivirale Wirkung von IFN-λ (= Typ III IFN) auf DNA-Viren ist bis-

her nur unzureichend untersucht worden und zur Rolle von IFN-λ bei systemischer MCMV-

Infektion liegen bislang noch keine Daten vor. In vitro konnte die Induktion von IFN-λ2 in 

GMCSF-DC nach Stimulation mit MCMV gezeigt werden (s. Abb. 11 B). In vivo wurde die 

IFN-λ Expression während der MCMV-Infektion ähnlich reguliert wie die IFN-α Produktion. 

Zur Abklärung einer antiviralen Funktion von IFN-λ in der Frühphase der systemischen 
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MCMV-Infektion wurden in vivo Experimente durchgeführt, in denen der Einfluß von IFN-λ 

auf die IFN-γ Bildung und die organspezifische Viruskontrolle untersuchen wurde. Dafür 

wurden C57BL/6 WT Mäuse 6 h vor der Infektion mit MCMV einer systemischen Vorbe-

handlung durch Injektion von 10 µg rekombinantem IFN-λ2 bzw. PBS in der Kontrollgruppe 

unterzogen. Die Mäuse wurden dann mit SG-MCMV infiziert. Zu definierten Zeitpunkten 

erfolgten Blutabnahmen für die Messung der IFN-γ Konzentration im Serum. Nach 72 h wur-

den die Tiere euthanasiert und die Viruslast in Leber und Milz mit den zuvor beschriebenen 

Methoden in Plaqueassay und RT-PCR ermittelt. Als makroskopisches Zeichen des Krank-

heitsverlaufes wurden die Gewichtsabnahme über die Infektionsdauer sowie post mortem die 

Hepatosplenomegalie der Mäuse dokumentiert. Gewichtsverlust und Organomegalie war un-

abhängig von der Art der Vorbehandlung. PBS-behandelte Mäuse verloren durchschnittlich 

9,9 %, IFN-λ2-behandelte Mäuse 12,3 % ihres Körpergewichts nach 72 h Infektion. Im Or-

gangewicht post mortem bestanden zwischen der PBS-Gruppe (Milz 59 mg ± 8, Leber 870 

mg ± 27) und der IFN-λ2-Gruppe (Milz 56 mg ± 9, Leber 880 mg ± 33) ebenfalls keine Un-

terschiede. 

 

Vorbehandlung mit IFN-λ2 steigerte die IFN-γ Bildung nach MCMV-Infektion und resultierte 

48 h nach Infektion in einer signifikant höheren IFN-γ-Serumkonzentration gegenüber PBS-

vorbehandelten Tieren (Abb. 22 A). Dieser Unterschied ließ sich nicht durch eine verstärkte 

IL-12p40 Induktion bei IFN-λ2 Vorbehandlung erklären, da die Konzentration von IL-12p40 

zu allen Zeitpunkten keine relevanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen zeigte (Abb. 22 

B). Die MCMV-Kontrolle in Milz und Leber blieb durch die Vorbehandlung mit IFN-λ2 un-

beeinflußt. Im Plaqueassay wurden für mit PBS und IFN-λ2 vorbehandelte Mäuse gleiche 

MCMV-Titer in Leber und Milz gemessen. In beiden Gruppen waren die Virustiter in der 

Leber im Vergleich zur Milz leicht erhöht (Abb. 22 B + C). Die Quantifizierung der viralen 

Kopienzahl mittels qRT-PCR zeigte in Übereinstimmung mit dem Plaqueassay insgesamt 

keinen Unterschied zwischen PBS- und IFN-λ2-Vorbehandlung (Abb. 22 C + D). Anhand 

dieser Daten wird ersichtlich, daß IFN-λ2 die IFN-γ Bildung nach MCMV-Infektion im Ver-

gleich zu unbehandelten Mäusen zusätzlich steigert, dabei jedoch IL-12 als klassischen IFN-

Stimulus nicht beeinflußt. Ein antiviraler Effekt von IFN-λ2 war in diesen Experimenten nicht 

erkennbar. 
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Abb. 22. Auswirkung von IFN-λ2 auf die Zytokinantwort und Virustiter bei Infektion mit MCMV. 
C57BL/6 WT Mäuse erhielten 6 h vor Infektion mit MCMV 10 µg rekombinantes IFN-λ2 bzw. PBS i. p. Zu 
verschiedenen Zeitpunkten nach Infektion (24 h, 36 h, 48 h und 72 h) wurden die Serumkonzentrationen von 
IFN-γ und IL-12p40 (A) im ELISA bestimmt. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte ± SEM mit n = 4 pro Gruppe 
dargestellt und zeigen eines von drei unabhängigen Experimenten. Die Bestimmung der Virustiter durch Pla-
queassay (C) bzw. die Quantifizierung der MCMV-Kopienzahl (C) in Milz und Leber erfolgte 72 h nach Infekti-
on. Ein repräsentatives Experiment von drei unabhängigen Experimenten ist dargestellt. Die Symbole entspre-
chen den Werten der einzelnen Mäuse. Der Gruppenmittelwert ist als Querstrich dargestellt. Statistisch signifi-
kante Unterschiede sind durch ∗ gekennzeichnet (p < 0,05). 
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4. Diskussion 
 

IFN-Produktion gehört zu den zentralen antiviralen Mechanismen, die nach Viruserkennung 

über TLRs oder die zytosolischen RNA-bindenden Helikasen RIG-I und Mda-5 ausgelöst 

werden. In TLR-abhängigen und –unabhängigen Signalwegen sind dabei IRF7 und IRF3 die 

essentiellen Transkriptionsfaktoren, die die Induktion von Typ I IFN regulieren (Honda et 

Taniguchi 2006). In der vorliegenden Dissertation wurde die Rolle von IRF3 und IRF7 bei 

der systemischen MCMV-Infektion im Hinblick auf die antivirale Typ I IFN- und Zytoki-

nantwort, die NK-Zellaktivierung sowie die organspezifische Viruskontrolle und Mortalität 

untersucht. 

 

Bei der systemischen MCMV-Infektion ist eine biphasische Typ I IFN-Antwort zu beobach-

ten. Diese ist in den ersten 36 h nach Infektion TLR9-abhängig und wird von plasmazytoiden 

DC vermittelt. Nach 48 h ist eine TLR9/MyD88-unabhängige Typ I IFN-Produktion zu beo-

bachten (Krug et al. 2004, Delale et al. 2005). In myeloiden DC wie auch in den meisten an-

deren Zelltypen dominiert bei einer Infektion mit RNA-Viren die TLR-unabhängige Typ I 

IFN-Induktion, die eine Viruserkennung durch die zytosolischen RNA-bindenden Helikasen 

RIG-I und Mda-5 voraussetzt (Kato et al. 2005, Barchet et al. 2005). Die Arbeiten von Ishii et 

al. (2006) und Stetson et Medzhitov (2006a) lassen analog zu den RNA-bindenden Helikasen 

RIG-I und Mda-5 die Existenz eines zytosolischen DNA-Sensors vermuten, der nach Stimula-

tion mit dsDNA über TBK1 zur Aktivierung von IRF-3 führt und in MEFs, Makrophagen, 

myeloiden DC und plasmazytoiden DC Typ I IFN induziert. Kürzlich wurde der DNA-

abhängige Aktivator von IRFs (DAI) als erster zytosolischer DNA-Sensor identifiziert 

(Takaoka et al. 2007). Die Aktivierung von DAI durch dsDNA führt dabei durch Interaktion 

mit TBK1 und direkt mit IRF3 zur Aktivierung von IRF3 mit nachfolgender Induktion von 

Typ I IFN, insbesondere IFN-β. Eine DAI-vermittelte Viruserkennung wurde in Fibroblasten 

und Makrophagen nach Infektion mit Vaccinia Virus oder HSV-1 nachgewiesene. Die Exi-

stenz weiterer zytosolischer DNA-Sensoren sowie die Frage nach einer virus- und zelltypspe-

zifischen Funktion von DAI sind bislang ungeklärt.  

 

Ein Ausgangspunkt dieser Arbeit war die Annahme, daß der zytosolische DNA-Rezeptor von 

MCMV-DNA aktiviert wird und für die TLR9-/MyD88-unabhängige Induktion von Typ I 

IFN verantwortlich ist. Es wurde gezeigt, daß die Typ I IFN-Induktion durch intrazelluläre 
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DNA über den zytosolischen DNA-Rezeptor durch IRF3 vermittelt ist (Ishii et al. 2006, Stet-

son et Medzhitov 2006a). Wir untersuchten daher die spezifische Funktion von IRF3 für die 

Typ I IFN Antwort auf MCMV in vitro und in vivo mit dem Ziel, daraus Rückschlüsse auf 

den möglichen Beitrag des DNA-Rezeptors DAI für die Induktion von Typ I IFN durch 

MCMV und die Auslösung der antiviralen Immunantwort gegen MCMV zu ziehen. Ein wei-

teres Ziel der Arbeit war es, ausgehend von den Ergebnissen von Honda et al. (2005), die für 

IRF7 die Funktion eines „Master-Regulator“ der Typ I IFN-Induktion beschrieben haben, die 

Rolle von IRF7 im MCMV-Modell zu untersuchen, insbesondere im Hinblick auf die Induk-

tion von Typ I IFN und proinflammatorischen Zytokinen, auf die NK-Zellaktivierung sowie 

auf die Kontrolle der Virusreplikation und das Überleben der Mäuse. 

 

Die vorliegende Arbeit zeigt, daß die Induktion von Typ I IFN und IFN-λ2 in myeloiden DC 

nach Infektion mit MCMV und NDV IRF1- und IRF3-unabhängig ist. In IRF7-defizienten 

DC war die Produktion von Typ I IFN und IFN-λ2 stark reduziert, jedoch nicht vollständig 

aufgehoben (Abb. 11). Bei der IRF7-unabhängigen residuellen IFN-Produktion dominierte 

IFN-β. Im Gegensatz zu den Daten dieser Arbeit wurde eine signifikante IRF7-unabhängige 

IFN-Antwort der myeloiden DC in der Publikation von (Honda et al. 2005), in der HSV, 

VSV, EMCV und synthetische TLR-Liganden als Stimuli eingesetzt wurden, nicht beobach-

tet. Im Unterschied zur Typ I IFN-Induktion durch zytosolische DNA war die Typ I IFN-

Produktion nach Infektion mit MCMV nicht IRF3-abhängig, sondern wurde vor allem durch 

IRF7 aber auch durch IRF7-unabhängige Faktoren vermittelt. Auch in vivo wurde eine gerin-

ge residuelle Typ I IFN-Produktion in IRF7-/- Mäusen bei systemischer Infektion mit MCMV 

beobachtet (Abb. 12). Die Kinetik der systemischen IFN-Antwort war dabei in IRF7-/- und 

IRF3/7-/- Mäusen identisch und die residuelle IFN-β-Produktion war sowohl IRF7- als auch 

IRF3-unabhängig. Somit kann eine essentielle Funktion von IRF3 für die systemische IFN-

Antwort bei der MCMV-Infektion ausgeschlossen werden. Eine wesentliche Beteiligung des 

DNA-Sensors DAI an der Typ I IFN Induktion während der MCMV-Infektion wird damit 

unwahrscheinlicher. Durch Neutralisation von IFN-β im Bioassay wurde gezeigt, daß in 

IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen während der MCMV-Infektion ausschließlich IFN-β produ-

ziert wird. Die Typ I IFN-Aktivität im Serum von WT und IRF3-/- wurde durch Neutralisati-

on von IFN-β nur geringfügig reduziert. Dies zeigt, daß die IFN-Antwort auf MCMV in WT 

und IRF3-/- Mäusen von IFN-α dominiert wird, das IRF7-abhängig produziert wird. 
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Die verbleibende IFN-β-Antwort in IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen wirft die Frage nach einer 

Beteiligung anderer IRFs an der MCMV-induzierten IFN-Induktion auf. Für IRF1 wurde be-

reits eine essentielle Rolle für die Induktion von IFN-β im TLR9/MyD88-abhängigen Signal-

weg von myeloiden DC und Makrophagen gezeigt (Negishi et al. 2006, Schmitz et al. 2007) 

und IRF1-vermittelte antivirale Effekte gegen die DNA-Viren MVA und MHV-68 nachge-

wiesen (Schmitz et al. 2007). Keine Daten liegen bislang zum Einfluß von IRF1 auf die 

MCMV-induzierte systemische IFN-Antwort vor. Die Generierung von IRF1/3/7-/- Mäusen 

wäre eine Möglichkeit, um die residuelle IFN-β-Produktion in IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen 

auf eine mögliche IRF1-Abhängigkeit hin zu untersuchen.  

 

Im Zusammenhang mit der MCMV-induzierten IFN-Produktion ebenfalls nicht untersucht ist 

die Rolle von IRF5. IRF5 wird konstitutiv vor allem in B-Zellen und DC exprimiert, kann 

jedoch durch Typ I IFN in den meisten anderen Zelltypen induziert werden (Barnes et al. 

2001). Eine Aktivierung von IRF5 in vitro wurde bislang für die Infektion mit NDV, VSV 

und HSV-1 nachgewiesen (Barnes et al. 2001, Barnes et al. 2002). Aktiviertes IRF5 induziert 

IFN-α und IFN-β, wobei IRF5 und IRF7 unterschiedliche IFN-α-Subtypen induzieren (Bar-

nes et al 2001, Barnes et al. 2002). Eine antivirale Wirkung von IRF5 in vivo mit IRF5-

abhängiger Typ I IFN-Produktion bei VSV- und HSV-1-Infektion wurde kürzlich von (Yanai 

et al. 2007) gezeigt. Auf zellulärer Ebene ist dabei die Typ I IFN-Induktion in Milzmakropha-

gen IRF5-abhängig (Yanai et al. 2007), in plasmazytoiden DC und MEFs hingegen IRF5-

unabhängig (Takaoka et al. 2005, Yanai et al. 2007).  

 

Neben IRF1 und IRF5 ist auch eine Beteiligung von IRF8 an der MCMV-induzierten IFN-

Antwort vorstellbar. IRF8 wird ausschließlich in hämatopoetischen Zellen exprimiert und ist 

sowohl in inaktivierten als auch in aktivierten Zellen primär im Nukleus lokalisiert (Tailor et 

al. 2007). Vorangegangene Studien zeigten eine essentielle Rolle von IRF8 für die Entwick-

lung von plasmazytoiden DC und CD8α+ DC, was in IRF8-/- Mäusen zum weitgehenden 

Verlust dieser beiden DC-Subpopulationen und einer defekten Produktion von IFN-α und IL-

12p40 führt (Schiavoni et al. 2002, Tamura et al. 2005) Im Rahmen der virusinduzierten IFN-

Produktion ist IRF8 entscheidend an der durch die positive Feedback-Schleife vermittelten 

zweiten Phase der Typ I IFN-Produktion in plasmazytoiden und myeloiden DC beteiligt. Die-

ser Effekt ist virusunspezifisch und erfolgt zumindest teilweise durch eine IRF8-vermittelte 

verlängerte Anlagerung der RNA-Polymerase II an die Promoterregion von Typ I IFN-Genen 
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(Tailor et al. 2007). Zur Rolle von IRF8 für die MCMV-induzierte IFN-Produktion in vivo 

liegen bislang keine Daten vor.  

 

Neben der Beteiligung anderer IRFs könnte die residuelle IFN-β-Produktion in IRF7-/- und 

IRF3/7-/- Mäusen auch auf IRF-unabhängige Signalwege zur IFN-Induktion zurückzuführen 

sein. Eine IRF-unabhängige Induktion von IFN-β wurde in Osteoklastenvorläuferzellen be-

schrieben. In diesen Zellen kann IFN-β über den Liganden des Rezeptoraktivators von NF-κB 

(receptor activator of NF-κB ligand, RANKL), ein Protein der Tumor-Nekrose-Faktor 

(TNF)-Familie, via c-Fos-Expression induziert werden. Die RANKL-vermittelte IFN-β-

Induktion ist dabei auch in IRF3/9-/- Osteoklastenvorläuferzellen nachweisbar (Takayanagi et 

al. 2002). 

 

Zu den zentralen antiviralen Zytokinen während der frühen MCMV-Infektion gehört IFN-γ (= 

Typ II IFN). Die antiviralen Effekte von IFN-γ im MCMV-Modell sind durch zahlreiche Pu-

blikationen belegt (Lucin et al. 1992, Lucin et al. 1994, Orange et al. 1995, Presti et al. 1998). 

Im Rahmen der MCMV-Infektion wird IFN-γ bereits früh durch IL-12 und IL-18 induziert 

und erreicht 36 h nach Infektion seine maximale Konzentration im Serum (Orange et al. 

1996b, Ruzek et al. 1997). In Übereinstimmung mit der Literatur wurden die maximale IFN-

γ- und IL-12p40-Konzentrationen im Serum 36 h nach Infektion gemessen. Die maximale 

IFN-γ-Konzentration im Serum von IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen war gegenüber WT Mäu-

sen signifikant erhöht. Auch in IRF3-/- Mäusen war die IFN-γ-Produktion 36 h nach Infektion 

gegenüber WT Mäusen signifikant erhöht. Der gesteigerten IFN-γ Produktion in IRF7-/- und 

IRF3/7-/- sowie IRF3-/- Mäusen liegt eine erhöhte IL-12p70-Sekretion zugrunde.  

 

Ein Erklärungsansatz für die gesteigerte IL-12p70-Sekretion in IRF7-/- Mäusen könnte die 

defekte Typ I IFN-Antwort in diesen Mäusen sein. Bereits in früheren Studien wurde für Typ 

I IFN eine dosisabhängige, spezifische Hemmung der IL-12p70-Sekretion in Splenozyten 

bzw. DC nachgewiesen (Cousens et al. 1997, McRae et al. 1998, Dzionek et al. 2002) Die 

Depletion von plasmazytoiden DC und die damit verbundene reduzierte Typ I IFN-Bildung 

führt zu einer gesteigerten Produktion von IL-12p70 und IFN-γ bei MCMV-Infektion (Krug et 

al. 2004). Dalod et al. (2002) zeigten, daß plasmazytoide DC bei der MCMV-Infektion über 

Typ I IFN die IL-12-p70-Sekretion in myeloiden DC hemmen und dieser Effekt in IFNαβR-/- 
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Mäusen aufgehoben ist. Der inhibierende Effekt von Typ I IFN wird dabei über STAT1 ver-

mittelt (Nguyen et al. 2000, Dalod et al. 2002). Zusätzlich führt Typ I IFN dazu, daß T- und 

NK-Zellen gegenüber IL-12 refraktär werden (Nguyen et al. 2000).  

 

Ein anderes Beispiel für die virusassoziierte inhibierende Wirkung von Typ I IFN auf die IL-

12-Sekretion ist die Infektion mit dem lymphozytären Choriomeningitis-Virus (LCMV). 

LCMV induziert in immunkompetenten Mäusen zwar IFN-α/-β, führt jedoch in der Frühpha-

se der Infektion nicht zur Bildung von IL-12 und IFN-γ (Orange et al.1996, Nguyen et al. 

2000). Durch Neutralisation der IFN-α/-β-Effekte über blockierende Antikörper oder Ver-

wendung von IFNαβR-/- Mäusen wird auch bei einer Infektion mit LCMV bioaktives IL-

12p70 und IFN-γ in messbarer Konzentration freigesetzt (Cousens et al. 1997). Die Dosisab-

hängigkeit der IL-12-aktivierenden oder -inhibierenden Wirkung von Typ I IFN zeigt sich 

darin, daß endogenes Typ I IFN in niedriger bis mittlerer Dosis zur Sekretion von IL-12p70 

erforderlich ist, während hohe Dosen Typ I IFN hemmend auf die IL-12p70-Produktion wir-

ken (Gautier et al. 2005). Die residuelle IFN-β-Produktion in IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen 

ist für eine effektive IL-12p70-Sekretion offenbar ausreichend, während die hohe Konzentra-

tionen von IFN-α, die bei Infektion von WT-Mäusen mit MCMV entstehen, die IL-12p70-

Produktion hemmen.  

 

Die Bedeutung von IRF3 für die antivirale Typ I IFN-Antwort ist virus- und zelltypspezifisch 

(Sato et al. 2000, Honda et al. 2005). So zeigen IRF3-/- Mäuse eine starke reduzierte Typ I 

IFN-Produktion und eine erhöhte Mortalität bei EMCV-Infektion (Sato et al. 2000). Die Zy-

tokinbestimmung aus den MCMV-Infektionsexperimenten dieser Arbeit ergab dagegen für 

IRF3-/- Mäuse sogar signifikant höhere Konzentrationen von Typ I IFN, IFN-γ, IFN-λ2 und 

IL-12p70 gegenüber WT Mäusen. Die IRF3-/- Mäuse zeigten ähnliche Virustiter in den Or-

ganen wie die WT Mäuse. Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, daß IRF3 für die Pro-

duktion von Typ I IFN und proinflammatorischen Zytokinen im MCMV-Modell in vivo nicht 

notwendig ist. Dies bedeutet auch, daß der von Stetson et Medzhitov (2006a) und Ishii et al. 

(2006) beschriebene putative zytosolische DNA-Rezeptor entweder nicht an der MCMV-

Erkennung beteiligt ist oder neben IRF3 auch IRF7 aktiviert. Eine IRF7-Aktivierung durch 

den zytosolischen DNA-Rezeptor, die in den bisher veröffentlichten Studien jedoch nicht 
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gezeigt wurde, wäre insofern naheliegend, als TBK1/IKKε sowohl IRF3 als auch IRF7 akti-

vieren kann (Sharma et al. 2003, Kawai et al. 2005). 

Andere Zytokine mit IFN-γ induzierender Wirkung sind IL-18, IL-23 und IL-27, deren Ein-

fluß auf die IFN-γ-Produktion bei Fehlen von IRF3 oder IRF7 in dieser Arbeit jedoch nicht 

untersucht wurde. Zwar ist IL-18 bei MCMV-Infektion entscheidend für die Induktion von 

IFN-γ in NK-Zellen durch myeloide DC (Andoniou et al. 2005), insgesamt scheint die IFN-γ 

induzierende Wirkung von IL-18 aber in diesem Infektionsmodell im Gegensatz zu IL-12 

redundant zu sein. Das Fehlen von IL-18 führt zwar zu niedrigeren IFN-γ-Konzentrationen in 

Serum und Milz, beeinflußt die Mortalität und den MCMV-Titer in der Milz jedoch nicht 

(Pien et al. 2000). Die IFN-γ Induktion durch IL-23 und IL-27 wurde bislang nur in naiven T-

Zellen und Gedächtnis-T-Zellen beschrieben (Oppmann et al. 2000, Pflanz et al. 2002). 

 

Das charakteristische Zytokinmuster im Serum, das sich in MCMV-infizierten IRF3-/- und 

IRF7-/- Mäusen 36 h nach Infektion zeigt, korrelierte insbesondere in der Milz mit der 

transkriptionellen Regulation dieser Zytokine. In IRF7-/- Mäusen war die Transkription von 

IFN-α und IFN-λ2 in der Milz stark reduziert, in der Leber hingegen war keine signifikante 

Reduktion der IFN-α/-λ2-Transkription nachweisbar. Die IFN-β-Transkription war in beiden 

Organen in IRF7-/- im Vergleich zu WT Mäusen eher gesteigert. In beiden Organen war die 

Transkription von IFN-γ, IL-12p40 und IL-23p19 in IRF7-/- gegenüber WT Mäusen stärker 

induziert. Im Gegensatz zur Literatur (Nakaya et al. 2001, Sakaguchi et al. 2003) war die 

Transkription des Chemokins CXCL10 in Milz und Leber IRF3-unabhängig. In diesem Zu-

sammenhang zeigt eine aktuelle Studie in humanen Endothelzellen (Buttmann et al. 2007), 

daß in diesem Zellsystem IRF1 und IRF2 die essentiellen Transkriptionsfaktoren für die 

CXCL10-Expression sind. Die in der Literatur beschriebene Rolle von IRF3 für die CXCL10-

Induktion scheint im MCMV-Infektionsmodell redundant sein. 

 

Für plasmazytoide DC, myeloide DC und CD8α+ DC wurde eine Typ I IFN-abhängige Ex-

pression kostimulatorischer Moleküle im MCMV-Infektionsmodell beschrieben (Dalod et al. 

2003). Die durchflußzytometrischen Untersuchungen zur CD86-Expression von plasmazytoi-

den DC, myeloiden DC und CD11b+ Makrophagen zeigten aber für alle Mausstämme ein 

einheitliches Aktivierungsniveau in der Milz. In der Leber war die CD86-Expression von my-

eloiden DC und CD11b+ Makrophagen in IRF7-/- Mäusen gegenüber WT Mäusen geringfü-
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gig niedriger. Im Gegensatz zu Dalod et al. (2003), die IFNαβ-Rezptor-/- Mäuse verwende-

ten, ist die residuelle IFN-β-Produktion in IRF7-/- Mäusen offensichtlich für eine adäquate 

Aktivierung von DC-Populationen und Makrophagen ausreichend.  

 

Das Überleben in der ersten Woche nach MCMV-Infektion ist an eine intakte NK-

Zellfunktion gebunden. Die Aktivierung der NK-Zellzytotoxizität erfolgt dabei durch Typ I 

IFN (Orange et al. 1996b, Granucci et al. 2004, Andoniou et al. 2005) und Zell-Zell-

Interaktionen zwischen DC und NK-Zellen (Andoniou et al. 2005). Aufgrund ihrer Eigen-

schaft als Hauptproduzenten von Typ I IFN und Beteiligung an der IL-12-Sekretion (neben 

CD11b+ und CD8α+ DC) in den ersten 36 h einer MCMV-Infektion werden plasmazytoide 

DC als wichtige Zellpopulation zur NK-Zellaktivierung angesehen (Dalod et al. 2003). Defek-

te in der TLR9/MyD88-vermittelten Typ I IFN- und IL-12-Produktion korrelieren mit einer 

gestörten NK-Zell-Aktivierung, die sich in einer reduzierten IFN-γ-Produktion (Krug et al. 

2004, Tabeta et al. 2004, Delale et al. 2005) und einer verminderten zytotoxischen Aktivität 

niederschlägt (Krug et al. 2004). In TLR9-/- und MyD88-/- Mäusen kommt es daher zu signi-

fikant erhöhten MCMV-Titern in Milz und Leber (Krug et al. 2004, Tabeta et al. 2004, Delale 

et al. 2005). Die Arbeit von Andoniou et al. (2005) zeigt jedoch, daß auch myeloide DC eine 

entscheidende Rolle bei der Aktivierung der NK-Zellzytotoxizität spielen. Myeloide DC ver-

mitteln dies durch die Produktion von Typ I IFN, das in diesen Zellen TLR9/MyD88-

unabhängig induziert wird und durch die Expression von NKGD2-Liganden, die den 

NKG2D-Rezeptor auf der Oberfläche von NK-Zellen aktivieren. Adoptiver Transfer von 

MCMV-aktivierten myeloiden DC in MCMV-empfindliche BALB/c Mäuse führt zu signifi-

kant niedrigeren Virustitern in der Milz.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, daß die NK-Zellzytotoxizität der IRF7-/- 

Mäuse 36 h nach der MCMV-Infektion trotz der stark reduzierten Typ I IFN-Produktion un-

beeinträchtigt war. Die Untersuchungen zur Zytotoxizität der NK-Zellen in einem 4 h 51Cr-

Release-Assay mit YAC-1-Zielzellen zeigte keine relevanten Unterschiede in der Zytolysefä-

higkeit von NK-Zellen aus der Milz von WT oder IRF7-/- Mäusen. Dies läßt den Schluß zu, 

daß die residuelle IFN-β-Produktion in IRF7-defizienten Mäusen für eine suffiziente Zytoly-

sefähigkeit der NK-Zellen ausreichend ist. Ebenso war die CD69-Expression der aus der Milz 

isolierten NK-Zellen durch das Fehlen von IRF7 nicht wesentlich beeinträchtigt. In Überein-

stimmung mit der Literatur (Orange et al. 1995) wurden in allen Mausstämmen die NK-Zellen 
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als Hauptproduzenten von IFN-γ bestätigt. NKT-Zellen und andere potentiell IFN-γ bildende 

Zellpopulationen leisteten in den Experimenten dieser Arbeit zu diesem frühen Zeitpunkt kei-

nen nennenswerten Beitrag zur IFN-γ-Produktion (van Dommelen et al. 2003, Loh et al. 

2005). In Korrelation mit den höheren IFN-γ-Konzentrationen im Serum war der Prozentsatz 

IFN-γ bildender NK-Zellen in Milz und Leber in IRF7-/- Mäusen signifikant höher als in WT 

Mäusen 

 

Die Kontrolle der MCMV-Replikation in Leber und Milz erfolgt innerhalb der ersten 5 bis 6 

Tage nach Infektion durch NK-Zellen. In den ersten 72 h der MCMV-Infektion erfolgt die 

Virussuppression in der Leber vor allem durch lokal von NK-Zellen gebildetes IFN-γ, in der 

Milz hingegen durch perforinvermittelte Zytotoxizität (Orange et al. 1996b, Tay et al. 1997, 

Brown et al. 1997). Eine jüngere Studie von Loh et al. (2005) zeigt hingegen, daß in beiden 

Organen sowohl IFN-γ als auch perforinvermittelte Zytotoxizität zur Kontrolle der Virusre-

plikation erforderlich sind. 

 

Überraschenderweise beeinflußte der ausgeprägte Defekt in der Typ I IFN-Antwort auf 

MCMV in IRF7-/- Mäusen die lokale Viruskontrolle weit weniger als erwartet. Die Bestim-

mung der MCMV-Titer im Plaqueassay zeigte in den verschiedenen Mausstämmen keinen 

relevanten Titerunterschied in der Leber. In der Milz waren die MCMV-Titer in IRF7-/- Mäu-

sen geringfügig, aber dennoch signifikant gegenüber WT-Mäusen erhöht. In IRF3/7-/- Mäu-

sen war der Milztiter gegenüber WT Mäusen ebenfalls erhöht. Kein Unterschied im MCMV-

Titer in der Milz bestand zwischen WT und IRF3-/- Mäusen. Auch die absolute Quantifizie-

rung der MCMV-Kopienzahl mittels qRT-PCR zeigte übereinstimmend zum Plaqueassay 

eine geringfügig erhöhte Viruslast in der Milz von IRF7-/- Mäusen. Die beobachteten Unter-

schiede erreichten aber in den insgesamt drei durchgeführten Experimenten nicht mehr als 

eine Logstufe. Ob eine niedrigere MCMV-Dosis zu deutlicheren Titerunterschieden in der 

Milz zwischen WT und IRF7-/- bzw. IRF3/7-/- Mäusen führt, muß in weiteren Untersuchun-

gen überprüft werden. Offensichtlich wird die defekte Typ I IFN Produktion in IRF7-

defizienten Mäusen durch vermehrte IFN-γ Expression der NK-Zellen und eine unbeeinträch-

tigte zytotoxische Aktivität der NK-Zellen teilweise kompensiert, so daß im Gegensatz zu 

anderen viralen Infektionsmodellen (HSV-1, EMCV; Honda et al. 2005) eine relativ effektive 

Kontrolle der MCMV-Replikation auch in Abwesenheit von IRF7 möglich ist.  
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Die Mortalität der IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäuse nach Infektion mit MCMV war signifikant 

höher verglichen mit WT-Mäusen (Abb. 21). Im Vergleich zu den MCMV-empfindlichen 

BALB/c Mäusen fielen diese Unterschiede jedoch deutlich geringer aus und der direkte Ver-

gleich zwischen BALB/c und IRF3/7-/- Mäusen bewies eine signifikant höhere Mortalität für 

die BALB/c Mäuse. Das Fehlen von IRF7 mit dem daraus resultierenden Defekt in der Pro-

duktion von Typ I IFN beeinflußt somit das Überleben bei MCMV-Infektion deutlich weniger 

als das Fehlen von Ly49H auf NK-Zellen in BALB/c Mäusen. WT und IRF3-/- Mäuse zeig-

ten bei der verabreichten MCMV-Dosis eine vollständige Resistenz. Analog zur lokalen Vi-

ruskontrolle in Leber und Milz wurden auch im Überleben keine Unterschiede zwischen 

IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen festgestellt, so daß eine spezifische Funktion von IRF3 für die 

Kontrolle der Viruslast in infizierten Organen und das Überleben bei MCMV-Infektion aus-

geschlossen werden kann. 

 

Zur Rolle von Typ I IFN für das Überleben von Mäusen auf C57BL/6 Hintergrund bei 

MCMV-Infektion liegen bislang keine Daten vor. Zur Auswirkung der IFNαβ-Rezeptor-

Defizienz auf die organbezogenen Virustiter und das Überleben bei MCMV-Infektion wurden 

bislang nur Daten von Mäusen auf Sv129-Hintergrund publiziert (Presti et al. 1998, Gil et al. 

2001). Dieser Mausstamm exprimiert jedoch kein Ly49H und zeigt daher gegenüber MCMV 

keine virusspezifische Ly49H-vermittelte NK-Zellaktivität Zur definitiven Abklärung der 

Bedeutung von Typ I IFN für das Überleben und die organspezifische Viruskontrolle bei 

MCMV-Infektion in Gegenwart Ly49H-positiver NK-Zellen werden in einer nachfolgenden 

Arbeit Experimente mit IFNαβ-Rezeptor-/- Mäusen (IFNαβR-/-) auf C57BL/6-Hintergrund 

durchgeführt, in denen die IFN-α/-β-vermittelte Signaltransduktion aufgehoben ist.  

 

Im Gegensatz zu den von Honda et al. (2005) publizierten Daten, die bei der systemischen 

Infektion mit HSV-1 eine signifikant höhere Mortalität in IRF7-/- Mäusen als in MyD88-/- 

Mäusen beobachteten, zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit für IRF7-/- Mäuse bei 

der systemischen MCMV-Infektion mit verschiedenen Virusdosen einen gering ausgeprägten 

Phänotyp. Dagegen wurde eine hohe Mortalität von MyD88-/- Mäusen im MCMV-Modell 

beobachtet (Krug et al. 2004, Tabeta et al. 2004). Das Fehlen von MyD88 oder TLR9 führt 

neben einer defekten IFN-α-Produktion auch zu einer stark reduzierten IL-12-Bildung und 

damit zu einer verminderten NK-Zellaktivität, die für die hohe Mortalität der MyD88-/- Mäu-

se verantwortlich sein und den Unterschied zu IRF7-defizienzen Mäusen erklären könnte. 
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Die Mortalitätsunterschiede zwischen WT Mäusen und IRF7-/- bzw. IRF3/7-/- Mäusen mani-

festierten sich erst 6 bis 7 Tage nach Infektion. Zu diesem Zeitpunkt ist bereits eine spezifi-

sche CD8+ T-Zell-Antwort gegen MCMV nachweisbar (Karrer et al. 2003), die in IRF7-/- 

Mäusen defekt sein könnte. In verschiedenen Arbeiten wurde gezeigt, daß IFN-α eine ent-

scheidende Rolle für die spezifische Expansion, das Überleben und die Zytotoxizität von 

CD8+ T-Zellen im Rahmen einer Virusinfektion spielt (Le Bon et al. 2003, Aichele et al. 

2006, Le Bon et al. 2006). Honda et al. (2005) konnten zeigen, daß die durch Immunisierung 

mit Ovalbumin und CpG-A ausgelöste spezifische CD8+ T-Zell-Antwort in Abwesenheit von 

IRF7 deutlich schwächer ausfällt. Zur Bedeutung von IFN-α für die Expansion der Virus-

spezifischen CD8+ T-Zellen im MCMV-Modell wurden bislang jedoch keine Daten publi-

ziert. Ob der Verlust von IFN-α in IRF7-/- Mäusen zu einer gestörten T-Zellantwort bei der 

MCMV-Infektion führt und somit Ursache für die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 

höheren Mortalität gegenüber WT Mäusen ist, wird Gegenstand weiterer Untersuchungen 

sein.  

 

Neben der Induktion von IFN-α/-β und IFN-γ führen verschiedene Virusinfektionen auch zur 

Induktion von IFN-λ (Kotenko et al. 2003, Sheppard et al. 2003, Coccia et al. 2004, Osterlund 

et al. 2005, Ank et al. 2006), das aufgrund seines spezifischen Rezeptorsystems und seiner 

antiviralen Wirkung als Typ III IFN klassifiziert wird. Bei systemischer MCMV-Infektion 

wird IFN-λ in Kolonepithelzellen von infizierten Mäusen induziert (Brand et al. 2005). Anti-

virale Effekte von IFN-λ in vivo wurde in einem intranasalen Infektionsmodell mit IFN-λ 

exprimierenden Vacciniaviren (Bartlett et al. 2005) sowie bei vaginaler und systemischer In-

fektion mit HSV-2 gezeigt (Ank et a. 2006). Ausgehend von der hier beobachteten IFN-λ2-

Induktion in MCMV-infizierten GMCSF-DC (Abb. 11 B) und in vivo nach MCMV-Infektion 

wurden Experimente zur Untersuchung des Einflusses von IFN-λ2 auf die IFN-γ Bildung und 

organspezifische Viruskontrolle bei der systemischen MCMV-Infektion durchgeführt. Die 

Vorbehandlung der Mäuse mit IFN-λ2 führte 48 h nach Infektion zu einer signifikant höheren 

IFN-γ-Konzentration im Serum im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ein ähnlicher Effekte wur-

de von Ank et al. (2006) bei Infektion mit HSV-2 beobachtet. Trotz der gesteigerten IFN-γ-

Konzentration zeigten die MCMV-Titer in Leber und Milz nach IFN-λ2-Vorbehandlung je-

doch keinen Unterschied zur Kontrollgruppe, so daß ein antiviraler Effekt von IFN-λ2 auf 

MCMV in diesem experimentellen System nicht nachweisbar war. Im Gegensatz zum IFN-
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α/-β-Rezeptor wird IFNLR1, die spezifische Untereinheit des IFN-λ-Rezeptors, nicht von 

allen Zelltypen exprimiert (Uze et al. 2007). In vitro ist das Expressionsniveau des IFNLR1 

der limitierende Faktor für die Sensitivität von Zellinien gegenüber IFN-λ und in unstimulier-

ten humanen Monozyten wird IFNLR1 erst durch differenzierungsfördernde Zytokine indu-

ziert (Mennechet et al. 2006). Der offenbar je nach Virusinfektion unterschiedliche antivirale 

Effekt von IFN-λ könnte somit zumindest teilweise auf Unterschiede in der Rezeptorindukti-

on durch verschiedene Viren zurückzuführen sein. 

 

HCMV ist als Erreger von pränatalen Infektionen und opportunistischen Infektionen bei Im-

munsuppression (Organ-/Knochenmarktransplantation, AIDS) von großer klinischer Bedeu-

tung. Eine wirkungsvolle medikamentöse Therapie steht zwar zur Verfügung, ist jedoch vor 

allem bei Langzeitanwendung durch Virusresistenz und ausgeprägte Nebenwirkungen limi-

tiert (Biron et al. 2006). Mit der zellulären Immuntherapie durch adoptiven Transfer HCMV-

spezifischer T-Zellen (Moss et al. 2005), existiert ein Behandlungsverfahren, das bislang je-

doch noch keine breite Anwendung erfahren hat. Die aktuelle Datenlage erlaubt noch keine 

eindeutige Positionierung dieses Verfahrens. Die Entwicklung neuer Therapiestrategien und 

Medikamente erfordert ein umfassendes Verständnis der Virusbiologie und der Immunant-

wort bei einer HCMV-Infektion, zu dem Studien im MCMV-Modell entscheidend beigetra-

gen haben. Im MCMV-Infektionsmodell wird die unspezifische Immunantwort während der 

ersten Woche von IFN-produzierenden Zellen und NK-Zellen dominiert. Aufgrund der meist 

asymptomatisch verlaufenden Primärinfektion wird diese Infektionsphase beim Menschen in 

der Regel nicht erfaßt. Fallstudien von Patienten mit isolierten NK-Zelldefekten zeigen jedoch 

eine auffällige Häufung von Herpesvirus-Infektionen, darunter auch HCMV, was eine essen-

tielle Rolle von NK-Zellen für die Immunantwort gegen HCMV nahelegt (Orange et al. 

2006).  

 

Die zentrale Bedeutung von Typ I IFN für die antivirale Immunantwort im Menschen zeigt 

sich am Beispiel von Patienten mit kompletter STAT1-Defizienz. Bei diesen Patienten ist die 

klassische Typ I IFN-vermittelte Signaltransduktion, die zur Bildung des ISGF3 führt, aufge-

hoben. Klinisch manifestiert sich dies in rezidivierenden disseminierten HSV-1-Infektionen 

mit Beginn im Kleinkindalter (Dupuis et al. 2003) Im Zusammenhang mit der antiviralen 

Immunantwort ist die Rolle von Mustererkennungsrezeptoren und ihren nachgeschalteten 

Signalproteinen im humanen System noch weitgehend unklar. Selektive Defekte von IRFs, 
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den zentralen Transkriptionsfaktoren zur Induktion von Typ I IFN, sind bislang nicht bekannt. 

Mit der Entdeckung der IRAK-4-Defizienz wurde vor wenigen Jahren der erste Immundefekt 

mit direkter Beteiligung der TLR-Signalwege beschrieben (Picard et al. 2003). Klinisch fallen 

diese Patienten durch in der frühen Kindheit beginnende rezidivierende Infektionen mit gram-

positiven, pyogenen Bakterien auf, wobei S. pneumoniae und S. aureus die häufigsten Erreger 

sind. Die spontane Besserung der Infektanfälligkeit mit fortschreitendem Alter deutet auf eine 

zunehmende Effizienz kompensatorischer Mechanismen des Immunsystems hin (Ku et al. 

2005). Gegenüber den meisten anderen Bakterien sowie Viren, Pilzen und Parasiten zeigen 

Patienten mit IRAK-4-Defizienz eine normale Resistenz. Auf zellulärer Ebene führt IRAK-4-

Defizienz zu einem Verlust der TLR7, TLR8 und TLR9-vermittelten Induktion von Typ I IFN 

und IFN-λ. Hingegen ist die Produktion von IFN-α/-β und IFN-λ in mononukleären Leuko-

zyten und Fibroblasten von IRAK-4-defizienten Patienten nach Infektion mit verschiedenen 

DNA- und RNA-Viren sowie nach Stimulation mit TLR3- und TLR4-Liganden weitgehend 

normal (Yang et al. 2005). Die normale IFN-Antwort auf virale Stimuli deckt sich klinisch 

mit dem normalen Verlauf von typischen Virusinfektionen des Kindes- und Erwachsenenal-

ters in Patienten mit IRAK-4-Defekt. Diese Daten legen den Schluß nahe, daß die virusindu-

zierte systemische IFN-Induktion im Menschen durch IRAK4-unabhängige Signalwege wie z. 

B. die von RIG-I/Mda-5 bzw. DAI oder anderen unbekannten zytosolischen DNA-Sensoren 

vermittelten Signalwege kompensiert werden kann.  

 

Ermutigende Daten liegen bereits zum therapeutischen Einsatz von synthetischen TLR-

Liganden bei lokalen Virusinfektionen vor. Im Rahmen der vaginalen Infektion mit HSV-2 

wurde in Mäusen durch lokale Vorbehandlung mit dem TLR9-Liganden CpG-

Oligodeoxynukleotid (CpG-ODN) 1826 (Ashkar et al. 2003, Shen et al. 2006) und dem 

TLR3-Liganden Poly I:C (Ashkar et al. 2004) ein protektiver Effekt gegenüber HSV-2 ge-

zeigt. Dieser protektive Effekt ist IFN-abhängig und wird von eingewanderten plasmazytoi-

den DC vermittelt (Lund et al. 2006, Shen et al. 2006), die im Falle von CpG-ODN 1826 über 

den TLR9/MyD88-Signalweg aktiviert werden (Shen et al. 2006). Imiquimod, ein syntheti-

scher TLR7-Ligand (Hemmi et al. 2002), wird bereits seit einigen Jahren zur Behandlung der 

von humane Papillomaviren (HPV)-assoziierten Condylomata acuminata eingesetzt (Edwards 

et al. 1998, Beutner et al. 1998a + b). Unter der topischen Imiquimodbehandlung ist dabei 

innerhalb der Hautläsion eine gesteigerte Transkription von Typ I und Typ II IFN sowie von 

inflammatorischen Zytokinen zu beobachten (Tyring et al. 1998). Jüngere Studien deuten an, 
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daß TLRs als Zielstrukturen für eine adjuvante Immuntherapie auch bei der HCMV-Infektion 

eine klinische Bedeutung erlangen könnten. So steigert Pentraxin 3, ein antimikrobielles Po-

lypeptid, bei MCMV-Infektion TLR2/TLR3/TLR4-abhängig die IFN-α, IFN-γ und IL-12-

Produktion in myeloiden DC bzw. Splenozyten sowie die antivirale NK-Zell- und T-

Zellantwort. Pentraxin 3 hemmt dadurch die MCMV-Infektion und die MCMV-Reaktivierung 

in vivo (Bozza et al. 2006). In einer aktuellen Arbeit von (Bozza et al. 2007) wurde für das 

immunmodulatorische Peptid Thymosin α1 ein protektiver Effekt gegenüber MCMV nach-

gewiesen. Thymosin 1α induziert TLR9/MyD88-abhängig antivirale Zytokine und steigert die 

IFN-γ-Produktion in NK-Zellen und CD4+ T-Zellen. Zusätzlich zu den murinen Daten wurde 

in einer aktuellen klinischen Studie erstmals ein antiviraler Effekt von Thymosin 1α bei der 

HCMV-Infektion nach Organtransplantation nachgewiesen (Ji et al. 2007). Diese Ergebnisse 

deuten einen neuen immuntherapeutischen Ansatz an, der sich als Adjuvans zusätzlich zur 

konventionellen virostatischen Therapie etablieren könnte. Eine gezielte pharmakologische 

Aktivierung der Transkriptionsfaktoren IRF7 oder IRF3 durch spezifische synthetische Li-

ganden viraler Erkennungsrezeptoren mit der daraus resultierenden IFN-Induktion könnte 

einen neuen immuntherapeutischen Ansatz für die Behandlung der CMV-Infektion ergeben. 
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5. Zusammenfassung 
 

Viruserkennung durch Toll-like Rezeptoren (TLRs) sowie die zytosolischen RNA-bindenden 

Helikasen Retinoic acid inducible gene I (RIG-I) und melanoma differentiation antigen 5 

(Mda5) und den zytosolischen DNA-Sensor DNA-dependent activator of interferon-

regulatory factors (DAI) führt zur Induktion der antiviral wirksamen Typ I Interferone (IFN). 

Dabei sind die IFN-regulierenden Faktoren IRF3 und IRF7 die zentralen Transkriptionsfakto-

ren zur Induktion von Typ I IFN. Bei der systemischen Infektion mit murinem Zytomegalievi-

rus (MCMV) ist eine biphasische Typ I IFN-Antwort zu beobachten, die in den ersten 36 h 

nach Infektion von dem endosomalen DNA-Erkennunsgrezeptor TLR9 abhängig ist und von 

plasmazytoiden dendritischen Zellen (DC) vermittelt wird. Nach 48 h ist eine TLR9/MyD88-

unabhängige Typ I IFN-Produktion zu beobachten. Da in myeloiden DC wie auch in den mei-

sten anderen Zelltypen die TLR-unabhängige IFN-Produktion dominiert, ist eine Beteiligung 

eines weiteren intrazellulären DNA-Sensors, wie zum Beispiel DAI, naheliegend. Im Gegen-

satz zur Typ I IFN Induktion in plasmazytoiden DC, die IRF3-unabhängig erfolgt und durch 

Interaktion von MyD88 mit IRF7 vermittelt ist, ist für die Typ I IFN Induktion durch den 

dsDNA-bindenden Rezeptor DAI eine direkte Interaktion mit IRF3 notwendig. Aufgabe der 

vorliegenden Arbeit war daher, die Funktion von IRF3 und IRF7 für die Typ I IFN Antwort 

und die Viruskontrolle während der MCMV-Infektion zu untersuchen mit dem Ziel, aus den 

Ergebnissen Rückschlüsse auf den Beitrag der verschiedenen Viruserkennungs-Rezeptoren 

und Signalwege zu ziehen. 

 

In der vorliegenden Dissertation wurde die Rolle von IRF3 und IRF7 bei der systemischen 

MCMV-Infektion im Hinblick auf die antivirale Typ I IFN- und Zytokinantwort, die NK-Zell-

Aktivierung, die organspezifische Viruskontrolle und das Überleben untersucht. In Überein-

stimmung mit der Literatur wurden die maximalen Serumkonzentrationen von Typ I IFN und 

inflammatorischen Zytokinen 36 h nach Infektion mit MCMV gemessen und die höchsten 

Virustiter in infizierten Organen 72 h nach Infektion beobachtet. Die zentralen antiviralen 

Zytokine in der frühen Immunantwort auf MCMV waren dabei Typ I IFN und IFN-γ. Letzte-

res wurde zu diesem frühen Zeitpunkt in allen Mausgruppen fast ausschließlich von NK-

Zellen produziert.  

 

Beim Vergleich der IRF3-/- Mäuse mit den Wildtyp-Mäusen zeigte sich zunächst, daß IRF3 

im MCMV-Infektionsmodell für die Produktion von Typ I IFN und inflammatorischen Zyto-
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kinen sowie die lokale Kontrolle der Virusreplikation und das Überleben nicht notwendig ist. 

Die Beteiligung des DNA-Sensors DAI, für den eine IRF3-abhängige Typ I IFN Induktion in 

vitro gezeigt wurde, ist somit fraglich. 

 

Das Fehlen von IRF7 führte dagegen in MCMV-infizierten IRF7-/- Mäusen zum vollständi-

gen Verlust der IFN-α-Antwort zu frühen und späteren Zeitpunkten nach Infektion. Überra-

schenderweise wurde in den IRF7-/- Mäusen jedoch eine residuelle, IRF3-unabhängige Pro-

duktion von IFN-β beobachtet. Die verbleibende IFN-β Produktion scheint die zytotoxische 

Aktivität der NK-Zellen, die durch Typ I IFN entscheidend verstärkt wird, ausreichend zu 

unterstützen, da keine relevanten Unterschiede in der Zytolysefähigkeit von NK-Zellen aus 

WT und IRF7-/- Mäusen feststellbar waren. Im Rahmen der frühen Zytokinantwort auf 

MCMV (36 h nach Infektion) wurde zudem im Serum von IRF7-/- Mäusen eine im Vergleich 

zu WT Mäusen signifikant höhere IFN-γ und IL-12p70-Produktion gemessen und dies auch 

auf transkriptioneller Ebene bestätigt. Der Anteil der IFN-γ-produzierenden NK-Zellen war 

ebenfalls in IRF7-Mäusen signifikant höher als in WT-Mäusen. Die gesteigerte IFN-γ- und 

IL-12p70-Produktion in IRF7-defizienten Mäusen erklärt sich dadurch, daß Typ I IFN eine 

dosisabhängige hemmende Wirkung auf die IL-12p70-Produktion ausübt. IL-12p70 wiederum 

ist im Rahmen der MCMV-Infektion das zentrale Zytokin für die Induktion der IFN-γ-

Produktion durch NK-Zellen. Folge der fehlenden IFN-α-Produktion in IRF7-/- Mäusen ist 

somit eine enthemmte IL-12p70-Sekretion mit konsekutiv gesteigerter IFN-γ-Produktion der 

NK-Zellen.  

 

Der ausgeprägte Defekt in der Typ I IFN-Antwort in IRF7-/- Mäusen beeinflußte die lokale 

Viruskontrolle weit weniger als erwartet. IRF7-/- Mäuse zeigten nur in der Milz nicht jedoch 

in der Leber signifikant höhere Virustiter als WT Mäuse. Dabei erreichten die beobachteten 

Unterschiede nicht mehr als eine Logstufe. Offensichtlich wird die defekte Typ I IFN Produk-

tion in IRF7-defizienten Mäusen durch die vermehrte IFN-γ Expression der NK-Zellen und 

eine unbeeinträchtigte zytotoxische Aktivität der NK-Zellen teilweise kompensiert, so daß im 

Gegensatz zu anderen viralen Infektionsmodellen eine relativ effektive Kontrolle der MCMV-

Replikation auch in Abwesenheit von IRF7 möglich ist. Hinsichtlich des Überlebens bei der 

systemischen MCMV-Infektion war die Mortalität in IRF7-/- und IRF3/7-/- Mäusen signifi-

kant höher als in WT-Mäusen. Dabei fielen diese Unterschiede im Vergleich zu den MCMV-

empfindlichen BALB/c Mäusen jedoch deutlich geringer aus und es zeigte sich im direkten 

Vergleich zwischen BALB/c und IRF3/7-/- Mäusen eine signifikant höhere Mortalität für die 
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BALB/c Mäuse. Das Fehlen von IRF7 mit dem daraus resultierenden Defekt in der Produkti-

on von Typ I IFN beeinflußt somit das Überleben bei der MCMV-Infektion deutlich weniger 

als das Fehlen von Ly49H auf NK-Zellen in BALB/c Mäusen.  

 

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erweitern das Verständnis der Funktion von IRF3 und 

IRF7 für die Induktion antiviraler Zytokine im Rahmen der frühen angeborenen Immunant-

wort bei einer akuten systemischen Herpesvirus-Infektion am Beispiel der Infektion mit 

MCMV. Die Typ I IFN-Antwort wird bei der MCMV-Infektion von IFN-α dominiert, das 

IRF7-abhängig produziert wird. Entscheidend für das Überleben in der ersten Woche einer 

MCMV-Infektion ist jedoch eine effektive NK-Zellaktivität, die in diesem Modell weitgehend 

unabhängig von IFN-α und somit auch von IRF7 ist. Zur Unterstützung der NK-

Zellzytotoxizität, bei der Typ I Interferone eine wichtige Rolle spielen, genügen offensichtlich 

geringe Mengen an IFN-β, die auch in Abwesenheit von IRF7 und IRF3 gebildet werden. Die 

IFN-γ-Produktion durch NK-Zellen ist in Abwesenheit von IFN-α sogar signifikant gestei-

gert. Dadurch wird der ausgeprägte Defekt in der Typ I Interferon Produktion in Abwesenheit 

von IRF7 teilweise kompensiert, so daß das Fehlen von IRF7 zwar zu einer signifikant erhöh-

ten Viruslast und Mortalität führt, die aber deutlich geringer als ursprünglich erwartet ausfällt.  

 

Neue therapeutische Ansätze, die auf einer Aktivierung der unspezifischen antiviralen Im-

munantwort zum Beispiel durch synthetische Liganden viraler Erkennungsrezeptoren basie-

ren, sollten daher die Auswirkung der Rezeptor-Stimulation auf die verschiedenen Kompo-

nenten der zu behandelnden Virusinfektion in vivo – Induktion von Typ I IFN und proin-

flammatorischen Zytokinen, DC-Aktivierung, NK-Zellaktivierung – berücksichtigen, um die-

se gezielt und mit maximaler Wirkung verstärken zu können. Die Ergebnisse dieser Arbeit 

legen nahe, daß bei der akuten Infektion mit Zytomegalievirus oder bei der CMV-

Reaktivierung im Rahmen einer Immunsuppression insbesondere eine Verstärkung der NK-

Zellaktivität therapeutisch wirksam sein könnte.  
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