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Molekulare Einblicke
in die Virusinfektion

Eine >Liveschaltung« in die Wirtszelle

In den letzten Jahren wurde deutlich, dass als fiir
den Menschen harmlos betrachtete Vertreter jeder
Virusfamilie humanpathogen werden kénnen.
Erinnert sei an das vor wenigen Jahren berithmt ge-
wordene SARS-Virus (SARS - Schweres Akutes
Respiratorisches Syndrom), das erstmals im Novem-
ber 2002 in China auftrat und bis dahin vollig unbe-
kannt war. Der einzige weltweite, als SARS-Pande-
mie 2002/2003 bezeichnete Ausbruch forderte etwa
1000 Todesopfer. In jiingster Zeit haben die Vogel-
und die Schweinegrippe die Welt in Spannung ge-
halten — tierpathogene Viren wurden schlagartig fiir
den Menschen gefihrlich. Diese Ereignisse verdeut-
lichen, wie wichtig es ist, molekulare Prozesse der
Virusinfektion, d.h. den Eintritt der Viren in die
Zelle und die Bildung neuer Viruspartikel, zu verste-
hen. Nur auf diesem Wissen basierend kénnen Stra-
tegien zur gezielten Hemmung von Infektionen
entwickelt werden. Wie schwierig das ist, sei daran
illustriert, dass es bis heute trotz weltweit immenser
personeller und finanzieller Aufwendungen nicht
vollstindig gelungen ist, die Aggressivitit des Influ-
enzavirus, welches 1918/1919 die >Spanische Grip-
pe< verursacht und etwa 40 Millionen Menschenle-
ben gekostet hat, zu verstehen.

Fiir eine erfolgreiche Bekimpfung der Virusinfekti-
on und -ausbreitung ist eine systematische und
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umfassende interdisziplinire Erforschung einer-
seits der viralen Komponenten, welche fiir die
Virus-Zell-Wechselwirkung verantwortlich sind,
und andererseits der hinter einer Virusinfektion
stehenden Zellbiologie notwendig. Seit Ende 2009
fordert die EU mit 3.8 Millionen Euro ein durch die
HU Berlin koordiniertes internationales For-
schungs- und Trainingsnetzwerk VIRUS ENTRY:
Molecular Mechanisms of Cell Entry of Enveloped Vi-
ruses, welches sich mit den molekularen Mechanis-
men des Eintritts von Hillviren in die Zelle und
der Bildung neuer Viren beschiftigt (www2.hu-ber-
lin.de/virusentry; Sprecher: Prof. A. Herrmann).
Virologen, Zell- und Molekularbiologen, Biochemi-
ker, Biophysiker, Experimentatoren und Theoreti-
ker aus 11 Arbeitsgruppen (Frankreich, Niederlan-
de, Schweden, Schweiz, Israel, Deutschland) des
akademischen sowie industriellen Bereichs werden
im Rahmen gemeinsamer Forschungsprojekte mit
jungen Wissenschaftlern ein Trainingsnetzwerk
aufbauen, das moderne Methoden der verschiede-
nen Gebiete komplementir anwendet. Zwei Ge-
sichtspunkte seien herausgegriffen: Zum einen er-
lauben neueste Entwicklungen auf dem Gebiet der
Lichtmikroskopie Einblicke in einzelne lebende
Zellen, die bis auf die Ebene einzelner Molekiile
reichen. Zum anderen haben jingste Studien ge-
zeigt, wie wichtig das Verstindnis der durch eine
Virusinfektion beeinflussten zelluliren Netzwerke
des Metabolismus, der Signaltransduktion und der
Genregulation fiir eine gezielte Hemmung ist. Oh-
ne die Expertise von Theoretikern, die in den letz-
ten Jahren in beeindruckender Weise wesentliche
Fortschritte bei der in silico Modellierung solcher
Netzwerke erreicht haben, kann der Einfluss einer
Infektion auf diese komplexen Netzwerke nicht ver-
standen werden. Ebenso ist die Expertise von theo-
retischen Physikern erforderlich, um z.B. die Phy-
sik der Bildung neuer Viren zu verstehen. Es ist aus
physikalischer Sicht ohne weiteres nicht offensicht-
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lich, warum sich solche kleinen, hoch gekriimmten
Strukturen wie Viren ausbilden kénnen.

Moderne physikalische und zellbiologische Metho-
den gestatten einen sehr detaillierten Einblick in die
Prozesse der Virusinfektion auf mikroskopischer
und submikroskopischer Ebene. Wir wollen hier am

Beispiel eigener Studien zeigen, wie die verschiede-

nen Schritte des Eindringens eines Hiillvirus in die
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Zelle und der Bildung neuer Viren mittels zeitlich
und riumlich hoch auflésender Methoden verfolgt
werden kénnen. Dazu werden wir als Virus das Influ-
enzavirus auswihlen (Abb. 1A). Dieses Virus ist
eines der am besten untersuchten Hiillviren, d.h.
Viren, die von einer Hiille, einer Lipidmembran, um-
geben sind. Dieses Virus hat mafigeblich zum Ver-
stindnis der Infektion von Zellen durch andere Hiill-
viren, wie z.B. das HIV, das Ebola- oder das SARS-Vi-
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rus, beigetragen. Es wird deutlich werden, dass nur
eine interdisziplinire Kooperation solche Untersu-
chungen ermdglicht. Insbesondere integrative For-
schungsprojekte gemeinsam mit Chemikern, Physi-
kern und Informatikern erweisen sich als sehr erfolg-
reich. Viele der vorgestellten Ergebnisse wurden an
der gerade eingerichteten Mikroskopieabteilung des
Instituts fiir Biologie (Leiter: Dr. T. Korte) erzielt. Ein-
gebunden sind die Arbeiten in das Zentrum fiir Bio-
physik und Bioinformation (BPI), das Zentrum fiir
Infektionsbiologie (ZIBI) und das Graduiertenkolleg
1121 Genetic and Immunologic Determinants of Patho-

gen-Host Interactions (Sprecher: Prof. R. Lucius).
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In Abb. 2 sind die verschiedenen Schritte der Infek-
tion einer Zelle durch Influenzaviren beginnend
von der Bindung an die Zelloberfliche bis hin zur
Bildung und Freisetzung neuer Viren schematisch
dargestellt. Der erste Schritt der Infektion ist die
Anheftung der Influenzaviren an die Zellober-
fliche, die durch das virale Protein Himagglutinin
(HA) vermittelt wird. Viele schliefen mit diesem
Protein jedes Jahr Bekanntschaft, auch wenn sie
keine Influenzainfektion haben. Himagglutinin,
das aus Viren, die aktuell als risikoreich fiir die
menschliche Gesundheit betrachtet werden, isoliert

wird, ist eine wesentliche Komponente der Grippe-
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schutzimpfung. Nach Impfung bildet unser Im-
munsystem Antikorper gegen das HA und erlangt
somit die Fihigkeit einer spezifischen und effekti-
ven Abwehr spiterer Influenzavirusinfektionen.

Das HA erkennt auf der Zelloberfliche wirtsspezi-
fische sialinsdurehaltige Kohlenhydrate, an die es
bindet. Dieser Vorgang ist ein Ansatzpunkt fiir die
Entwicklung von Substanzen, die ebenfalls an HA
binden und somit das Anheften des Virus an die
Zelloberfliche verhindern koénnen. Fir die Ent-
wicklung optimaler Inhibitoren ist u.a. die quanti-
tative Charakterisierung der Kraft, mit der das
Virus an der Zelloberfliche festgehalten wird, von
Interesse. Es ist heute moglich, diese Kraft fiir ein
einzelnes Virus bis hin zu einem einzelnen HA
mit der Rasterkraftspektroskopie zu bestimmen.
(ADD. 3). Unsere im Rahmen des SFB 765 Multiva-
lenz als chemisches Organisations- und Wirkprinzip

(Sprecher: Prof. R. Haag, FU Berlin) erzielten Er-

Abb. 3:

Messung der Bindungskraft zwischen Virus und
Wirtszelle

Die Rasterkraftspektroskopie kann die Wechsel-
wirkung zwischen einzelnen Molekiilen mes-
sen. In unserem Falle wird das Virus iiber einen
chemischen Linker (Rankl et al., PNAS (2008),
pp. 17778) an die duflerst feine, nanoskopische
Spitze des Cantilevers (Blattfeder) gekntipft. Die
Spitze mit dem Virus wird nun tiber der Zell-
oberfliche auf und ab bewegt. Dabei wird die
Auslenkung (Verbiegung) durch einen auf dem
Cantilever reflektierten Laserstrahl ausgelesen.
Bindet nun bei Kontakt mit der Zelloberfliche
das Virus an einen geeigneten Rezeptor (Car-
toon rechts unten, 1), so ist eine messbare Bin-

dungskraft notwendig (2), um das Virus von der
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gebnisse zeigen, dass die typische Kraft der Bin-
dung im Bereich von wenigen PicoNewton
(~10 pN) liegt. Ein Vergleich zur Veranschauli-
chung: Wenn alle Menschen der Erde sich beim
Anheben einer 1 Euro-Miinze beteiligen wiirden,
entspriche die aufgewendete Kraft eines einzelnen
lediglich 10 pN.

Nach dem Andocken an die Zielzelle wird das In-
fluenzavirus iiber Endozytose in die Zelle aufge-
nommen. Dabei wird das Virus von der Plasma-
membran umbhiillt, die sich dann als Vesikel in die
Zelle abschniirt. Die Endozytose ist ein fiir die Zel-
le typischer Prozess, der zur Aufnahme von Sub-
stanzen, wie z.B. Eisen, dient. Das Virus nutzt also
einen Vorgang, der ohnehin vorhanden ist; es be-
treibt highjacking. Wir kénnen mit hochauflésen-
den fluoreszenzmikroskopischen Techniken rium-
lich und zeitlich die Spur eines einzelnen Virus in
einer lebenden Zelle verfolgen. Dazu werden an
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Oberfliche zu entfernen, d.h. abzureiflen (3).
Rechts oben ist die Kraft fiir die einzelnen Schritte
als Funktion des Abstandes zwischen Virus und
Zelloberfliche gezeigt.
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das Virus fluoreszierende Sonden gekoppelt

(ADD. 4).

Nach der Endozytose bemerkt die Zelle das Virus
noch nicht: sein Genom, das fiir die Infektion der
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Abb. s5:

Hamagglutinin vermittelt die Fusion von

Membranen

Um den Fusionsprozess zu visualisieren, kann
man einen Trick nutzen. Das Himagglutinin wird
an der Plasmamembran ausgewihlter Zellen expri-
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Zelle unbedingt in das Zytosol und danach in den
Zellkern gelangen muss, ist nun noch durch zwei
Hiillen — die Virusmembran und die Vesikelmem-
bran — verpackt. Das Virus benétigt nun einen
Weg, um sein Genom, die 8 VRNPs (Abb. 1A), frei-

Abb. 4:

Spur eines einzelnen Virus in einer lebenden
Zelle

Die Spur eines einzelnen, zuvor fluoreszenz-
markierten Virus (rot) kann in einer lebenden
Zelle verfolgt werden. Oben: Lokalisation des
Virus nach 0, 70, 150 und 220 Sekunden. Unten:
Gesamtspur in der Zelle (links) und in einem
Koordinatensystem aufgetragen (rechts). Gestri-

chelte Linie: Plasmamembran.

miert (A, oben). Auch wenn artifiziell, ist damit
eine riesige Virusoberfliche geschaffen worden.
An diese bindet man nun fluoreszenzmarkierte
Erythrozyten (rote Blutzellen), die auf ihrer
Oberfliche Sialinsiuren tragen, und somit als
Modellmembran fiir das endosomale Vesikel
dienen. Sowohl die Membran (rot) als auch das
Lumen (griin) der Erythrozyten sind markiert.
Nach Bindung erniedrigt man — in Analogie
zum Endosom — den pH Wert und das Himag-
glutinin vermittelt nun die Fusion der Membra-
nen. Dabei kann man parallel das Verschmelzen
der Membranen (rote Fluoreszenz; B,D) und der
zytosolischen Inhalte (griine Fluoreszenz; C,E)
verfolgen. Die erfolgreiche Fusion erkennt man
daran, dass in den oberen Fotos (B, C) nur die
kleineren roten Blutzellen fluoreszieren (vor Fu-
sion), in den unteren Fotos die grofien, das HA
exprimierende Zellen leuchten (nach Fusion).

1-2/2010



FORSCHUNG

zusetzen. Das »molekulare Besteck« hierfiir be-
sitzt das Virus wiederum in Form des HA, das fiir
diese Aufgabe aktiviert werden muss. Dafiir nutzt
das Virus erneut eine natiirliche Gegebenheit der
Zelle aus: in der Membran des Vesikels sind Zell-
proteine vorhanden, welche Wasserstoffionen in
das Vesikellumen pumpen und dieses somit an-
sduern, d.h. den pH-Wert im Inneren senken. Die
Ansiduerung 16st eine Strukturumwandlung des
HA aus, welche nicht nur eine stabile Verbindung
zwischen der Virus- und der Vesikelmembran her-
stellt, sondern deren Verschmelzung (Fusion) ver-
mittelt. Dadurch kénnen nun die vRNPs frei-
gesetzt werden. Der Fusionsprozess lisst sich

durch einige Tricks visualisieren (Abb. 5).

Das Verstindnis der Strukturumwandlung des HA
ist von groflem Interesse. Zum einen bietet sie
ebenfalls einen Ansatz fiir die Entwicklung spezifi-
scher Inhibitoren, die eine solche Umwandlung —
und damit eine Freisetzung des viralen Genoms
und Infektion der Zelle — verhindern. Zum ande-

Abb. 6:

Detektion der viralen mRNA in lebenden Zellen
Eine in die infizierte Zelle eingebrachte Sonde
bindet komplementir an virale mRNA. Die Son-
de verfiigt tiber ein Fluorophor, welches nur
leuchtet, wenn es an die virale mRNA mit der
korrekten Sequenz bindet. Sollte die Sequenz
fehlerhaft oder nicht vorhanden sein, bleibt die
Sonde dunkel. A. In infizierten Zellen leuchtet
die Sonde nach sequenzspezifischer Bindung
an die virale mRNA. B. In Kontrollzellen (nicht
infiziert) leuchten die Sonden nicht. Rechts:
Ubersichtsbilder. Diese Untersuchungen wer-
den gemeinsam mit der AG von Prof. O. Seitz
am Institut fiir Chemie der HU, die die Sonden
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ren sind Erkenntnisse zur Strukturumwandlung
des HA wichtig fiir das Verstindnis entsprechen-
der Verinderungen von Fusion vermittelnden Pro-
teinen anderer Hiillviren, wie z.B. Ebola, HIV und
SARS. Eine bemerkenswerte Erkenntnis ist, dass
sich keine virusspezifischen Veridnderungen der
Proteinstruktur entwickelten, sondern dieselben
strukturellen Motive, die zur Fusion fiithren, von
diesen Viren genutzt werden. Nicht nur das — dhn-
liche strukturelle Motive werden bei Proteinen, die
fur die Verschmelzung der Eizelle mit einem Sper-
mium verantwortlich sind, vermutet. Es gibt ver-
schiedene, in jedem Fall aufwendige und heraus-
fordernde Methoden, die dreidimensionale Struk-

tur von Proteinen aufzukliren (Abb. 1B).

Nach der Freisetzung der vRNPs in das Zytosol
werden diese in den Zellkern transportiert. Die ge-
bildete virale Boten-Ribonukleinsiure (messenger-
RNA (mRNA)) wird in das Zytosol transportiert.
Diese mRNA codiert die genetische Information
fur die viralen Proteine, welche unter Nutzung der

A

korrekte

Sequent

Ziel mRMA TEIT i1}
m . LR (11
I....I||l||||l. B ———
Sonde mi TREERITIRRRE
FII‘:_‘:;::__L I|Irri'frr|l|

Fehler in der
Sequenz

entwickelt und synthetisiert hat, im Rahmen eines
DFG-Projektes durchgefiihrt.
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zelluliren Netzwerke synthetisiert werden. In Zu-
sammenarbeit mit Chemikern der HU (AG Prof.
O. Seitz) ist es gelungen, das Auftreten der viralen
mRNA in der infizierten Zelle zeitlich und rdum-
lich durch neuartige, fluoreszierende Sonden zu
erfassen (Abb. 6). Damit kénnen nicht nur wesent-
liche Erkenntnisse iiber die zeitliche Abfolge der
Virusinfektion gewonnen, sondern auch neue An-
sitze der Diagnostik und Privention einer Infekti-

on verfolgt werden.

Im Zytosol, z.T. am endoplasmatischen Retiku-

lum, werden virale Proteine synthetisiert, die dann

grine Flereszerg

Dendra2

Bendrad

Abb. 7:

Transport des viralen Nukleoproteins in leben-
den Zellen

Oben: Wenn das griin fluoreszierende Protein
Dendra2 in einer Zelle exprimiert wird, ist es im
gesamten Zytosol und dem Zellkern verteilt.
Durch einen punktuell ausgerichteten blauen
Lichtblitz wird Dendra2 in ein rot fluoreszieren-
des Protein umgewandelt. Die mit der Zeit zu-
nehmende Ausbreitung der roten Fluoreszenz
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unterschiedliche Transportrouten in der Zelle neh-
men. Die Nukleoproteine (NP) werden in den Kern
transportiert, wo diese mit neu gebildeter, das vira-
le Genom codierender RNA zu vRNPs zusammen-
gesetzt werden. Diesen Transport in und aus dem
Kern kann man wiederum mit hochempfindlichen
fluoreszenzmikroskopischen Techniken verfolgen.
Zur Visualisierung im Fluoreszenzmikroskop wird
mittels molekularbiologischer Methoden ein griin
fluoreszierendes Protein spezifisch an das NP ge-
koppelt. Dieses mit dem NP verbundene leuchten-
de Protein hat zudem eine besondere Eigenschaft:

eine durch kurzzeitige Anregung mittels blauem

rofe Fluoreszenz

l:mm||||||||||||||||||||||||||||||||||||
{Enﬁ||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Oms 480 me 35z

zeigt die hohe Beweglichkeit des Proteins an.
Unten: Das griin fluoreszierende Dendra2 ist
fest an das im Zellkern befindliche virale Nu-
kleoprotein NP gekoppelt. Im Gegensatz zum
obigen Falle verbreitet sich die rote Fluoreszenz
nach Blaulichtbestrahlung nur schwach oder
gar nicht. Daraus kann geschlussfolgert werden,
dass das NP in diesem Stadium an Kernkompo-

nenten gebunden im Kern vorliegt.
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Licht induzierte Strukturinderung lisst es rot
leuchten. Regt man die Zelle nur punktuell an, so
kann man untersuchen, wie sich das NP von die-
sem Punkt aus in der Zelle fortbewegt (Abb. 7).

Die vRNPs werden nun aus dem Kern zur Plasma-
membran der infizierten Zelle transportiert. An
der Plasmamembran reichern sich durch noch un-
verstandene Prozesse simtliche fiir die Bildung in-
fektioser Viren notwendigen viralen Komponenten
lokal an. Dieser Vorgang kann wiederum mittels

Fluoreszenzmikroskopie in lebenden Zellen unter-
sucht werden (Abb. 8).
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Vollig unverstanden ist der Mechanismus der
Krimmung der Membran, die nachfolgend zu ei-
nem sich abschniirenden Influenzavirus fiihrt. Ins-
besondere bleibt zu kliren, wie gewihrleistet wird,
dass die vollstindige genetische Information in
Form der 8 vRNPs in einem Virus verpackt wird.
Ganz sicher werden die modernen Verfahren der
Licht- und Elektronenmikroskopie in Kombination
mit molekular- und zellbiologischen Methoden die
entscheidenden Einblicke in diese Prozesse ge-

wihrleisten.
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