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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1 Das Influenzavirus

Das Influenzavirus (IV) gehért zu der Familie der Orthomyxoviridae und besitzt, wie alle
Mitglieder der Familie, ein einzelstréangiges, segmentiertes RNA-Genom mit negativer
Polaritat. Die Viruspartikel haben eine sphérische oder ellipsoide, zum Teil aber auch
filamentése Form mit einem Durchmesser von ca. 80-120nm. Eine Besonderheit
innerhalb der RNA-Viren ist, dass das IV im Kern der Wirtszelle repliziert (Shaw, 2013).
Das IV wird in die Genera A, B und C unterteilt, wobei nur die Genera A und B klinisch
relevant sind. Die Influenza-A-Viren (IAV) werden nach ihren Oberflachenproteinen,
Neuraminidase (NA) und Hamagglutinin (HA) subtypisiert. Influenza-A- und B-Viren
verursachen Infektionen der oberen Atemwege mit Fieber bis hin zur schweren
Pneumonie und sind durch Aerosole oder Tropfchen Ubertragbar. Infektionen mit dem
Influenza-C-Virus (ICV) dagegen &uBern sich meist in milden Erkaltungen. Die meisten
IV-Infektionen treten in den Wintermonaten auf. Nach einer Inkubationszeit von bis zu
4 Tagen kommt es zu Symptomen wie Fieber, Husten, Kopf- und Gliederschmerzen
(Eccles, 2005). Je nach physischer Verfassung und Immunstatus des Patienten
kénnen die Infektionen schwere Verlaufe haben. So mussten beispielsweise in der
Grippe-Saison 2012/2013 ca. 32000 Patienten in Deutschland hospitalisiert werden
(www.rki.de; Bericht zur Epidemiologie der Influenza in Deutschland Saison 2012/13).

Alle humanen IV sind aviaren Ursprungs. So gelten wildlebende Wasservégel als das
Reservoir fur IV (Webster et al., 1992). Durch die hohe Replikationsfehlerrate der
viralen Polymerase kommt es haufig zu Punktmutationen im Genom des Virus. Kommt
es durch diese hohe Mutationsfrequenz zu Veranderungen der Oberflachenantigene
(HA, NA), nennt man dies antigenic drift. Weiterhin kann es durch die Segmentierung
des Genoms zu Neugruppierungen der RNA-Segmente kommen, wenn zwei
unterschiedliche Viruspartikel eine Zelle infizieren (antigenic shiff). Dadurch kdénnen
neue Virussubtypen mit veranderter Wirtsspezifitdt und Pathogenitat entstehen, was
unter anderem zu Pandemien fihren kann. Im 20. Jahrhundert kam es durch den
antigenic shift zu vier groBen Pandemien: die Spanische Grippe (1918/1919), die
asiatische Grippe (1957/1958), die Hong Kong Grippe (1968/1969) und die russische
Grippe (1977). Durch die veréanderte Wirtsspezifitdt kommt es zu Zoonosen. So wurden
Influenzaviren von Wildvégeln auf Gefligel, marine Sauger, Schweine, Pferde und
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1. Einleitung

Menschen (ibertragen. Zudem kann es auch eine Ubertragung der Viren von
Schweinen zu Menschen und von Gefligel zu Menschen geben (Wright, 2013).

1.1.1 Die Struktur des Influenza-A-Virus

Das umhdlite Influenza-A-Virus (IAV) besitzt acht RNA-Segmente, die flr mindestens
10 virale Proteine codieren. Auf der von der Wirtszelle stammenden Lipidmembran des
IAV gibt es drei Oberflachenproteine: HA, NA, M2. Das Hamagglutinin (HA) ist wichtig
fir das Binden des Virus an der Wirtszelloberflache und fir die Membranfusion mit der
Wirtszellmembran (Skehel and Wiley, 2000). Die Neuraminidase (NA) spielt durch die
enzymatische Funktion bei der Spaltung von Sialinsauren eine wichtige Funktion beim
Ablésen neu gebildeter Virionen von der Wirtszelle. Das Matrixprotein M2 ist ein
lonenkanal und wichtig fir das Freilassen der Ribonukleoproteinkomplexe (RNP) in
den Kern der Wirtszelle (Pinto et al., 1992). Das Matrixprotein M1 liegt direkt unter der
Membranhlle und dient als strukturgebendes Protein. Das virale Genom (vRNA), die
drei Untereinheiten (PB1, PB2 und PA) der viralen RNA-abhangigen RNA-Polymerase
(RdRp) und das Nukleoprotein (NP) formen den sogenannten
Ribonukleoproteinkomplex (RNP) (Braam et al., 1983). Jeweils 24 Nukleotide der RNA
sind an ein NP gebunden (Ortega et al., 2000). Das nuclear export protein/
nonstructural protein 2 (NEP/NS2) ist ein Spliceprodukt des NS-Gens und wichtig fur
den Export der RNPs aus dem Kern ins Zytoplasma der Wirtszelle. Das nonstructural
protein 1 (NS1) findet man nicht im Virion, sondern nur in infizierten Zellen. Dort dient
es zur Unterdrliickung der Wirtszellimmunantwort (Shaw, 2013).

Hamagglutinin (HA)

Matrixprotein (M1}
i Neuraminidase (NA)

_ “

Polymeraseeinheiten (PB1, PB2, PA)

Nukleoprotein (NP)

Matrixprotein2 (M2}
Muclear export protein (NEP/NS2)

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Influenza-A-Virions
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Das Influenza-A-Virus enthélt 8 einzelstrangige RNA-Segmente mit negativer Polaritat, die flir mindestens
10 Proteine codieren: Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA), Matrixprotein 1 (M1), Matrixprotein 2
(M2), nuclear export protein (NEP/NS2), nonstructural protein 1 (NS1). Die Polymeraseeinheiten PA, PB1
und PB2 bilden mit dem Nukleoprotein (NP) und der RNA die sogenannten Ribonukleoproteinkomplexe
(RNP). Die Abbildung ist modifiziert aus der Quelle: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/6.html,
6.8.2014.

1.1.2 Die Struktur des Influenza-B-Virus

Das Influenza-B-Virus (IBV) ist strukturell ahnlich aufgebaut wie das IAV. In der
Lipidhdlle sind 3 Proteine eingebettet: HA, NA und BM2. Wie beim IAV befinden sich
das M1 Protein, NEP/NS2 und die RNPs im Inneren des Partikels (Shaw, 2013). Das
BM2 ist, wie das M2 beim |AV, ein lonenkanal und spielt eine wichtige Rolle im
Replikationszyklus des IBV (Odagiri et al., 1999; Pinto and Lamb, 2006). Zudem wird in
der Literatur ein weiteres Membranprotein, das NB, als lonenkanal beschrieben
(Betakova et al., 1996). Wie das IAV besitzt das IBV ebenfalls acht RNA-Segmente
(Racaniello and Palese, 1979).

Matrixprotein (M1)

Neuraminidase (NA)

Matrixprotein 2 (BM2)
Nuclear export protein (NEP/NS2)

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Influenza-B-Virions

Das Influenza-B-Virus enthélt 8 einzelstrangige RNA-Segmente mit negativer Polaritat, die fiir 10 Proteine
codieren: Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA), Matrixprotein 1 (M1), Matrixprotein 2 (BM2), nuclear
export protein (NEP/NS2), nonstructural protein 1 (NS1). Die Polymeraseeinheiten PA, PB1 und PB2
bilden mit dem Nukleoprotein (NP) und der RNA die sogenannten Ribonukleoproteinkomplexe (RNP). Die
Abbildung ist modifiziert aus der Quelle: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/80.html, 6.8.2014.
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1.1.3 Die Struktur des Influenza-C-Virus

Das Influenza-C-Virus (ICV) besitzt eine netzartige Struktur und bildet auf der
Oberflache infizierter Zellen mit ca. 500um ungewdhnlich lange kordeléhnliche
Strukturen (Muraki et al., 2004). Wie IAV und IBV besitzt es RNPs bestehend aus 3
Polymeraseeinheiten (PB1, PB2 und P3) und dem NP, wobei nur PB1 und PB2
homolog zu den Polymeraseeinheiten von |AV und IBV sind (Yamashita et al., 1989).
Das M1 dient auch hier als Strukturprotein und das NEP/NS2-Protein spielt eine
wichtige Rolle bei dem Export der RNPs aus dem Kern. Allerdings besitzt das ICV nur
7 RNA-Segmente. Im Gegensatz zu IAV und IBV werden beim ICV die Funktionen des
HA und der NA in dem Glykoprotein Hemagglutinin-esterase-fusion (HEF) vereint
(Herrler et al., 1988; Nakada et al., 1984). Das CM2 Glykoprotein ist ebenfalls ein
Membranprotein und strukturell analog zum M2 des IAV und BM2 des IBV (Pekosz and
Lamb, 1997).

)W'\‘ ) / Matrixprotein (CM1)

. Fany o a0 . ]
B LATEEHETY Y e Hemagglutinin-esterase-fusion (HEF)
T iy .ot TR W

:  Polymeraseeinheiten (PB1, PB2,P3)

- Nukleoprotein (NP)

lonenkanal (CM2)
Nuclear export protein ([NEP/NS2)

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Influenza-C-Virions

Das Influenza-C-Virus enthalt 7 einzelstrangige RNA-Segmente mit negativer Polaritat, die fir 9 Proteine
codieren: Hemagglutinin-esterase-fusion (HEF), Matrixproteine CM1 und CM2, nuclear export protein
(NEP/NS2), nonstructural protein 1 (NS1). Die Polymeraseeinheiten P3, PB1 und PB2 bilden mit dem
Nukleoprotein (NP) und der RNA die sogenannten Ribonukleoproteinkomplexe (RNP). Die Abbildung ist
modifiziert aus der Quelle: http://viralzone.expasy.org/all_by_species/81.html; 6.8.2014.
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1.1.4 Der Replikationszyklus

Das IV bindet mittels der Rezeptordoméane des HA an Glykoproteine bzw. Glykolipide
auf der Wirtszelloberflache, die Sialinsduren enthalten, wobei verschiedene HAs eine
Spezifitat flr verschiedene VerknlUpfungen der Sialinsauren aufweisen. So binden
humane |V bevorzugt an Sialinsauren, die Uber eine a2,6-Bindung mit der Galaktose
(SA-a2,6Gal) verknipft sind. Dagegen binden aviare IV bevorzugt an Sialinsduren, die
Uber eine a2,3-Bindung mit der Galaktose (SA-a2,3Gal) verknipft sind (Connor et al.,
1994). Das HEF des ICV bindet an 9-O-acetylierte Neuraminsaurederivate (Herrler et
al.,, 1985). Die Aufnahme des Virus geschieht durch Clathrin-vermittelte Endozytose
(Matlin et al., 1981). Durch die Herabsetzung des pH-Wertes im Endosom kommt es
durch strukturelle Anderungen des HA zur Fusion der Virionenmembran mit der
Endosomenmembran und zur Freisetzung der RNPs (Matlin et al., 1981; Stegmann,
2000). Die freigesetzten viralen RNPs werden anschlieBend aktiv in den Kern
transportiert (Martin and Helenius, 1991). Der Import der RNPs in den Kern der
Wirtszelle ist hauptséachlich abhangig vom Kernlokalisationssignal (NLS) des NP
(Neumann et al., 1997). Der energieabhangige Import erfolgt mittels Bindung des NLS
des NP an Karyopherin a und Karyopherin 3 als trimarer Komplex (O'Neill et al., 1995;
Shaw, 2013) (siehe auch Abbildung 5).

Im Kern wird die virale RNA (VRNA) in messenger RNA (mRNA) transkribiert. Daflr ist
zunachst die Bindung des PB2 an die Cap-Struktur der mRNA der Wirtszelle (cap
snatching) und die Endonukleasefunktion des PA wichtig (Dias et al., 2009; Krug,
1981). Die Elongation der RNA wird durch die Polymerasefunktion des PB1 katalysiert
(Kolpashchikov et al., 2004). Am 5-Ende befindet sich eine Abfolge von Uridin-Resten,
die fir die Polyadenylierung der mRNA durch PB1 wichtig ist (Li and Palese, 1994).
Die Segmente 7 und 8 von IAV, das Segment 8 von IBV und die Segmente 6 und 7
von ICV werden zudem gespleif3t, da sie flir mehr als ein Protein codieren (Briedis and
Lamb, 1982; Lamb and Lai, 1980; Lamb et al., 1981; Nakada et al., 1986; Yamashita et
al., 1988).

Die Replikation erfolgt Uber zwei Schritte. Zunachst wird eine komplementédre RNA
(cRNA) mit positiver Polaritat synthetisiert. Diese dient dann als Matrize fir die Bildung
neuer VRNAs (Shaw, 2013). Die neugebildeten RNPs werden mit Hilfe von M1 und
NEP/NS2 aus dem Kern transportiert (Cros and Palese, 2003). Auf den nuklearen
Export der RNPs wird in Kapitel 1.1.5 ndher eingegangen. Auch bei IBV und ICV
spielen die NEP/NS2-Proteine eine wichtige Rolle bei dem Export der RNPs aus dem
Kern (Paragas et al., 2001). Die Membranproteine HA, NA und M2 werden Uber das
Endoplasmatische Retikulum bzw. den Golgi-Apparat zur Plasmamembran
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transportiert. M1 spielt durch seine Verbindung der Oberflachenproteine mit den RNPs
ebenfalls eine wichtige Rolle beim Knospungsprozess neuer Virione (Gomez-Puertas
et al., 2000). Die Abspaltung der neugebildeten Virione erfolgt mit Hilfe der
enzymatischen Funktion der NA bzw. des HEF von der apikalen Plasmamembran von
polarisierten Zellen (Ghate and Air, 1999; Palese and Compans, 1976; Schmitt and
Lamb, 2005; Vlasak et al., 1989).
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Abbildung 4: Der Replikationszyklus des Influenzavirus

Nach Adsorption des Virus mittels HA an den Wirtszellrezeptor erfolgt die Aufnahme durch
rezeptorvermittelte Endozytose. Mit Hilfe des lonenkanals M2 wird der pH-Wert im Endosom herab gesetzt
und es kommt zur Verschmelzung der Virusmembran mit der Endosomenmembran. Die freigesetzten
RNPs werden in den Kern transportiert. Dort findet zum einen die Replikation Gber cRNA in vRNA und die
Transkription in mRNA statt. Im Zytoplasma wird die mMRNA translatiert und die Proteine posttranslational
modifiziert. Die neugebildeten RNPs werden aus dem Kern transportiert, damit sie an der Zellmembran
verpackt werden. Neue Virione werden mit Hilfe der NA von der Wirtszelloberflache abgespalten.
Abbildung wurde von S. Pleschka erstellt.
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1.1.5 Nuklearer Export der Ribonukleoproteinkomplexe

Auf Grund dessen, dass die Replikation bzw. Transkription des viralen Genoms im
Kern der Wirtszellen, aber die Translation und Verpackung der RNPs in neue Virione
im Zytoplasma stattfinden, unterliegen die RNPs einem standigen bidirektionalem
Transport tber die Kernmembran. Gerade der Export der RNPs aus dem Kern stellt ein
sogenanntes Nadeldhr bei der I1V-Replikation dar.

Es ist bekannt, dass M1 mit dem NEP/NS2 und den RNPs im Kern assoziiert (Akarsu
et al., 2003; Huang et al., 2001). NEP/NS2 interagiert zwar nicht direkt mit den RNPs,
ist aber, durch die Interaktion mit dem zellularen Exportrezeptor Chromosomal
Maintenance-1 (Crm-1) und verschiedenen Nukleoporinen (Nup) der Kernporen, ein
wichtiges  Adaptermolekil  zwischen dem  M1-RNP-Komplex und des
Exportmechanismus (Neumann et al.,, 2000; O'Neill et al., 1998). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass auch NP mit dem Exportrezeptor Crm-1 interagiert und damit
eine wichtige Rolle sowohl beim Import als auch beim Export der RNPs spielt (Elton et
al., 2001).

Crm-1 (Chromosomal Maintenance-1), auch Exportin 1 genannt, ist ein Mitglied der
Importin-B-Familie. Es ist zustandig fur den Transport zahlreicher Proteine und RNA in
beiden Richtungen durch die Kernporen (Mattaj and Englmeier, 1998). Crm-1 bindet
direkt an Methionin/Leucin-reiche, nukledre Exportsignale (NES) der Cargoproteine
und formt zusammen mit Ras-related nuclear protein-GTP (RanGTP) einen triméaren
Komplex. Der Komplex transloziert schrittweise durch die Kernpore ins Zytoplasma, wo
das Cargoprotein dissoziiert (Nguyen et al., 2012). Durch die Lokalisation des Ran-
GTPase-aktivierenden Proteins (RanGAP) im Zytoplasma ist das meiste
zytoplasmatische Ran in der GDP-gebundenen Form (Wente and Rout, 2010). Durch
die hohe Konzentration an Ras-related nuclear protein-GDP (RanGDP) im Zytoplasma
assoziieren Importin-a/f mit Cargoproteinen, die ein NLS enthalten und transportieren
diese in den Kern (Kodiha and Stochaj, 2012). Der Guaninnukleotid-Austauschfaktor
(RCC1) im Kern bewirkt, dass das nukledare Ran meist in GTP-gebundener Form
vorliegt (Ohtsubo et al., 1989). Ran-GTP fluhrt zum einen zur Dissoziation der
Cargoproteine von dem Importrezeptor und zum anderen zur Assoziation der
Cargoproteine mit dem Exportrezeptor (Rexach and Blobel, 1995). Auf Grund der
Lokalisation verschiedener Ran-Modulatoren im Kern und im Zytoplasma kommt es zu
einem Gradienten von RanGTP und RanGDP. Dies ist die treibende Kraft flir den
Kernimport und Kernexport (Kodiha and Stochaj, 2012).
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Zudem ist bekannt, dass Crm-1 mit verschiedenen Kernporenbestandteilen wie
Nup153 und Nup214 interagiert, welche zudem Caspasesubstrate sind (Fischer et al.,
2003; Fornerod et al., 1997). Der aktive, Crm-1-abhéngige Transport l&sst sich mit Hilfe
von Leptomycin B (LepB) inhibieren (Watanabe et al., 2001).

Import

Cytoplasm
MNucleus
NPC
R
Export

t RanGTP

Abbildung 5: Ubersicht Giber den Kernimport- und Kernexportmechanismus

Der Kernimport erfolgt mit Hilfe des Carrierproteins Importin-g und des Adapterproteins Importin-a. Durch
die hohe Konzentration an Ras-related nuclear protein-GDP (RanGDP) im Zytoplasma assoziieren
Importin-a/B mit Cargoproteinen, die ein NLS enthalten und transportieren diese in den Kern. Durch die
hohe Konzentration von Ras-related nuclear protein-GTP (RanGTP) im Kern dissoziiert das Cargo vom
Importin-o/B-Komplex. Wiederum ist RanGTP im Kern wichtig fir die Bildung des Exportkomplexes,
bestehend aus Crm-1 und dem NES-enthaltenen Cargoprotein. Abbildung aus (Kodiha and Stochaj,
2012).
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1.2 Signalmechanismen in der Influenzavirus-infizierten Zelle

In der IV-infizierten Zelle werden eine Vielzahl von Signalkaskaden ausgel6st, um den
Eindringling zu bekampfen. Auf der anderen Seite versucht das Virus die Wirtszelle so
zu manipulieren bzw. die antiviralen Mechanismen so auszunutzen, dass die eigene
Replikation vorangetrieben wird. In diesem Kapitel soll zun&chst ein Uberblick tiber die
wichtigsten, in der IV-infizierten Zelle ausgelésten Signalmechanismen gegeben
werden. In den Unterkapiteln wird dann auf die fir diese Arbeit relevanten Signalwege
naher eingegangen.

Durch die IV-Infektion wird der Mitogen-aktivierte Proteinkinase-Signalweg (MAPK)
ausgelodst, der fur die Regulation verschiedener zellularer Prozesse wie Proliferation,
Differenzierung, Zellaktivierung und die Immunantwort wichtig ist (Dong et al., 2002;
Ludwig et al., 2006). Vier verschiedene Mitglieder der MAPK-Familie sind bekannt:
ERK (extracellular signal-regulated kinase), JNK (Jun-N-terminal kinase), p38 und
BMK-1 (Big MAP kinase) (Pearson et al., 2001). Alle MAPK-Mitglieder werden durch

die Phosphorylierung an einem Threonin- und einem Tyrosinrest aktiviert.

ERK1 und ERK2 werden durch die Kinasen MEK1 und MEK2 aktiviert, die wiederum
durch die Serin-Threonin-Kinase Raf kontrolliert werden. p38 wird durch MKK3/6
aktiviert und reguliert die Expression sowohl von Chemokinen, die flr die Anlockung
von Eosinophilen und Neutrophilen im infizierten Gewebe wichtig sind als auch die
Expression vom Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) (Kujime et al., 2000; Lee et al., 2005).
Proinflammatorische Zytokine und Umweltstressbedingungen aktivieren den JNK-
Mitogensignalweg, wobei JNK durch MKK4/7 phosphoryliert wird. Dieser Signalweg
reguliert die Expression eines wichtigen antiviralen Zytokines, Interferon-g (IFN-B)
(Samuel, 2001). BMK-1, auch ERK5 genannt, wird durch MEK5 aktiviert. Dieser
Signalweg wird sowohl durch Mitogene als auch verschiedene Stressfaktoren
ausgelést (Ludwig et al., 2006).

Weiterhin spielt die Proteinkinase C (PKC) nicht nur eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung der Raf-MEK-ERK-Signalkaskade, sondern auch durch eine Vielzahl von
Effektoren bei der Aufnahme des Virus in die Zelle und bei der Replikation (Kolch et al.,
1993; Marjuki et al., 2006; Sieczkarski et al., 2003; Toker, 1998).

Ein weiterer wichtiger Signalweg, der durch eine Vielzahl von Virusinfektionen, auch
IV-Infektionen, ausgeldst wird, ist die IkB-Kinase/NF-kB-Signalkaskade (Hiscott et al.,
2001; Ludwig et al., 1999). Durch die Aktivierung der IkB-Kinase (IKK) wird der Inhibitor
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kB phosphoryliert und degradiert, was zur Aktivierung und Migration der NF-kB-
Faktoren (p65 und p50) in den Kern fiihrt (Ghosh, 1999; Karin and Ben-Neriah, 2000).
NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der die Expression von tber 150 verschiedenen
Genen, die z.B. fur Zytokine, Chemokine, Adhesionsmolekile oder anti- und
proapoptotische Proteine codieren, reguliert (Pahl, 1999). Gerade die Regulation der
Expression von proinflammatorischen oder antiviralen Proteinen, wie IFB-B oder
TNF-a, macht NF-kB zu einer wichtigen Komponente der friihen Immunantwort bei
viralen Infektionen (Chu et al., 1999). Allerdings haben IKK und NF-kB nicht nur
antivirale Funktionen. Wurzer et al. konnten zeigen, dass die NF-kB-Aktivitat die
effiziente IV Replikation férdert. Die provirale Funktion geht auf die NF-kB-abhangige
Expression von proapoptotischen Faktoren, wie tumor necrosis factor-related apoptosis
inducing ligand (TRAIL) oder Fas Ligand (FasL), zurtick. Die Inhibition dieser Faktoren
fihrt zu einer verminderten Virusvermehrung in der Zellkultur (Wurzer et al., 2004).
Den Zusammenhang zwischen NF-kB und IV-induzierter Apoptose zeigten auch
Hogner et al. in ex vivo und in vivo Modellen durch die Proteinkinase R (PKR)- und NF-
kB-abhangige Expression von INF-B in Alveolarmakrophagen. Die autokrine
Aktivierung von Interferonrezeptoren fuhrt zur Expression und Sezernierung von TRAIL
aus den Makrophagen. TRAIL wiederum flhrt zur Aktivierung des extrinsischen
Apoptosesignalweges in Alveolarepithelzellen (AEC) und tragt damit zur Ausbildung
eines akuten, Influenzavirus-induzierten Lungenschadens, wie dem Acute
Respiratory Distress Syndrome (ARDS) bei (Hogner et al., 2013). Auf den

Apoptosesignalweg wird in 1.2.1 ndher eingegangen.

Eine weitere durch Interferon induzierte Kinase ist die Doppelstrang-RNA-abhéngige
Proteinkinase R (PKR). Durch Bindung an doppelstrangige RNA wird die PKR aktiviert,
was zur Phosphorylierung des Translationsfaktors elF2a fuhrt. Der phosphorylierte
Transkriptionsfaktor inhibiert die Translation sowohl zellularer als auch viraler mRNA.
PKR kann ebenfalls zur Induktion des Apoptosesignalweges fiihren (Garcia et al.,
2007).
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Abbildung 6: Aktivierung der Mitogen-aktivierten Proteinkinasen und NF-kB in einer Influenzavirus-
infizierten Zelle

In der IV-infizierten Zelle werden die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen ERK1/2, ERK5, p38 und JNK
aktiviert. Alle Signalwege spielen eine Rolle bei der Regulierung der Expression von antiviralen Faktoren,
wie IFN-B, TNF-a und Apoptose. Die Aktivierung von NF-kB durch die Phosphorylierung und Degradierung
des Inhibitors IkB hat sowohl antivirale als auch provirale Funktionen. Abbildung modifiziert aus (Ludwig et
al., 2006)

1.2.1 Der Apoptosesignalweg

Die Apoptose ist eine wichtige zelluldre, signalbasierende und definierte Form des
Zelltodes, die in einer Vielzahl von virusinfizierten (z.B. Flaviviren, Coronaviren,
Influenzaviren) Zellen auftritt (Fung and Liu, 2014; Ghosh Roy et al., 2014; Kerr et al.,
1972). Zudem spielt sie eine zentrale Rolle in der Entwicklung und Homdostase von
mehrzelligen Organismen (Falschlehner et al., 2007). Wahrend der Apoptose kommt
es zu typischen morphologischen Merkmalen, wie Schrumpfung des Zytoplasmas,
Blaschenbildung der Plasmamembran, DNA-Fragmentierung und
Chromatinkondensation. Die Zellfragmente, auch apoptotische Kérperchen genannt,
werden dann von phagozytierenden Zellen entfernt (Iwai et al., 2013).

11
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Eine zentrale Rolle in dem Apoptosesignalweg spielen Proteine der Familie der
Cystein-abhangigen, Aspartat-spezifischen Proteasen, die sogenannten Caspasen.
Caspasen werden zunachst als inaktives Protein mit einer pro-Domane exprimiert
(Falschlehner et al., 2007). Man unterteilt zwei Gruppen von Caspasen, die
Initiatorcaspasen, wie z.B. Caspase 8, 9, 10, die durch Spaltung andere Caspasen
aktivieren und die Effektorcaspasen, wie z.B. Caspase 3 und 7, die eine Vielzahl von
Proteinen spalten oder Enzyme inaktivieren und dadurch zur Auflésung zellularer
Strukturen flihren (Thornberry and Lazebnik, 1998).

Zwei wichtige Apoptosesignalwege wurden bisher beschrieben, der extrinsische
(rezeptorvermittelt) und der intrinsische (mitochondriale) Signalweg.

1.2.1.1 Der extrinsische Apoptosesignalweg

In IAV-infizierten Zellen, z.B. in humanen Alveolzellen oder alveolaren Makrophagen,
werden proinflammatorische und proapoptotische Mediatoren bzw. Zytokine wie tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und Fas Ligand (FasL)
exprimiert und sezerniert (Herold et al., 2008). Diese Mediatoren binden an ihren
korrespondierenden Rezeptor, TRAILR1/2 oder Fas, auf der Zelloberflache. Die
Bindung von TRAIL oder FasL fiihrt zur Trimerisierung der Rezeptoren und zur Bildung
des sogenannten death-inducing signaling complex (DISC) (Walczak and Haas, 2008).
Das Adaptermolekiil, Fas-associated death domain (FADD), bindet im DISC an die
zytoplasmatische Rezeptordomane und rekrutiert die pro-Caspasen 8 und 10. In
diesem Komplex werden diese beiden pro-Caspasen autokatalytisch gespalten und
aktiviert. Die aktiven Initiatorcaspasen 8 und 10 wiederum spalten die pro-Caspase 3
zur aktiven Effektorcaspase 3 und Bid zu tBid. Die Spaltung von Bid verlinkt den
rezeptorvermittelten/extrinsischen Signalweg mit dem intrinsischen/mitochondrialen,
oder auch BclL-2-kontrollierten,  Apoptosesignalweg. Die  Aktivierung der
Effektorcaspasen 3 und 7 flhren zur Spaltung von Proteinen, DNA-Fragmentierung
und letztendlich zum Zelltod (Falschlehner et al., 2007).

12
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1.2.1.2 Der intrinsische Apoptosesignalweg

Nicht nur die Caspasen 8 und 10, sondern auch eine Vielzahl rezeptorunabhangiger
Stimuli wie Chemotherapeutika, radioaktive Strahlung, Tumorsuppressorgene oder
zellularer Stress flhren zur Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalweges
(Kroemer, 2003). Proteine der Bcl-2-Familie spielen dabei eine bedeutende Rolle. Die
antiapoptotischen  Proteine Bcl-2 oder Bcl-X, sind mit der &uBeren
Mitochondrienmembran assoziiert und stabilisieren deren Integritéat. Die Gegenspieler,
die proapoptotischen Proteine wie Bak und Bax assoziieren ebenfalls mit der &uBeren
Mitochondrienmembran, erhéhen aber deren Durchlassigkeit fir apoptoseinduzierende
Faktoren. Das, durch die Caspase 8-abhangige Spaltung von Bid, entstandene tBid
aktiviert Bak und Bax (Falschlehner et al., 2007). Die Destabilisierung der
Mitochondrienmembran fihrt zur Freisetzung von Cytochrom C (CytC) und apoptosis
protease-activating factor-1 (Apaf-1) (Waterhouse et al., 2002). Beide Proteine binden
an die pro-Caspase 9 und bilden das Apoptosom (Chowdhury et al., 2006). Dabei wird
die pro-Caspase 9 gespalten und die aktive Caspase 9 aktiviert die Effektorcaspase 3.
Die Aktivierung der Caspasen 3 und 9 kann durch das X-linked inhibitor of apoptosis
protein (XIAP) gehemmt werden. Allerdings werden weitere Proteine wie second
mitochondria derived activator of caspases (Smac) und direct IAP binding protein with
low pl (DIABLO) aus dem Mitochondrien freigesetzt, die wiederum die Aktivitdt des
Inhibitorproteins XIAP blockieren und somit eine vollstandige Aktivierung der
Effektorcaspasen erméglichen (Falschlehner et al., 2009; Shi, 2004).

13
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Abbildung 7: Schematische Ubersicht {iber den extrinsischen und intrinsischen
Apoptosesignalweg

Die Bindung von TRAIL an den Rezeptor (TRAIL-R1/R2) fUhrt zur Bildung des death-inducing signaling
complex (DISC). Sowohl das Protein Fas-associated death domain (FADD) als auch die pro-Caspase 8
und 10 werden in den DISC rekrutiert. Die autokatalytische Aktivierung der Caspasen 8 und 10 fiihren zur
Aktivierung der Caspase 3. Weiterhin wird durch die Caspase 8 Bid zu tBid gespalten und flhrt zur
Aktivierung des intrinsischen, mitochondrialen Signalweges. Zudem kann der intrinsische Signalweg Uber
Faktoren wie Chemotherapeutika oder Strahlung ausgel6st werden. Die proapoptotischen Proteine Bax
und Bak erhdéhen die Durchlassigkeit der duBeren Mitochondrienmembran fir Proteine. Cytochrom C
(CytC), second mitochondria derived activator of caspases (Smac) und direct IAP binding protein with low
pl (DIABLO) werden aus den Mitochondrien freigesetzt. Cytochrom C bildet zusammen mit dem apoptotic
protease activating factor (Apaf-1) das Apoptosom und aktiviert die pro-Caspase 9 zur Caspase 9.
Smac/DIABLO inhibieren das X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) und flihren damit zur

vollstandigen Aktivierung von Caspase 3 und 9. Abbildung modifiziert aus (Falschlehner et al., 2009).
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1.2.2. Apoptose in der Influenzavirus-infizierten Zelle

Es ist bekannt, dass die IV-Infektion in kultivierten Epithelzellen und Leukozyten, aber
auch in murinen und humanen Lungenzellen den programmierten Zelltod auslést. Fir
eine lange Zeit wurde die Apoptose fir einen Wirtszellverteidigungsmechanismus
gehalten, da viele Viren Proteine (z.B. NS1, PB1-F2 und M2 fur IAV) exprimieren, um
diese Zellantwort zu manipulieren. So z.B. unterdriickt das NS1 die zellulare
Interferonantwort und die zellulare Translation, was wiederum die virale Genexpression
fordert (Hale et al., 2008; Opitz et al., 2007). Weiterhin wird angenommen, dass durch
die Unterdrickung der antiviralen, zellzerstérenden Mechanismen und damit
verbundenen Verlangerung des Uberlebens der Zelle, die virale Replikation unterstiitzt
wird (Zhirnov et al., 2002). Durch die Inhibierung der PKR-Aktivitat durch NS1 wird die
Aktivierung der Apoptose durch PKR verhindert. Ein weiteres Nichtstrukturprotein,
welches in einigen IAV-Stammen exprimiert wird, ist das PB1-F2. Dieses Protein wird
in der Literatur als mitochondriales Protein beschrieben, das die Aktivitat der viralen
Polymerase reguliert und in vitro die Virusreplikation unterstitzt (Chen et al., 2010;
Mazur et al., 2008). Das M2 spielt ebenfalls durch die Inhibierung der Makroautophagie
eine wichtige Rolle fiir das Uberleben der infizierten Zelle (Gannage et al., 2009).

Neuere Ergebnisse zeigten allerdings, dass auch das Virus einen Vorteil aus der
Apoptosesignalkaskade zieht, um die Effizienz der viralen Replikation zu erhéhen
(Herold et al., 2012). Dazu wurde z.B. gezeigt, dass die Vermehrung des IAV durch die
Inhibition von Caspase 3 verringert werden kann. Mechanistisch fuhrt die Inhibierung
der Caspaseaktivitat zu einer Retention der RNPs im Kern und somit zu einer
Verringerung der Entstehung neuer, infektidser Viruspartikel (Wurzer et al., 2003).
Hinzu kommt, dass durch NF-kB-abhangige Expression von TRAIL die Caspase 3 Uber
den extrinsischen Apoptosesignalweg aktiviert werden kann. Die Retention der RNPs
wurde nicht nur durch Inhibition von TRAIL, von Caspase, sondern auch von NF-kB
beobachtet (Wurzer et al., 2004). Weiterhin konnten Hinshaw und Kollegen zeigen,
dass die Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 des intrinsischen
Signalweges ebenfalls zur Reduktion des Virustiters flhrte (Olsen et al., 1996).
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1.2.3 Zusammenhang zwischen ERK und der Apoptose

Die Raf-MEK-ERK-Signalkaskade wird in IV-infizierten Zellen aktiviert. Sie spielt nicht
nur bei der Zytokinproduktion und der Entstehung von Entziindungen eine wichtige
Rolle, sondern auch bei der effizienten 1V-Replikation (Mizumura et al., 2003; Pleschka
et al., 2001). Es konnte gezeigt werden, dass eine spezifische Inhibition dieses
Signalweges zu einer Verminderung des Viruswachstums fihrt, sowohl bei IAV als
auch bei IBV (Ludwig et al., 2004; Pleschka et al., 2001). In Zellkultur- und in in vivo-
infizierten Maus-Alveolarepithelzellen, die konstitutiv die Raf-Kinase exprimieren,
konnte eine verbesserte Virusreplikation gezeigt werden (Olschlager et al., 2004). Die
Inhibierung des Signalweges hatte keinen Effekt auf die Synthese viraler RNA oder
Proteine (Pleschka et al., 2001). Vielmehr wurde beobachtet, dass die Inhibierung des
Raf-MEK-ERK-Signalweges, wie auch die unter 1.2.1.3 beschriebene Inhibition der
Caspase 3, zur Retention der RNPs im Kern fihrt (Pinto et al., 2011).

Ein direkter Zusammenhang zwischen der Raf-MEK-ERK-Signalkaskade und dem
Apoptosesignalweg in der IV-infizierten Zelle wurde bisher wenig untersucht. Allerdings
wurden in anderen Zellsystemen teilweise auch kontroverse Entdeckungen in diesem
Zusammenhang gemacht: In Astrocytomazellen konnte im Zusammenhang mit der
Expression der Matrix-Metalloprotease-9 gezeigt werden, dass TRAIL hier die ERK-
Aktivierung induziert (Kim et al., 2008). In CaoV-3 Ovarialkarzinomzellen wurde
nachgewiesen, dass die TRAIL-induzierte ERK-Aktivitdt bedeutsam flur die induzierte
Apoptosesensitivitat ist (Li et al., 2006). Weiterhin zeigten Liu et al, dass in
Fibrosarkomzellen U937 aktives ERK upstream der Caspase 8 und durch Induzierung
der Cytochrom C-Freisetzung aus den Mitochondrien die Fas/FasL-induzierte
Apoptose verstarkt (Liu et al., 2006). Kontrovers dazu zeigten Sdderstrém et al., dass
in Jurkat-T-Zellen aktives ERK die TRAIL-induzierte Apoptose an verschiedenen
Stellen des extrinsischen und intrinsischen Signalweges inhibiert. Sie fanden heraus,
dass die mitochondriale Depolarisation und die Freisetzung von Cytochrom C sowie
die Caspase 8-abhangige Spaltung von Bid und die Spaltung von pro-Caspase 8 zu
aktiver Caspase 8 im extrinsischen Weg inhibiert werden (Soderstrom et al., 2002).
Auch Tran et al. konnten zeigen, dass in HelLa-Zellen die Aktivierung des Fas- bzw.
TRAIL-Rezeptors zur ERK-Aktivierung fuhrt. Allerdings zeigten sie auch, dass die
ERK-Inhibierung nétig fur die Apoptoseaktivierung ist, denn die ERK-induzierte
Uberlebensstrategie ist dominant gegeniiber der Fas- bzw. TRAIL-Rezeptor-
induzierten Apoptose (Tran et al., 2001). In anderen Ovarialkarzinomzellen und einer
Brustkrebszelllinie wurde gezeigt, dass aktives ERK die TRAIL-induzierte Apoptose
durch Phosphorylierung der pro-Caspase 8 inhibiert (Mandal et al., 2014). Weiterhin ist

16



1. Einleitung

bekannt, dass ein Substrat von ERK die 90 kDa ribosomal S6 kinase (RSK) ist, die
durch Phosphorylierung aktiviert wird (Frodin and Gammeltoft, 1999). RSK wiederum
phosphoryliert das proapoptotische Protein Bad, welches dadurch inhibiert wird
(Shimamura et al., 2000). Inhibiertes Bad kann in Folge dessen nicht an
antiapoptotische Faktoren der Bcl-2-Familie binden und der intrinsische
Apoptosesignalweg wird damit blockiert. Der Zusammenhang zwischen ERK und dem
Apoptosesignalweg variiert offensichtlich in verschiedenen Zellsystemen.
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Abbildung 8: Ubersicht liber mogliche Interaktionen von ERK mit dem Apoptosesignalweg

In der Literatur sind in verschiedenen Zellsystemen unterschiedliche Interaktionen von ERK mit dem
Apoptosesignalweg beschrieben. Der blaue Pfeil stellt eine aktivierende Wirkung von ERK sowohl auf den
extrinsischen als auch auf den intrinsischen Apoptosesignalweg dar. Die roten Linien zeigen die Inhibition
des Apoptosesignalweges durch ERK an verschiedenen Stellen des extrinsischen und intrinsischen
Signalweges.
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1.3 Zielsetzung

Das Influenzavirus (IV) stellt jedes Jahr eine Bedrohung vieler Menschen dar. Die
Infektionen mit dem Virus fOhrt zu Entziindungen der oberen Atemwege mit Fieber, bis
hin zur schweren Pneumonie und teilweise auch zum Tod. Ziel der Influenza-
Forschung ist die Entwicklung neuer antiviraler Medikamente und die effiziente
Herstellung von Impfstoffen. Dazu ist es besonders wichtig, die grundlegenden

Mechanismen in der IV-infizierten Zelle sowohl in vivo als auch in vitro zu kennen.

In der IV-infizierten Zelle werden nicht nur eine Vielzahl von Signalkaskaden ausgeldst,
um den Eindringling zu bekdmpfen, sondern das Virus weif3 auch die Wirtszelle so zu
manipulieren bzw. die antiviralen Mechanismen so auszunutzen, dass die eigene
Replikation vorangetrieben wird (Herold et al., 2012). Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht
der Effekt der Apoptosesignalkaskade auf den RNP-Export bzw. auf die Replikation
des IV und deren Regulation in der IV-infizierten sekundaren Zellkultur.

Obwohl bereits gezeigt wurde, dass die Inhibition von Caspase 3 zu einer Retention
der RNPs im Kern fUhrt (Wurzer et al., 2003), sollte mit Hilfe von Immunfluoreszenz die
Zell- bzw. Virusspezifitdt der Abhangigkeit der RNP-Lokalisation von der Caspase 3-
Aktivitdt untersucht werden. Wie bereits erwahnt wurde auch gezeigt, dass der
nukledre RNP-Export von Crm-1 abhangig ist, was auf einen aktiven
Transportmechanismus der RNPs schlieBen lasst (Nguyen et al., 2012). Um diesen
scheinbaren Widerspruch zu klaren, sollte in dieser Arbeit der Zusammenhang und die
Zeitabhangigkeit von dem aktiven, Crm-1-abhangigen Transport der RNPs und dem
caspaseabhangigen RNP-Export in der IV-infizierten Zelle erforscht werden. Caspasen
haben eine Vielzahl an Substraten. Hierbei ist die Degradierung von
Kernporenproteinen und die Auflésung des inneren Kernkanals hervorzuheben (Faleiro
and Lazebnik, 2000), was zu einer Erhéhung des Diffusionslimits und damit
moglicherweise zu einem vereinfachten RNP-Export fuhrt (Wisskirchen, 2007).
Aufbauend auf die Diplomarbeit von C. Wisskirchen (AG Pleschka, 2007) sollte in IV-
infizierten und Actinomycin D-behandelten Zellen gezeigt werden, dass die Aktivierung
der Caspase und die damit verbundene Erhdhung des Diffusionslimits kein IV-
spezifisches Phdnomen ist, sondern dass das IV zellulare Signalmechanismen fur den
verbesserten RNP-Export ausnutzt.
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Ex vivo und in vivo wurde bereits gezeigt, dass die TRAIL-Expression in Makrophagen
die Apoptose in AEC Uber den extrinsischen Apoptosesignalweg auslést (Hogner et al.,
2013). Da in der sekundaren Zellkultur keine Makrophagen vorhanden sind, sollte
untersucht werden, ob in der infizierten Zellkultur auch TRAIL exprimiert und sezerniert
wird und ob hier das TRAIL einen Anteil an der Caspaseaktivierung hat. Desweiteren
sollte der Anteil des intrinsischen Apoptosesignalweges an der Caspase 3-Aktivierung

analysiert werden.

Frihere Arbeiten zeigten, dass sowohl die Inhibierung von ERK als auch die Caspase
3-Inhibierung den gleichen Phanotyp aufweisen, namlich die Retention der RNPs im
Kern und einen verringerten Virustiter (Pleschka et al., 2001; Wurzer et al., 2003). Aus
diesem Grund sollte ein Zusammenhang zwischen dem ERK-Signalweg und der
Apoptosesignalkaskade hergestellt werden und mégliche Interaktionspunkte untersucht

werden.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Chemikalien

Accutase

3-Amino-9-ethyl-carbazol (AEC)
Ammoniumacetat

Bradfordreagenz

Bovines Serumalbumin Fraktion V (BSA)
Calciumchlorid (CaCly)

CHAPS

1,4-Diazabicyclo[2.2.2]octan (DABCO)
4',6-Diamidino-2-phenylindol Dihydrochlorid (DAPI)
Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid (DMSOQO)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na;HPO,)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Fibronectin

Formaldehydlésung 37%

Glycerin

HEPES

Kaliumchlorid (KClI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH.PO,)
Bovines Kollagen Typ |
Magermilchpulver

Magnesiumchlorid (MgCl,)

Mowiol

Natriumchlorid (NaCl)
Tris(2-chlorethyl)phosphat (TCEP)
Tris-HCI

2. Materialen und Methoden

Firma

PAA

Sigma Aldrich
Merck
BioRad

Roth

Merck

Roth

Merck

Roth

Merck

Roth

Roth

Merck

Sigma Aldrich
Roth

Merck

Roth

Merck

Roth

Sigma Aldrich
AppliChem
Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Roth
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Triton X-100
Trypsin-EDTA

Tween 20
Wasserstoffperoxid (H.O,)

2.1.2 Medien und Medienbestandteile

Medium/ Mediumbestandteil

Avicell

Bronchial Epithelial Cell Growth Medium (BEGM) (BulletKit)
Bovines Serumalbumin 30% (BSA)

DEAE-Dextran

Dulbecco’s modified Eagle’s Medium (DMEM)

(+ Glucose, + Pyruvat)

Fotales Kalberserum (FCS)

L- Glutamin
HAM’s-F10 (- L-Glutamin)

HUhnerserum

Minimum Essential Medium (MEM)
(+ Earle's Salzen, - L-Glutamin)
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)

TPCK-Trypsin
Tryptose Phosphat Broth

Roswell Park Memorial Institute Kulturmedium (RPMI 1640)

(+ L-Glutamin)

2.1.3 Antibiotika

Antibiotikum
Penicillin

Streptomycin

2. Materialen und Methoden

Roth

Life Technologies
Roth

Fluka

Firma
FMC Bio Polymer

Lonza

Life Technologies
Pharmacia Biotech
Life Technologies

PAA
Invitrogen
c-Cc-pro
Sigma Aldrich

Cc-C-pro

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Life Technologies

PAN
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2.1.4 Gerate und Zubehor

Gerat

Brutschrank flr Vogeleier
ELISA-Reader EL808
Heizblock

Inkubator

Magnetrihrer JKAMAG RCT

Mikrotiterplatte 96-well (U-/V-férmiger Boden)

Kanule (Sterican)

Konfokales Laserscanning-Mikroskop, TCS SP5

Kryogefal3
8-Kammer-Objekttrager
Odyssey Infrarot Imaging System
pH-Meter

Pipetten 2ul, 20ul, 200ul, 1000l
Spritze (Injekt-F)

Sterilbank

Tischzentrifuge

Transferpette (12-Kanal)
Untertischzentrifuge (Megafuge 1.0R)
Vortex

Waage PM460

Wippschittler

Zellkulturflaschen T-75
Zellkulturmikroskop
Zellkulturplatte 24-well
Zellkulturplatte 96-well
Zellkulturplatte 96-well, schwarz
Zellkulturschale 6cm

Zellschaber

2. Materialen und Methoden

Firma
HEKA
BioTek
Eppendorf

Panasonic
Janke & Kunkel
Greiner Bio-One
Roth

Leica

Sarstedt
Lab-Tek

Licor

Metrohm

Gilson

Braun

Thermo Scientific
VWR

Brand

Heraeus

Janke & Kunkel
Mettler

GFL

Greiner Bio-One
Olympus

BD Falcon
Greiner Bio-One
BD Falcon

BD Falcon
Sarstedt
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2.1.5 Zelllinien

Zelllinie

A549

hAEC

BEAS-2B

MCF-7

MDCK-I, -1l

QT6

Bedeutung, Spezies, Morphologie,

Gewebe

humane Lungenkarzinomepithelzellen

primare humane Alveolarepithelzellen

humane Bronchialepithelzellen

Michigan Cancer Foundation-7, humane
Brustadenokarzinomepithelzellen

Madin Darby canine kidney cells, canine

Nierenkarzinomepithelzellen

Wachtelfibroblasten

2. Materialen und Methoden

Quelle

Zellliniensammlung,
Institut fir Medizinische
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBen

AG Herold, Klinik fr
Innere Medizin, Zentrum
fir Infektionskrankheiten,
Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Zellliniensammlung,
Institut fir Medizinische
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBen

Zellliniensammlung,
Institut fir Medizinische
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBen

Zellliniensammlung,
Institut fir Medizinische
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBen

Zellliniensammlung,
Institut fir Medizinische
Virologie, Justus-Liebig-
Universitat GieBBen
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2.1.6 Virusstamme

Virus

A/FPV/Bratislava/79 (H7N7)

A/FPV/Bratislava-LP/2014

(H7N7)

A/Hamburg/01/09 (H1N1)

B/Lee/40

C/Johannesburg/1/66

Bezeichnung

FPV

FPV-LP

H1N1pdmO09

B/Lee

C/JHB/1/66

2. Materialen und Methoden

Quelle

Virusstammsammlung, Institut
fir Medizinische Virologie,
Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Virusstammsammlung, Institut
fir Medizinische Virologie,
Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Virusstammsammlung, Institut
fir Medizinische Virologie,
Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Virusstammsammlung, Institut
fir Medizinische Virologie,
Justus-Liebig-Universitat
GieBen

Virusstammsammlung, Institut
fir Medizinische Virologie,
Justus-Liebig-Universitat
GieBBen
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2.1.7 Zellkulturmedien

A549 und MDCK-II Medium

10% FCS

100U/ml Penicillin

0,1mg/ml Streptomycin
in DMEM

BEAS-2B Medium

10% FCS
100U/ml Penicillin
0,1mg/ml Streptomycin
in BEGM
MCE-7 Medium
10% FCS
100U/ml Penicillin
0,1Tmg/ml Streptomycin
in RPMI 1640
MDCK-I Medium
10% FCS
100U/ml Penicillin
0,1Tmg/ml Streptomycin
2mM L-Glutamin
in MEM

2. Materialen und Methoden
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QT6 Medium

10% FCS

100U/ml Penicillin

0,1mg/ml Streptomycin

2mM L-Glutamin

1% HUhnerserum

2% Tryptose Phosphat Broth

in HAM’s-F10

Infektionsmedium

0,2% BSA
100U/ml Penicillin
0,1mg/ml Streptomycin

-/+ 1ug/ul TPCK-Trypsin

2. Materialen und Methoden

in jeweiligem Medium (DMEM/ BEGM/ RPMI 1640/ MEM/ HAM’s-F10)

Avicell-Medium

100U/ml Penicillin

0,1Tmg/ml Streptomycin

0,36% BSA

1,25% Avicell

0,01% DEAE-Dextran

0,3% Natriumhydrogencarbonat
in MEM
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2.1.8 Puffer und Lésungen

Acetatpuffer pH 5.0

50mM Ammoniumacetat
8mM HgOz
in ddHQO

20x AEC-Substrat

1% (W/v) 3-Amino-9-ethyl-carbazol (AEC)
in Dimethylformamid

Assay Puffer

0,4mM TCEP
0,2% (v/v) Triton X-100
in 2x Caspase 3 Assay Puffer

2x Caspase 3 Assay Puffer

200mM HEPES (pH 7,5)
2mM EDTA
0,2% (W/v) CHAPS
20% (v/v) Glycerin
in ddH.O

Fibronektin-Kollagen-L6sung

0,01mg/ml Fibronectin
0,03mg/ml Bovines Kollagen Typ |
0,01mg/ml BSA

in BEAS-2B Medium

2. Materialen und Methoden
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2. Materialen und Methoden

PBSpH74
137mM NaCl
2,7mM KCI
10mM NagHPO4
2mM KH2P04
in ddH,O
PBS*™*
0,9mM CaCl,
1mM MgCl,
in PBS
PBS™*/P/S/BA
0,2% BSA
100U/ml Penicillin
0,1mg/ml Streptomycin
in PBS**

2.1.9 Aktivatoren, Inhibitoren

Substanz Firma
Actinomycin D (ActD) Sigma Aldrich
Caspase 3 Inhibitor (Z-DEVD-FMK) R&D Systems
Caspase 8 Inhibitor (Z-IETD-FMK) R&D Systems
Caspase 9 Inhibitor (Z-LEHD-FMK) R&D Systems
Leptomycin B (LepB) Sigma Aldrich
Staurosporin Sigma Aldrich
Tetradecanoylphorbol-acetat (TPA) Sigma Aldrich
1,4-Diamino-2,3-dicyano-1,4-bis Calbiochem

(2-aminophenylthio)butadien (U0126)
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2.1.10 Kits

Kit

canineTRAIL ELISA Kit
Caspase-3/CPP32 Colorimetric Protease
Assay Kit

Caspase-9/Mch6/Apaf-3 Colorimetric
Protease Assay Kit

IRDye 800CW/QC-1 CSP-3 Kit

2.1.11 Plasmide

Plasmid
p3XxEGFP-NLS
pEGFP-GFP5x

2. Materialen und Methoden

Firma

Wuxi Donglin Sci & Tech Development

R&D Systems

R&D Systems

Licor

Quelle
P. V. Litsky, Moskau, Russland
Y. Lazebnik, Cold Spring Harbour, USA
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2. Materialen und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

2.2.1.1 Passagieren von Zellen

A549-, BEAS-2B-, MCF-7-, MDCK-I-, MDCK-II- und QT6-Zellen wurden bis zu einer
Konfluenz von ca. 100% in T-75 Zellkulturflaschen jeweils in den unter 2.1.7
angegebenem Medium bei 37°C, 95% Humiditat und 5% CO, kultiviert und jeden
zweiten Tag passagiert. Dazu wurde der Zellrasen zunachst mit 5ml PBS gewaschen.
Zum Ablésen der Zellen wurden diese mit 5ml Trypsin-EDTA bei 37°C, 95% Humiditat
und 5% CO, inkubiert. Die 5ml Trypsin-EDTA wurden danach mit 5ml des jeweiligen
Mediums neutralisiert und die gewiinschte Verdinnung in einem Gesamtvolumen von

20ml eingestellt.

Far die jeweiligen Experimente wurde in dem entsprechendem Medium die
gewtlnschte Verdinnung der Zellen eingestellt und in entsprechende Zellkulturschalen
ausgesat.

2.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen

Zur Lagerung der Zellen Uber einen langen Zeitraum wurden diese kryokonserviert.
Dazu wurden die 90-100% konfluenten Zellen mit 5ml PBS gewaschen und
anschlieBend mit 5ml Trypsin versetzt und bei 37°C, 95% Humiditdt und 5% CO,
inkubiert. Die Zellsuspension wurde mit 5ml des jeweiligen Mediums versetzt und
10min bei 1200rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in 1Tml 10% DMSO in Medium resuspendiert und in ein Kryogefal Gberfihrt.
Zunéchst wurden die Zellen Uber Nacht bei -80°C langsam eingefroren und
anschlieBend in flissigem Stickstoff gelagert.

2.2.1.3 Infektion von Zellen

Far die Infektion von Zellen wurde zundchst das jeweilige Virus entsprechend der
multiplicity of infection (MOI) in PBS™/P/S/BSA verdinnt. Die zu 90% konfluenten
Zellen wurden einmal mit PBS™ gewaschen und 1h bei Raumtemperatur im Dunkeln
mit der Virusverdinnung inkubiert. AnschlieBend wurde das Inoculum abgesaugt und
die Zellen mit Infektionsmedium bei 37°C, 95% Humiditat und 5% CO, die angegebene
Zeit inkubiert.
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2. Materialen und Methoden

2.2.2 Herstellung eines Virusstocks

2.2.2.1 Herstellung eines Influenza-A-Virusstocks

Influenza-A-Viren wurden auf MDCK-II-Zellen angezogen. Dazu wurden die zu 80%
konfluenten Zellen in einer T-75 Zellkulturflasche mit 5ml Virusverdinnung der MOI
von 0,01 far HIN1pdmO09 bzw. mit einer MOI von 0,001 fir FPV und FPV-LP infiziert
(sieche 2.2.1.3). Das Inoculum wurde nicht abgesaugt und mit 5ml
Infektionsmedium/1ug/ml TPCK-Trypsin (fur FPV nur Infektionsmedium) versetzt und
bei 37°C, 95% Humiditdt und 5% CO, inkubiert. 24h p.i. wurden 3ml Uberstand
entnommen und durch frisches Infektionsmedium (-/+ TPCK-Trypsin) ersetzt. Nach
48h wurde der Uberstand abgenommen, 5min bei 1200rpm und 4°C zentrifugiert und
der Virustiter bestimmt. Die Lagerung der Virusstocks erfolgte bei -80°C.

2.2.2.2 Herstellung eines Influenza-B-Virusstocks

Das Influenzavirus B/Lee/40 wurde auf MDCK-II-Zellen angezogen. Dazu wurden die
zu 80% konfluenten Zellen in einer T-75 Zellkulturflasche mit 1ml Virusverdinnung der
MOI von 0,01 infiziert (siehe 2.2.1.3). Das Inoculum wurde abgesaugt und die Zellen
mit 15ml Infektionsmedium/1ug/ml TPCK-Trypsin bei 33°C, 95% Humiditat und 5%
CO; inkubiert. 72h p.i. wurde der Uberstand abgenommen, 5min bei 1200rpm und 4°C
zentrifugiert und der Virustiter bestimmt. Die Lagerung des Virusstocks erfolgte bei
-80°C.

2.2.2.3 Herstellung eines Influenza-C-Virusstocks

Das Influenzavirus C/Johannesburg/1/66 wurde in 11 Tage alten befruchteten,
bebriteten Hihnereiern angezogen. Dazu wurden jeweils 200ul einer 1:1000-
verdlinnten Virussuspension in den Luftsackbereich injiziert und die Eier bei 33°C und
80% Humiditat inkubiert. 72h p.i. wurden die Alantoisflissigkeit abgesaugt und der
Virustiter bestimmt. Die Lagerung des Virusstocks erfolgte bei -80°C.
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2. Materialen und Methoden

2.2.3 Bestimmung des Virustiters

2.2.3.1 Hdmagglutinationsassay (HA-Assay)

Zur Bestimmung der relativen Anzahl der Viruspartikel wurde zunachst ein
Hamagglutinationsassay durchgefiihrt. Dieser beruht auf der agglutinierenden
Eigenschaft von Influenzaviren durch das Oberflachenprotein Hamagglutinin.

Zunachst wurden die Erythrozyten aus Blut von pathogenfreien Hihnern gereinigt.
Dazu wurde das Blut 1min bei 5000rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und das Pellet, bestehend aus den Erythrozyten, in 1x PBS gewaschen. Dieser
Vorgang wurde wiederholt, bis ein klarer Uberstand erhalten wurde. Fiir den
Hamagglutinationsassay wurden 0,5% gereinigte Erythrozyten in PBS verwendet.

Zur Bestimmung des HA-Titers wurden zunachst 50ul 1x PBS in einer 96-well
Mikrotiterplatte mit V-férmigem Boden vorgelegt. In dem ersten Well wurden nur 100yl
Virussuspension vorgelegt und durch Uberfiihren und vorsichtigem Mischen von 50l
von Well zu Well die Virussuspension jeweils 1:2 verdinnt. AnschlieBend wurde zu
jedem Well 50ul der Erythrozytenverdiinnung zugegeben und 45min bei 4°C inkubiert.
Die Bestimmung der hdmagglutinierenden Einheiten erfolgte durch den Vergleich der
Blutprazipitation (Kndpfchenbildung) in jeden Well im Vergleich zur Positiv (Virus mit
bekanntem HA-Titer)- bzw. Negativkontrolle (PBS).

2.2.3.2. Titration mittels Imnmunhistochemie

Zur Bestimmung der Anzahl der infektidsen Viruspartikel wurde der Foci Assay
durchgefiihrt. Dazu wurde eine Verdiinnungsreihe des Virus von 107 bis 10 in jeweils
180ul PBS™/P/S/BA in einer 96-well Mikrotiterplatte mit U-férmigem Boden erstellt.

MDCK-II Zellen wurden in 96-well Zellkulturplatten ausgeséat. Fir die Titration des
C/Johannesburg wurden MDCK-I Zellen verwendet. Die Infektion erfolgte mit 50ul
Virusverdinnung wie unter 2.2.1.3 beschrieben. Das Inoculum wurde abgesaugt und
die Zellen mit 150ul Avicell-Medium 20-24h inkubiert. AnschlieBend wurde das Avicell-
Medium mit PBS*™ weg gewaschen und die Zellen 1h bei Raumtemperatur mit 3,7%
Formaldehydlésung/1% Triton X-100 in PBS fixiert und permeabilisiert. Nach
dreimaligem Waschen mit 0,05% Tween 20 in PBS erfolgte die Inkubation mit 50ul
Primarantikérper (siehe Tabelle 1) in 3% BSA in PBS 1h bei Raumtemperatur. Die
Zellen wurden erneut dreimal mit 0,05% Tween 20 in PBS gewaschen und 1h bei
Raumtemperatur mit 50ul Sekundarantikérper (Ziege anti-Maus IgG HRP; 1:1000;
Santa Cruz) in 3% BSA in PBS inkubiert. Die immunhistochemische Farbung erfolgte
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2. Materialen und Methoden

mittels 1x AEC-Substrats in Acetatpuffer fiir 30min bei 37°C. Die Farbreaktion wurde
mittels dreimaligen Waschens mit Wasser gestoppt und die Platten getrocknet. Zum
Zahlen der Foci wurden die Platten eingescannt und der Virustiter wie folgt bestimmt:

Virustiter [%] = Anzahl der Foci * Volumenfaktor * VerdUnnungsfaktor

Tabelle 1: Primarantikérper fiir die Titration mittels Imnmunhistochemie

Primarantikérper Firma Verdinnung
Maus anti-IAV NP S. Ludwig, Mlnster 1:100

Maus anti-IBV NP mAb Thermo Scientific 1:100

Maus anti-ICV NP, Klon F17 M. Marschall, Erlangen 1:5000

2.2.4 Immunfluoreszenz und Konfokale Laserscanning-Mikroskopie

Fir die Konfokale Laserscanning-Mikroskopie wurden die Zellen in 8-Kammer-
Objekttrager ausgesat. Vor dem Ausséaen der BEAS-2B Zellen wurden die Objekttrager
3h mit einer Fibronectin-Kollagen-Lésung beschichtet und anschlieBend getrocknet.
Nach Infektion (siehe 2.2.1.3), Behandlung und Inkubation der Zellen wurden diese mit
PBS™ gewaschen und 1h bei Raumtemperatur in 3,7% Formaldehydlésung in PBS
fixiert. AnschlieBend wurden die Zellen 45min in 1% Triton X-100 in PBS
permeabilisiert. Nach dreimaligem Waschen der Zellen in PBS erfolgte die Inkubation
mit dem entsprechenden Primarantikérper (siehe Tabelle 2) in 3% BSA in PBS 1h bei
Raumtemperatur. Die Zellen wurden erneut dreimal in PBS gewaschen und 1h bei
Raumtemperatur mit dem entsprechenden Sekundarantikérper (siehe Tabelle 3) in 3%
BSA in PBS inkubiert. Die Farbung der DNA erfolgte nach dreimaligem Waschen mit
PBS fir 10min mit DAPI (1:400) in 3% BSA in PBS. AnschlieBend wurden die Zellen
dreimal mit PBS und einmal mit Wasser gewaschen und in Mowiol-DABCO-L&sung
eingebettet. Die Analyse der Praparate erfolgte an einem Konfokalen Laserscanning-
Mikroskop.

Tabelle 2: Priméarantikérper fiir die Inmunfluoreszenz

Primarantikbrper Firma Verdiinnung
Maus anti-lIAV NP (FPV) mAb, Klon 1331  Biodesign 1:1000
Maus anti-IBV NP mAb Thermo Scientific 1:100

Maus anti-ICV NP, Klon F17 M. Marschall, Erlangen  1:5000
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2. Materialen und Methoden

Tabelle 3: Sekundérantikérper fir die Immunfluoreszenz

Sekundéarantikérper Firma Verdlinnung
Ziege anti-Maus Alexa Fluor 594- Molecular Probes 1:200

gekoppletes F(ab")2 Fragment

Zur Herstellung der Mowiol-Dabco-Lésung wurden zunachst 2,4g Mowiol, 6g Glycerin
und 6ml ddH,O Uber Nacht gemischt. Dazu wurden 12ml 0,2mM Tris/HCI-Lésung pH
8,5 zugegeben und 30min bei 50°C gemischt. AnschlieBend wurde die Lésung 15min
bei 500rpm zentrifugiert, mit 2,5% (w/v) DABCO versetzt und gut gemischt. Die
Mowiol-DABCO-L6sung wurde in Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

2.2.5 Transfektion

Die Transfektion der MDCK-II Zellen mit den Plasmiden p3XxEGFP-NLS (3xGFP-NLS)
bzw. pEGFP-GFP5x (5xGFP) erfolgte mittels Suspensionstransfektion und dem
jetPRIME Polyplus Transfection Kit.

Die konfluenten Zellen in der T-75 Zellkulturflasche wurden nach einmaligem Waschen
mit 1x PBS mit 5ml Accutase 15min bei 37°C inkubiert. Zu den abgelésten Zellen
wurden 5ml DMEM/Penicillin/Streptomycin/FCS zugegeben und die Zellsuspension
5min bei 1000rpm zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 10ml DMEM/
Penicillin/Streptomycin/FCS resuspendiert und eine 1:20-Verdinnung der Zellen
vorbereitet.

Parallel dazu wurden nach Anleitung des jetPRIME Polyplus Transfection Kit Protokolls
2ug Plasmid-DNA mit 200ul jetPRIME Puffer und 4ul jetPRIME Reagenz gut gemischt
und 10min bei Raumtemperatur inkubiert.

Jeweils 100pl des Transfektionsmixes und 500ul Zellsuspension wurden gemischt und
in 8-Kammer-Objekttrager ausgesat. 36h nach der Transfektion wurden die Zellen
entweder mit FPV infiziert (siehe 2.2.1.3) oder mit 2ug/ml Actinomycin D behandelt. Die
Fixierung, Permeabilisierung und die Immunféarbung erfolgte wie unter 2.2.4

beschrieben.
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2. Materialen und Methoden

2.2.6 Caspase-Aktivitatsassay

2.2.6.1 Fluorometrischer Caspase 3-Aktivitidtsassay

Der fluorometrische Caspase 3-Aktivitdtsassay wurde mit Hilfe des IRDye
800CW/QC-1 CSP-3 Kits durchgefthrt. Das Substrat dieses Assays besteht aus dem
Fluorophor IRDye 800CW, welches Uber ein Peptid (Sequenz: GDEVDGAK) an einen
Quencher (IRDye QC-1) gekoppelt ist. Wenn das Peptid durch die aktive Caspase 3
gespalten, dann wird der Quencher vom Fluorophor abgeldst und die Fluoreszenz ist
im nahen Infrarotbereich (820nm % 10nm) messbar. Dieses Kit kann direkt auf
lebenden Zellen angewendet werden.

Dazu wurden die Zellen in schwarze 96-well Zellkulturplatten ausgesét. Die Infektion
der zu 90% konfluenten Zellen erfolgte wie in 2.2.1.3 beschrieben. Die Zellen wurden
in jeweils 50ul/Well Medium mit verschiedenen Inhibitoren bzw. Aktivatoren inkubiert.

Zur Durchfiihrung des Assays wurden der 2x Caspase 3 Assay Puffer, der Assay
Puffer und die Substratldsung nach Angaben des Herstellerprotokolls hergestellt.
Jeweils 50pl der Substratlésung wurden zu jedem Well hinzugegeben und 1h bei 37°C
im Dunkeln inkubiert. Das Messen der Fluoreszenzintensitat erfolgte mittels Odyssey
Infrarot Imaging System bei einer Anregungswellenldnge von 780nm und folgenden
Einstellungen: Fokusversatz: 3,0mm; Auflésung: 200um; Intensitat Kanal 800: 5.

2.2.6.2 Colorimetrischer Caspase 3-Aktivitdtsassay

Der colorimetrische Caspase 3-Aktivitdtsassay wurde mit Hilfe des Caspase-3/CPP32
Colorimetric Protease Assay Kits durchgefiihrt. Das Substrat dieses Assays besteht
aus dem Chromophor p-Nitroanilin (pNA), welches an ein spezifisches Peptid
(Sequenz: DEVD) gekoppelt ist. Wird durch die aktive Caspase 3 das Chromophor
vom Peptid abgespalten, kann die Lichtabsorption des freien p-Nitroanilin gemessen
werden. Dieses Kit kann nur in Zelllysaten angewendet werden.

Dazu wurden die Zellen in 6cm-Zellkulturschalen ausgesat. Die Infektion der zu 90%
konfluenten Zellen erfolgte wie in 2.2.1.3 beschrieben. Die Zellen wurden in jeweils 2ml
Medium mit verschiedenen Inhibitoren bzw. Aktivatoren inkubiert.
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Zur Herstellung der Zelllysate wurden die Zellen vom Boden der Zellkulturschalen
abgeschabt, 1min bei 13000rpm zentrifugiert und in 50ul Lysepuffer resuspendiert.
Nach einer Inkubation der Zellen auf Eis fir 10min erfolgte ein erneuter
Zentrifugationsschritt bei 10000rpm fiir 1min. Der Uberstand wurde bei -80°C
aufbewahrt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradfordreagenz. Dazu
wurde das Bradfordreagenz 1:5 in Wasser verdinnt. Jede Probe wurde 1:200 in der
Bradfordlésung verdiinnt, die Absorption bei 630nm gemessen und mittels einer BSA-
Standardkurve die Proteinkonzentration der Proben berechnet.

Der colorimetrische Caspase 3-Aktivitatsassay wurde, wie im Herstellerprotokoll
angegeben, durchgefihrt. Jeweils 150ug Protein wurden in insgesamt 50ul Lysepuffer
verdinnt und mit 50ul 2x Reaktionspuffer versetzt. AnschlieBend wurden 5ul DEVD-
pNA Substrat zugegeben und die Absorption nach einer Inkubation von 2h bei 37°C,
bei 405nm gemessen.

2.2.6.3 Colorimetrischer Caspase 9-Aktivitdtsassay

Der colorimetrische  Caspase  9-Aktivititsassay wurde mit  Hilfe des
Caspase-9/Mch6/Apaf-3 Colorimetric Protease Assay Kits durchgefiihrt. Das Substrat
dieses Assays besteht aus dem Chromophor p-Nitroanilin, welches an ein spezifisches
Peptid (Sequenz: LEHD) gekoppelt ist. Wird durch die aktive Caspase 9 das
Chromophor vom Peptid abgespalten, kann die Lichtabsorption des freien p-Nitroanilin
(PNA) gemessen werden. Dieses Kit kann nur in Zelllysaten angewendet werden.

Die Herstellung der Zelllysate sowie die Bestimmung der Proteinkonzentration wurden
wie unter 2.2.6.2 beschrieben durchgefihrt.

Der colorimetrische Caspase 9-Aktivitdtsassay wurde, wie im Herstellerprotokoll
angegeben, durchgefihrt. Jeweils 150ug Protein wurden in insgesamt 50ul Lysepuffer
verdinnt und mit 50ul 2x Reaktionspuffer versetzt. AnschlieBend wurden 5ul LEHD-
pNA Substrat zugegeben und die Absorption nach einer Inkubation von 2h bei 37°C,
bei 405nm gemessen.

36



2. Materialen und Methoden

2.2.7 In-Cell-Western Blot (ICW)

Fir den ICW wurden die Zellen in schwarze 96-well Zellkulturplatten ausgesét. Die
Infektion erfolgte wie unter 2.2.1.3 beschrieben mit 50ul Virusverdinnung.
AnschlieBend wurden das Inoculum abgesaugt und die Zellen in 100ul des
entsprechenden Infektionsmediums inkubiert.

Nicht infizierte Zellen wurden direkt nach dem Waschen mit den entsprechenden
Aktivatoren bzw. Inhibitoren, gelést in Infektionsmedium, inkubiert.

Nach der Infektion bzw. Behandlung der Zellen wurden der Uberstand abgesaugt und
die Zellen 1h bei Raumtemperatur in 3,7% Formaldehydlésung in PBS fixiert.
AnschlieBend wurden die Zellen zweimal 5min und einmal 10min mit 200ul 1% Triton
X-100 in PBS gewaschen. Um unspezifische Bindestellen abzusattigen, wurden die
Zellen 2h bei Raumtemperatur in PBS mit 5% (w/v) Magermilchpulver inkubiert. Die
Inkubation der Zellen mit dem priméren Antikérper (Konzentrationen siehe Tabelle 4) in
PBS mit 5% (w/v) Magermilchpulver erfolgte 2h bei Raumtemperatur. Danach wurden
die Zellen zweimal 5min und einmal 10min mit 200ul 1% Tween 20 in PBS gewaschen
und mit dem sekundaren Antikérper (Konzentrationen siehe Tabelle 5) in 0,2% Tween
20 in PBS mit 5% (w/v) Magermilchpulver 1h bei Raumtemperatur, lichtgeschitzt,
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen zweimal 10min mit 200ul 1% Tween 20 in
PBS und einmal 10min in PBS gewaschen und die Zellen getrocknet. Die Detektion der
fluoreszenzmarkierten Proteine erfolgte am Odyssey Infrarot Imaging System bei einer
Anregungswellenlange von 680 und 780nm wund folgenden Einstellungen:
Fokusversatz: 3,0mm; Auflésung: 200um; Intensitat Kanal 700 und 800: 5.

Tabelle 4: Priméarantikérper fiir den ICW

Primérantikbrper Firma Verdinnung
Kaninchen anti-ERK Santa Cruz 1:100
Maus anti-P-ERK Santa Cruz 1:100

Tabelle 5: Sekundérantikorper fiir den ICW

Sekundarantikérper Firma Verdliinnung
Ziege anti-Kaninchen IRDye 680 Licor 1:1000
Ziege anti-Maus IRDye 800CW Licor 1:1000
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2.2.8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der ELISA wurde mit Hilfe des canineTRAIL ELISA Kits durchgefiihrt. Das Prinzip des
ELISAs beruht auf der adsorptiven Bindung von caninem TRAIL an eine
Mikrotiterplatte mittels biotinylierter anti-canineTRAIL Antikérper. Nach Zugabe von
Streptavidin-konjugierter HRP und dem 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin-Substrat (TMB)
findet nur in den Wells eine Farbreaktion statt, die sowohl TRAIL als auch den
biotinylierten Antikérper und das Streptavidin-konjugierte Enzym enthalten. Die
Farbreaktion wird mittels Schwefelsdure abgestoppt und bei 450nm
spektrophotometrisch gemessen.

Far die Bestimmung der TRAIL-Konzentration wurden sowohl Zellkulturiiberstéande als
auch Zelllysate gemessen.

Fidr die Proben der Zellkulturiberstande wurden die Zellen in 24-well Zellkulturplatten
ausgeséat. Die Infektion der Zellen erfolgte wie in 2.2.1.3 beschrieben. Die Zellen
wurden in jeweils 300ul Medium/Well inkubiert. 8h, 24h, und 48h p.i. wurde der
Uberstand abgenommen, 1min bei 13000rpm zentrifugiert und bei -80°C aufbewahrt.

Zur Herstellung der Zelllysate wurden die Zellen in 6cm-Zellkulturschalen ausgesét.
Die Infektion der Zellen erfolgte wie in 2.2.1.3 beschrieben. Die Zellen wurden in
jeweils 2ml Medium inkubiert. 8h, 24h und 48h p.i. wurden die Zellen vom Boden der
Zellkulturschalen abgelést, 1min bei 13000rpm zentrifugiert, drei mal mit 1x PBS
gewaschen und in 150ul 1xPBS resuspendiert. Nach drei Gefrier-Tau-Zyklen wurden
die Zellen erneut bei 4000rpm fiir 10min zentrifugiert. Der Uberstand wurde bei -80°C
aufbewahrt. Die  Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte  mittels
Bradfordreagenz. Dazu wurde das Bradfordreagenz 1:5 in Wasser verdinnt. Jede
Probe wurde 1:200 in der Bradfordlésung verdiinnt und die Absorption bei 630nm

gemessen.

Der ELISA wurde, wie im Herstellerprotokoll angegeben, durchgefihrt. Jeweils 100pl
Standard bzw. Probe wurden Uber Nacht bei 4°C in der préaparierten Mikrotiterplatte
inkubiert. Der Uberstand wurde dekantiert und jeweils 100ul Detektionsreagenz A
zugegeben und 1h bei 37°C inkubiert. Nach drei Waschschritten wurden jeweils 100pl
Detektionsreagenz B zugegeben und 30min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend folgten
erneut 5 Waschschritte. Danach wurden 90ul Substratlésung zugegeben und 20min
bei 37°C inkubiert. Die Farbreaktion wurde mit 50ul Stopplésung abgestoppt und bei
450nm spektrophotometrisch gemessen.
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2.2.9 Statistik

Fir die Berechnung der Signifikanzen wurde das Programm SigmaStat 3.5 verwendet.
Die Ergebnisse wurden unter Verwendung des t-Tests oder des Rangsummentests
(Mann-Whitney-U-Test) analysiert. Alle Daten werden als Mittelwert -/+
Standardabweichung prasentiert und ein p-Wert kleiner als 0,05 wurde als statistisch
signifikant betrachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Die Rolle der intrazellularen Caspaseaktivitat flir den RNP-Export und
die Influenzavirus-Replikation

3.1.1 Die Caspaseabhéngigkeit des nukleo-zytoplasmatischen RNP-Exports

Wie bereits durch Wurzer et. al. gezeigt, ist der Ribonukleoproteinkomplex (RNP)-
Export in Zellen, die mit dem Influenzavirus A/FPV/Bratislava/79 (H7N7, FPV) infiziert
sind, auch von der Aktivitat von Caspase abhangig (Wurzer et al., 2003). Um zu testen,
ob die Caspaseabhéangigkeit des RNP-Exports fir Influenzaviren (V) aller drei Genera
gilt, wurden MDCK-II-Zellen mit humanem Influenzavirus A/Hamburg/01/09
(HIN1pdmQ9), aviarem Influenzavirus A/FPV/Bratislava/79 (H7N7, FPV) oder
humanem Influenzavirus B/Lee/40 (B/Lee) infiziert (MOI=1). Zudem wurden MDCK-I-
Zellen mit dem humanen Influenzavirus C/Johannesburg/1/66 (C/JHB/1/66) infiziert
(MOI=1). Daflir musste zunachst das Herstellen der Virusstocks und die Bestimmung
des Virustiters fur das Influenzavirus B/Lee/40 und das Influenzavirus C/JHB/1/66 in
dem Labor etabliert und optimiert werden. MDCK-I-Zellen haben Rezeptoren mit N-
Acetyl-9-O-acetylneuraminsdureresten, welche ein entscheidender Faktor fur die
Infektion mit Influenza-C-Viren sind (Herrler and Klenk, 1987). MDCK-II-Zellen
enthalten keine Rezeptoren mit N-Acetyl-9-O-acetylneuraminsaureresten und sind
daher resistent gegeniber Influenza-C-Virus-Infektionen. Die Zellen wurden direkt
nach der Infektion ohne bzw. mit 40uM Caspase 3/7-Inhibitor (Cl) behandelt. Der
Caspase-Inhibitor (Z-DEVD-FMK) ist ein haufig genutzter, zellgangiger, irreversibler
Inhibitor ohne zytotoxische Effekte in den verwendeten Konzentrationen (Angabe von
R&D Systems). Das Tetrapeptid DEVD ist die optimale Erkennungssequenz fir die
Caspase 3/7 und inhibiert dadurch mit hoher Spezifitdt (Garcia-Calvo et al., 1998).
Basierend auf der Literatur, in der gezeigt wurde, dass die Caspase 3-Aktivitat erst in
der spaten Replikationsphase von FPV-infizierten Zellen ansteigt (Wurzer et al., 2003),
wurden zundchst in Vorexperimenten die Zeitpunkte p.i. ermittelt, zu denen in
Influenza-A-Viren (lIAV)-, Influenza-B-Viren (IBV)- und Influenza-C-Viren (ICV)-
infizierten Zellen der RNP-Export am besten detektierbar ist. Weiterhin wurde die unter
2.2.4 beschriebene Methode von mir in diesem Labor etabliert. Da das Nukleoprotein
(NP) das haufigste Protein der RNPs ist, wurde deren intrazelluldre Lokalisation mittels
anti-NP Antikérper bestimmt. Daflir mussten zunachst aus einer Vielzahl von anti-IBV-
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NP und anti-ICV-NP Antikérpern fir die Immunfluoreszenz geeignete Antikérper
gefunden und getestet werden. IAV-infizierte Zellen wurden 8h p.i., IBV-infizierte Zellen
wurden 14h p.i. und ICV-infizierte Zellen wurden 18h p.i. fixiert und das NP des
jeweiligen Virus mittels eines spezifischen anti-NP Antikdrpers gefarbt. Zur
Unterscheidung der Kern- bzw. Zytoplasmalokalisation der RNPs wurde gleichzeitig die
DNA mit DAPI angefarbt. Die RNP-Lokalisation wurde mit Hilfe der Konfokalen
Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Wie in Abbildung 9 zu erkennen, sind in IAV-
infizierten Zellen ohne Cl-Behandlung die RNPs hauptsachlich im Zytoplasma zu
finden, wobei in IBV- und ICV-infizierten Zellen die RNPs sowohl im Zytoplasma als
auch im Kern lokalisiert sind. Bei Zugabe des Caspase 3/7-Inhibitors direkt nach der
Infektion ist im Zytoplasma kein griines Signal detektierbar, dafir sind die RNPs
ausschlieBlich im Kern lokalisiert. Diese Ergebnisse zeigen, dass der RNP-Export
sowohl in IAV- als auch in IBV- und ICV-infizierten Zellen Caspase 3-abhangig ist.

AlHamburg/04/09 A/FPV/Bratislava/79 B/Lee/40 C/JHB/1/66
(H1N1) (H7N7)

DAPI

NP

merge

Abbildung 9: RNP-Lokalisation in Influenza-A-, B-, C-Virus-infizierten Zellen ohne bzw. mit Caspase
3/7-Inhibitor-Behandlung

MDCK-II-Zellen wurden mit den angegebenen Influenza-A- und B-Viren bzw. MDCK-I-Zellen mit dem
angegebenen Influenza-C-Virus infiziert (MOI=1) und ohne bzw. mit 40uM Caspase 3/7-Inhibitor (ClI)
behandelt. Die intrazellulare RNP-Lokalisation wurde mit Hilfe eines spezifischen anti-NP Antikérpers
(grun) zu den angegebenen Zeitpunkten p.i. mittels Konfokaler Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Die
DNA wurde mit DAPI (blau) geférbt. Die untere Reihe (merge) zeigt die Uberlagerung der DNA- und NP-
Farbung. Die Pfeile zeigen die RNP-Lokalisation im Zytoplasma in Zellen, die nicht mit dem Caspase 3/7-
Inhibitor behandelt wurden. n=2
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Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Abhangigkeit des RNP-Exports von der
Caspase 3-Aktivitat auch in verschiedenen Zelllinien gilt. Dazu wurden auBBer MDCK-II-
Zellen auch humane Lungenkarzinomepithelzellen (A549), Bronchialepithelzellen
(BEAS-2B), Brustadenokarzinomzellen (MCF-7) und als aviare Zelllinie
Wachtelfibroblasten (QT6) mit FPV infiziert (MOI=1). Als priméare Zelllinie wurden
humane Alveolarepithelzellen (hRAEC) mit dem niedrigpathogenen Virus H1N1pdmQ09
infiziert (MOI=0,5), da hAEC, die mit verschiedenen MOIs des hochpathogenen FPV
infiziert wurden, sich 8h p.i. vollstdndig vom Objekttrager abldsten. Die Zellen wurden
8h p.i. fixiert und die NPs mittels eines anti-NP Antikérpers gefarbt. Zur Unterscheidung
der Kern- bzw. Zytoplasmalokalisation des RNP wurde auch hier die DNA mit DAPI
angefarbt. Die RNP-Lokalisation wurde mit Hilfe der Konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie analysiert. In Abbildung 10 ist zu erkennen, dass in IAV-infizierten MDCK-
[I-, A549-, BEAS- und QT6-Zellen ohne Cl-Behandlung 8h p.i. die RNPs im Zytoplasma
zu finden sind. Auch in den infizierten/unbehandelten hAEC sind 8h p.i. die RNPs im
Zytoplasma lokalisiert. Bei Zugabe des Caspaseinhibitors direkt nach der Infektion ist
in allen Zelllinien im Zytoplasma kein griines Signal detektierbar, sondern die RNPs
sind im Kern lokalisiert. In den Caspase 3-defizienten MCF-7-Zellen ist kein
signifikanter Unterschied in der RNP-Lokalisation zwischen Cl-unbehandelten und ClI-
behandelten Zellen erkennbar. Die unbehandelten Zellen zeigen ein verstarktes RNP-

Signal an der inneren Kernmembran.
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FPV H1N1 pdm09

Abbildung 10: RNP-Lokalisation in verschiedenen Influenza-A-Virus-infizierten Zellen ohne bzw.
mit Caspase 3/7-Inhibitor-Behandlung

Verschiedene sekundare Zelllinien (MDCK-II, A549, BEAS, QT6, MCF-7) wurden mit FPV infiziert
(MOI=1). Die primare Zelllinie (hAEC) wurde mit H1N1pdmO09 infiziert (MOI=0,5). Die verschiedenen
Zelllinien wurden ohne bzw. mit 40uM Caspase 3/7-Inhibitor (Cl) behandelt. Die intrazellulare RNP-
Lokalisation wurde mit Hilfe eines spezifischen anti-NP Antikérpers (griin) 8h p.i. mittels Konfokaler
Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Die DNA wurde mit DAPI (blau) gefarbt. Die untere Reihe (merge)

zeigt die Uberlagerung der DNA- und NP-Farbung. n=2

Daraus lasst sich schlieBen, dass die Abhangigkeit des RNP-Exports von der Caspase
3-Aktivitdt auch in verschiedenen IAV-infizierten sekundaren Zelllinien und einer
priméren Zelllinie gilt.

3.1.2 Untersuchung der Diffusionslimits der Kernporenkomplexe

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Caspasen die nukleo-zytoplasmatische
Barriere der Kernporenkomplexe zerstéren (Faleiro and Lazebnik, 2000). Die dadurch
vermutete Erhdéhung des Diffusionslimits der Kernporen wurde bereits 4h, 6h und 8h
p.i. in einer Diplomarbeit in der Arbeitsgruppe untersucht (Wisskirchen, 2007). In
Erweiterung der Diplomarbeit wurden MDCK-II-Zellen mit Plasmiden transfiziert, die fur
ein grin fluoreszierendes Protein (GFP)-Trimer mit Kernlokalisationssignal (3xGFP-
NLS) und ein GFP-Pentamer ohne Kernlokalisationssignal (5xGFP) codieren. 36h nach
der Transfektion wurden die Zellen mit FPV infiziert (MOI=5) und ohne bzw. mit CI
behandelt. 10h p.i. wurden die Zellen fixiert und mit einem anti-NP Antikérper und DAPI
gefarbt. Die GFP-Lokalisation wurde mit Hilfe der Konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie analysiert.
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Abbildung 11: Intrazelluldare Lokalisation von GFP-Multimeren in Influenzavirus-infizierten Zellen
ohne bzw. mit Caspase 3/7-Inhibitor-Behandlung
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a,b.) MDCK-II-Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die fir ein (a.) GFP-Trimer mit
Kernlokalisationssignal (3xGFP-NLS) und ein (b.) GFP-Pentamer ohne Kernlokalisationssignal (5xGFP)
codieren. 36h nach der Transfektion wurden die Zellen mit FPV infiziert (MOI=5) und ohne bzw. mit 40uM
Caspase 3/7-Inhibitor (Cl) behandelt. 10h p.i. wurden die Zellen fixiert, mit einem anti-NP Antikdrper (rot)
und DAPI (blau) gefarbt und die GFP-Lokalisation (grin) mit Hilfe der Konfokalen Laserscanning-
Mikroskopie analysiert. Die untere Reihe (merge) zeigt die Uberlagerung der drei Kanéle. n=2

c.) Insgesamt 50 transfizierte und infizierte Zellen pro Ansatz wurden ausgezéhlt und die GFP-Lokalisation
analysiert. Fir 3xGPF-NLS ist die Anzahl der Zellen in % angegeben, die ein zytoplasmatisches GFP-
Signal zeigten. Fir 5xGPF ist die Anzahl der Zellen in % angegeben, die ein nukledres GFP-Signal

zeigten.

Wie in Abbildung 11a zu sehen, ist das 75kDa groBe 3xGFP-NLS durch sein
Kernlokalisationssignal in nichtinfizierten Zellen im Nukleus lokalisiert. 10h p.i. ist
3xGFP-NLS sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma detektierbar. Durch die
Behandlung mit Cl kann dieser Effekt inhibiert werden. Weiterhin deutet die
Lokalisation des 3xGFP im Zytoplasma in infizierten Zellen darauf hin, dass der
Reimport auf Grund des NLS nicht mehr funktioniert. Das 125kDa groBe GFP-
Pentamer (5xGFP) ist in nichtinfizierten Zellen im Zytoplasma lokalisiert und kann
durch seine GrdBe auch nicht in den Kern diffundieren (Abbildung 11b). In FPV-
infizierten Zellen ist 10h p.i. sowohl im Zytoplasma als auch im Kern das 5xGFP zu
finden. Durch die Behandlung mit Cl kann auch dieser Effekt inhibiert werden. Fur eine
guantitative Analyse wurden insgesamt 50 transfizierte und infizierte Zellen pro Ansatz
ausgezahlt und die GFP-Lokalisation analysiert (Abbildung 11c). Von den 3xGFP-
transfizierten/nichtinfizierten (Kontrolle) und transfizierten/infizierten/Cl-behandelten
Zellen zeigen weniger als 20% ein GFP-Signal im Zytoplasma. Dagegen haben 60%
der transfizierten/infizierten Zellen ohne CIl-Behandlung ein zytoplasmatisches GFP-
Signal. In 5xGFP-transfizierten/infizierten Zellen ohne Cl-Behandlung steigt die Anzahl
der Zellen mit nuklearem GFP-Signal um ca. 40% gegenldber den
transfizierten/nichtinfizierten Zellen (Kontrolle) an. Durch Cl-Behandlung ist dieser
Anstieg um ca. 20% geringer.

Zusatzlich wurde das gleiche Transfektionsexperiment mit einem Apoptoseinduktor
durchgefihrt. Hierfir wurden die Zellen 36h nach der Transfektion mit 2ug/mi
Actinomycin D (ActD) und ohne bzw. mit Cl behandelt. Actinomycin D ist ein
Zytostatikum und hemmt durch die Bindung an die DNA die RNA-Synthese und flhrt
dadurch zur Aktvierung des Apoptosesignalweges in verschiedenen Zelllinien (Kleeff et
al., 2000). 8h p.t. wurden die Zellen fixiert und mit DAPI gefarbt. Die GFP-Lokalisation
wurde mit Hilfe der Konfokalen Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Analog zu dem
vorhergehenden  Experiment  zeigen in  Abbildung 12a die  3xGFP-
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transfizierten/unbehandelten und die transfizierten/ActD- und Cl-behandelten Zellen
eine GFP-Lokalisation im Kern. Die 5xGFP-transfizierten/unbehandelten und die
transfizierten/ActD- und Cl-behandelten Zellen zeigen Uberwiegend eine GFP-
Lokalisation im Zytoplasma (Abbildung 12b). In den ActD-behandelten Zellen ohne ClI
sind in 3xGFP- und 5xGFP-transfizierten Zellen die GFP-Multimere sowohl im Kern als
auch im Zytoplasma detektierbar. Auch die quantitative Analyse (Abbildung 12c)
bestatigt, dass ca. 60% mehr Zellen eine 3xGFP-Lokalisation im Zytoplasma bzw. ca.
30% mehr Zellen eine 5xGFP-Lokalisation im Kern zeigen, wenn die Zellen mit ActD
behandelt sind. Die zusétzliche Behandlung der Zellen mit Cl reduziert die Anzahl der
Zellen mit zytoplasmatischem 3xGFP-Signal auf ca. 20% und auf ca. 60% der Zellen
mit nukledrem 5xGFP-Signal.

Insgesamt kann aus diesen Daten geschlossen werden, dass die Aktivierung der
Caspase 3, unabhangig davon ob virusinduziert oder durch einen Apoptoseinduktor,
zur Erhéhung der Diffusionslimits der Kernporen von ca. 40kDa auf mind. 125kDa, der
Masse des 5xGFP, fuhrt.
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Abbildung 12: Intrazelluldre Lokalisation von GFP-Multimeren in Actinomycin D-behandelten Zellen
ohne bzw. mit Caspase 3/7-Inhibitor-Behandlung

a, b.) MDCK-ll-Zellen wurden mit Plasmiden transfiziert, die fir ein (a.) GFP-Trimer mit
Kernlokalisationssignal (3xGFP-NLS) und ein (b.) GFP-Pentamer ohne Kernlokalisationssignal (5xGFP)
kodieren. 36h nach der Transfektion wurden die Zellen mit 2ug/ml Actinomycin D (ActD) und ohne bzw.
mit 40uM Caspase 3/7-Inhibitor (Cl) behandelt. 8h p.t. wurden die Zellen fixiert, mit DAPI (blau) gefarbt
und die GFP-Lokalisation (grin) mit Hilfe der Konfokalen Laserscanning-Mikroskopie analysiert. Die
untere Reihe (merge) zeigt die Uberlagerung der drei Kanale. n=2

c.) Insgesamt 50 transfizierte Zellen pro Ansatz wurden ausgezahlt und die GFP-Lokalisation analysiert.
Far 3xGPF-NLS ist die Anzahl der Zellen in % angegeben, die ein zytoplasmatisches GFP-Signal zeigten.
Fir 5xGPF ist die Anzahl der Zellen in % angegeben, die ein nukledres GFP-Signal zeigten.

3.1.3 Analyse des Crm-1-abhdngigen und caspaseabhangigen RNP-Exports

Die unter 3.1.1 und 3.1.2 gezeigten Ergebnisse weisen zusatzlich neben der
vorhandenen Literatur nicht nur auf eine Caspaseabhéangigkeit des RNP-Exports hin
(Wurzer et al., 2003), sondern zeigen auch, dass dies ein genereller Effekt ist,
unabhéngig vom Influenzavirustyp oder der Zelllinie. Allerdings ist auch aus der
Literatur bekannt, dass der RNP-Kernexport Chromosomal Maintenance-1 (Crm-1)-
abhangig ist (Elton et al., 2001). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass der
aktive, Crm-1-abhangige RNP-Export eher in der friihen Phase des Replikationszyklus
relevant ist und in der spaten Phase des Replikationszyklus, wenn die Caspase 3-
Aktivitdt ansteigt und die nukleo-zytoplasmatische Barriere zerstdrt wird, durch den
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passiven, caspaseabhangigen Export erganzt wird. Zur Untersuchung dieser
Hypothese wurden zunédchst MDCK-II-Zellen mit HIN1pdmOQ9 infiziert (MOI=1) und 0,
2, 4, 6 und 8h p.i. mit dem Crm-1-Inhibitor, Leptomycin B (LepB), behandelt. LepB ist
ein spezifischer Crm-1-Inhibitor, von dem auch gezeigt wurde, dass er verschiedene
Kernimportmechanismen und den CAS-abhangigen Exportmechanismus, sowie den
mRNA-Export nicht beeinflusst (Elton et al., 2001; Kudo et al., 1998; Kutay et al., 1997;
Ribbeck et al., 1998). 10h p.i. wurden dann die Virustiter der Uberstinde bestimmt. In
Abbildung 13 ist zu sehen, dass die direkte Zugabe bzw. die Zugabe von LepB bis zu
4h p.i. den Virustiter um ca. eine log-Stufe reduziert. Im Gegensatz dazu zeigt der
Virustiter, wenn LepB 6h oder 8h p.i. zugegeben wird, keinen Unterschied zu dem Titer
von unbehandelten Zellen (10h-Wert).
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Abbildung 13: Abhéngigkeit des Virustiters von der Zugabe von Leptomycin B

MDCK-II-Zellen wurden mit H1N1pdmOQ9 infiziert (MOIl=1) und zu verschiedenen Zeitpunkten (0-8h) p.i. mit
2ng/ml Leptomycin B (LepB) behandelt. 10h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstanden bestimmt. n=3

Um zu zeigen, dass die Effekte auf den Virustiter nicht lediglich dadurch entstanden
sind, dass das LepB unterschiedlich lange auf die Zellen wirkte, wurde ein weiteres
Experiment  durchgefihrt. Da alle Experimente mit dem Influenzavirus
A/FPV/Bratislava/79 (H7N7, FPV) unter S3-Bedingungen durchgeflihrt werden
mussen, wurde zur Erleichterung der Arbeiten von A. Elsayed in der Arbeitsgruppe das
Virus so verandert, dass es zwar gleiche Replikationseigenschaften besitzt, aber die
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Experimente mit dem neuen Influenzavirus A/FPV/Bratislava-LP/2014 (H7N7, FPV-LP)
unter S2-Bedingungen durchgefihrt werden konnten. Hierfir wurde die multibasische
Schnittstelle im FPV-HA zu einer monobasischen Schnittstelle mutiert. Dies fuhrt dazu,
dass das resultierende Virus nun fur die Aktivierung der Fusionsaktivitat seines HAs
auf Trypsin im Zellmedium angewiesen ist und damit zu den niedrigpathogenen
Influenzaviren zu zahlen ist, welche in die Sicherheitsstufe 2 eingruppiert werden.
MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=1) und LepB entweder 0-5h (friihe
IV-Replikationsphase) oder 5-10h p.i. (spate 1V-Replikationsphase) allein oder jeweils
mit Cl (0-10h p.i.) zugegeben. Zudem wurde das Experiment vice versa durchgefiihrt,
in dem Cl entweder 0-5h oder 5-10h p.i. allein oder jeweils mit LepB (0-10h p.i.)
zugegeben wurde. AnschlieBend wurde 10h p.i. der Virustiter bestimmt und mit dem
Titer der unbehandelten Kontrolle (100%) verglichen.

Wie in Abbildung 14 zu sehen, fihrt die Zugabe von LepB 0-5h p.i. ohne und mit Cl zu
einer signifikanten Verringerung des Virustiters gegenuber der Zugabe 5-10h p.i.
(schwarze Balken). Umgekehrt ist der Virustiter bei Zugabe von CI 5-10h p.i. ohne und
mit LepB im Vergleich zur Zugabe 0-5h p.i. signifikant reduziert (graue Balken).
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Abbildung 14: Einfluss der Zugabe von Leptomycin B und Caspase 3/7-Inhibitor zu
unterschiedlichen Zeiten p.i. auf den Virustiter
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MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOl=1). 2ng/ml Leptomycin B (LepB) wurden entweder 0-5h
oder 5-10h p.i. allein oder mit 40uM Caspase 3/7-Inhibitor (Cl) (0-10h p.i.) zugegeben (schwarze Balken).
Zudem wurden 40uM CIl entweder 0-5h oder 5-10h p.i. allein oder mit 2ng/ml LepB (0-10h p.i.) zugegeben
(graue Balken). 10h p.i. wurde der Virustiter bestimmt. Der Virustiter von infizierten/unbehandelten Zellen
wurde gleich 100% gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Um nicht nur die Bedeutung des Crm-1-abhangigen RNP-Kernexports fiir die
Virusvermehrung zu untersuchen, sondern auch fur den intrazellularen RNP-Transport,
wurde zusétzlich die RNP-Lokalisation in LepB-behandelten Zellen zu frihen und
spaten Zeitpunkten des Replikationszyklus analysiert. Dazu wurden MDCK-II-Zellen
mit FPV-LP infiziert (MOI=0,5) und entweder 0-5h oder 5-10h p.i. mit 2ng/ml LepB
behandelt. Die Zellen wurden 2,5h, 5h, 7,5h und 10h p.i. fixiert und mit einem anti-NP
Antikdrper und mit DAPI gefarbt. Die RNP-Lokalisation wurde mit Hilfe der Konfokalen
Laserscanning-Mikroskopie analysiert.

10h

unbehandelt

LepB 0-5h

LepB 5-10h

Abbildung 15: RNP-Lokalisation in Influenzavirus-infizierten Zellen mit Leptomycin B-Behandlung
zu unterschiedlichen Zeitpunkten

MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=0,5) und entweder 0-5h oder 5-10h p.i. mit 2ng/ml
Leptomycin B (LepB) behandelt. Die Zellen wurden 2,5h, 5h, 7,5h und 10h p.i. fixiert und mit einem anti-
NP Antikérper (grin) geféarbt. Die DNA wurde mit DAPI geféarbt (blau). Die RNP-Lokalisation wurde mit
Hilfe der Konfokalen Laserscanning-Mikroskopie analysiert. n=2
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In Abbildung 15 sieht man bei unbehandelten Zellen, dass zu spéaten Zeitpunkten der
Influenzavirus-Replikation (ab 5h p.i.) die RNPs im Zytoplasma lokalisiert sind. Wird
jedoch LepB von 0-5h p.i. zugegeben, ist 5h p.i. kein RNP-Signal im Zytoplasma
detektierbar, die RNPs verbleiben im Kern (mittlere Reihe). Gibt man dagegen LepB zu
spaten Zeitpunkten des Replikationszyklus (5-10h p.i.) dazu (untere Reihe), sind die
RNPs wie bei den unbehandelten Zellen im Zytoplasma lokalisiert.

Die Ergebnisse zeigen, dass der RNP-Kernexport und auch die Virusvermehrung in
der frhen Replikationsphase (0-5h p.i.) Crm-1-abhangig, jedoch in der spaten
Replikationsphase (5-10h p.i.) eher Caspase 3-abhangig ist.

Die unter 3.1 aufgeflhrten Ergebnisse werden in Zusammenarbeit mit D. MUhlbauer,
der in der Arbeitsgruppe die Effekte der Caspase 3-Aktivitdt auf die
Kernporenkomplexe in [AV-infizierten Zellen untersucht hat, zur Verdffentlichung

eingereicht.
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3.2 Regulation der Caspaseaktivitat in der Influenza-A-Virus-infizierten
Zelle

Nachdem ich zeigen konnte, dass:

(i) die Caspase 3-Aktivitat eine generelle Bedeutung fir die Vermehrung von |V hat, da
sie nicht nur fir den RNP-Kernexport von aviaren |AV, sondern auch von humanen
AV, IBV und ICV notwendig ist (Abbildung 9) und dies unabhangig von der
verwendeten, permissiven Zelllinie ist (Abbildung 10),

(i) die IV-induzierte Caspase 3-Aktivitat zur einer Erhéhung des Diffusionslimits von ca.
40kDa zu mindestens 125kDa (5xGFP) fuhrt (Abbildung 11), wobei auch der geregelte
Reimport von NLS-tragenden Proteinen (3xGFP-NLS) in den Kern gestort ist
(Abbildung 11a) und diese Ergebnisse mit einem Apoptoseinduktor (ActD) bestétigt
werden konnten (Abbildung 12),

(iii) Crm-1 nur in einer frGhen IV-Vermehrungsphase (0-5h p.i.) effektiv. zum RNP-
Kernexport beitragt und in der spaten IV-Vermehrungsphase (5-10h p.i.) von der, durch
die Caspase 3 ausgeldste, passive Diffusion erganzt wird,

sollte nun die Regulation der virusinduzierten Caspase 3-Aktivitat analysiert werden.
Daflr wurde zuerst untersucht, welche Bedeutung der proapoptotische Faktor tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in der infizierten sekundéaren
Zellkultur fir die virusinduzierte Caspase 3-Aktivierung hat. Weiterhin sollte der Anteil
des intrinsischen Apoptosesignalweges an der IV-induzierten Caspase 3-Aktivierung
analysiert werden und damit sowohl die Bedeutung der beiden zellularen Arme fir die
Caspase 3-Aktivierung als auch far die IV-Vermehrung eingegrenzt werden. Da die
Literatur darauf hinweist, dass (i) extracellular signal-regulated kinase (ERK) eine
regulative Rolle in der Apoptose spielt (Kim et al., 2008; Li et al., 2006; Liu et al., 2006;
Mandal et al., 2014; Soderstrom et al., 2002; Tran et al., 2001) und (ii) sowohl die
Inhibierung von ERK als auch von Caspase 3 zur Retention der RNPs im Kern und zu
einem verringerten Virustiter fihren (Pinto et al., 2011; Wurzer et al., 2003), sollte ein
Zusammenhang zwischen dem ERK-Signalweg und der Apoptosesignalkaskade in der
IV-infizierten Zelle hergestellt und mdgliche Interaktionspunkte untersucht werden.
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Da MDCK-II-Zellen eine geeignete und haufig genutzte Zelllinie zur Vermehrung von IV
sind und innerhalb eines Replikationszyklus die Caspase 3-Aktivitat mit den von mir
etablierten Methoden detektierbar war, wurde diese Zelllinie far alle weiteren

Experimente genutzt.

3.2.1 Analyse der TRAIL-Menge von IV-infizierten MDCK-II-Zellen und deren
Einfluss auf die Caspase 3-Aktivitat und den Virustiter

Aus der Literatur ist bekannt, dass die Expression TRAIL in IV-infizierten residenten
und rekrutierten Alveolarmakrophagen fir die Induktion der Apoptose in den
Alveolarepithelzellen (AEC) verantwortlich ist. Ex vivo wurden in IAV-infizierten
Alveolarmakrophagen ca. 0,07ng/ml I6sliches TRAIL und in vivo ca. 0,3ng/ml I8sliches
TRAIL in der bronchoalveolaren Lavageflissigkeit |AV-infizierter Mause gemessen
(Hogner et al., 2013). In der fir diese Arbeit verwendeten MDCK-II-Zellkultur sind keine
Makrophagen vorhanden bzw. kénnen diese auch nicht rekrutiert werden. Deswegen
sollte zunachst untersucht werden, in welchem MaB IV-infizierte MDCK-II-Zellen TRAIL
exprimieren und ob das Zytokin ins Medium sezerniert wird, um so parakrin bzw.
autokrin zu wirken. Dazu wurden MDCK-1I-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=0,001) und
nach 8h, 24h und 48h mit Hilfe des canineTRAIL ELISA Kits die Konzentration des
TRAIL in den Uberstanden und Zelllysaten analysiert. In Abbildung 16 sind die TRAIL-
Konzentration von nichtinfizierten und infizierten Zellen gegenlbergestellt. In den
Zellkulturiberstanden (Abbildung 16a) unterscheiden sich die TRAIL-Konzentrationen
in dem Messbereich von 0,08ng/ml bis 0,1ng/ml zwischen nichtinfizierten und
infizierten Zellen in dem gemessenen Zeitraum kaum. Die maximale detektierte TRAIL-
Konzentration von 0,2ng/ml wurde 24h p.i. in den Uberstanden von infizierten Zellen
gemessen. Damit liegen die gemessenen TRAIL-Konzentrationen in dem Bereich der
in der Literatur angegebenen Konzentrationen von léslichem TRAIL in IAV-infizierten
Alveolarmakrophagen und bronchoalveolérer Lavageflissigkeit IAV-infizierter Mause.
In den Zelllysaten (Abbildung 16b) wurden mit Konzentrationen von 0,4ng/ml bis
1,2ng/ml mehr TRAIL nachgewiesen als in den Uberstanden. 8h und 48h p.i. wurden in
den infizierten Zellen weniger TRAIL detektiert als in den nichtinfizierten Zellen. 24h p.i.
dagegen war eine hdhere TRAIL-Konzentration in den infizierten Zellen zu finden. Dies
konnte auch bei den TRAIL-Konzentrationen in den Zellkulturliberstdnden beobachtet
werden. Da die gemessenen TRAIL-Werte im Uberstand der infizierten Zellen denen
aus |AV-infizierten Alveolarmakrophagen bzw. aus Lungen infizierter M&use
entsprechen, ist zu vermuten, dass auch ohne Alveolarmakrophagen in der infizierten
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3. Ergebnisse

MDCK-II-Zellkultur evtl. gentigend TRAIL fir eine para- und autokrine Induktion des
extrinsischen Apoptoseweges produziert werden kénnte.
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Abbildung 16: TRAIL-Konzentration in den Uberstinden und Zelllysaten von infizierten MDCK-II-
Zellen
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a., b.) MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=0,001). 8h, 24h und 48h p.i. wurden die
Uberstande abgenommen und Zelllysate hergestellt. Mit Hilfe des canineTRAIL ELISA Kits wurde die
Konzentration an TRAIL in den Uberstdnden (a.) und in den Zelllysaten (b.) bestimmt. n=3

Aus dem Modell der Apoptosesignalkaskade (Abbildung 7) geht hervor, dass die
Bindung von TRAIL an den Rezeptor sowohl den extrinsischen Weg als auch den
intrinsischen Caspasesignalweg auslésen kann. Da die Aktivierung der Caspase 3 und
die damit verbundene Aktivierung der Apoptose wichtig fir den RNP-Export und die
damit zusammenhangende Virusreplikation ist, sollte weiterhin untersucht werden, ob
die von MDCK-II-Zellen sezernierte Menge von TRAIL ausreicht, die Caspase 3 zu
aktivieren und ob die Zugabe von externem TRAIL einen Einfluss auf die
Virusreplikation hat. Dazu wurde ein Konzentrationsbereich gewahlt, der sowohl die
gemessenen TRAIL-Konzentrationen in den MDCK-II-Zellkulturiiberstdnden und
Lysaten als auch die in der Literatur angegebenen Konzentrationen in
Alveolarmakrophagen und bronchoalveolérer Lavageflissigkeit beinhaltet. MDCK-II-
Zellen wurden deshalb mit rekombinantem caninem TRAIL von 1pg/ml bis 10ng/mi
behandelt und 8h p.t. die Caspase 3-Aktivitdt gemessen. Als Kontrolle der Caspase 3-
Aktivierung diente 1uM Staurosporin. Staurosporin ist ein Alkaloid, welches aus
Streptomyces staurospores isoliert wurde. Es verhindert die Bindung von ATP in
Proteinkinasen. Durch die hohe Affinitat, aber geringe Selektivitat bindet Staurosporin
an eine Vielzahl von Proteinkinasen, z.B. Proteinkinase C (PKC). Staurosporin inhibiert
nicht nur den Zellzyklusverlauf in verschiedenen Zelllinien, sondern induziert auch
Apoptose (Chae et al., 2000).
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Abbildung 17: Relative Caspase 3-Aktivitat in MDCK-lI-Zellen nach Behandlung mit rekombinantem
caninem TRAIL unterschiedlicher Konzentrationen

MDCK-II-Zellen wurden mit 1pg/ml, 10pg/ml, 100pg/ml, 1ng/ml und 10ng/ml rekombinantem caninem
TRAIL behandelt und 8h p.t. die Caspase 3-Aktivitdt gemessen. Als Kontrolle der Caspase 3-Aktivierung
diente 1uM Staurosporin. Die Caspase 3-Aktivitdt der unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n=3;
* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

In Abbildung 17 ist die relative Caspase 3-Aktivitat graphisch dargestellt. In dem
Konzentrationsbereich von 1pg/ml bis 10ng/ml TRAIL ist keine Caspase 3-Aktivierung
in den MDCK-II-Zellen detektierbar. Dagegen zeigt die Positivkontrolle Staurosporin
eine signifikante Erhéhung der Caspase 3-Aktivitat.

Um den Einfluss der Zugabe von externem TRAIL auf die Virusvermehrung zu
analysieren, wurden MDCK-II-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und ohne bzw. mit
10ng/ml rekombinantem caninem TRAIL behandelt. Diese Konzentration wurde
gewahlt, da sie ca. 100-fach Uber den gemessen Konzentrationen von léslichem TRAIL
in 1V-infizierten MDCK-II-Zellen liegt und die héchst mdgliche Konzentration war, die
mittels der kauflich erworbenen Stocklésung eingesetzt werden konnte. 8h p.i. wurde
der Virustiter in den Uberstanden bestimmt.
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Abbildung 18: Einfluss von rekombinantem caninem TRAIL auf den Virustiter in infizierten
MDCK-II-Zellen

MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit 10ng/ml
rekombinantem caninem TRAIL behandelt. 8h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstanden bestimmt. Der
Virustiter von unbehandelten Zellen wurde gleich 100% gesetzt. n=3

In Abbildung 18 ist sind die Virustiter in Relation zu infizierten/unbehandelten Zellen
(=100%) graphisch dargestellt. Die mit TRAIL-behandelten Zellen zeigen eine
Erhéhung des Virustiters um 22%, welche aber nicht signifikant ist.

Die Ergebnisse zeigen, dass zwar &hnliche Konzentrationen von Islichem TRAIL in
[V-infizierten MDCK-II-Zellen gemessen wurden im Vergleich zu den Konzentrationen
von l@slichem TRAIL in IV-infizierten Alveolarmakrophagen, die in AEC Apoptose
auslésen, diese aber in MDCK-II-Zellen nicht zur Aktivierung der Caspase 3 und nur zu
einer geringen, nicht signifikanten Erhéhung des Virustiters flhren.

3.2.2 Untersuchung des Anteils von extrinsischem und intrinsischem
Apoptosesignalweg auf die Caspaseaktivitat und die Virusreplikation

Da die Caspase 3-Aktivitat eine wichtige Rolle in der Virusvermehrung spielt, aber die
von MDCK-II-Zellen exprimierte und auch sezernierte Menge an TRAIL nicht ausreicht,
um die Caspase 3-Aktivitét detektierbar zu erhéhen, stellte sich nun die Frage, welchen
Anteil der extrinsische, TRAIL/Caspase 8-vermittelte und der intrinsische, Caspase 9-
abhangige Weg an der Caspase 3-Aktivierung und damit an der Virusvermehrung hat.
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Dazu wurden MDCK-II-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und ohne bzw. mit jeweils
40uM Caspase 3-Inhibitor (Z-DEVD-FMK), Caspase 8-Inhibitor (Z-IETD-FMK) oder
Caspase 9-Inhibitor (Z-LEHD-FMK) behandelt. 8h p.i. wurde die Caspase 3-Aktivitat in
den Zellen gemessen. Wie bereits flir den Caspase 3-Inhibitor beschrieben, sind die
Caspase 8- und Caspase 9-Inhibitoren haufig genutzte, zellgangige, irreversible
Inhibitoren ohne zytotoxische Effekte, die ein Tetrapeptid als optimale
Erkennungssequenz flr die jeweilige Caspase besitzen (Garcia-Calvo et al., 1998). Als
Kontrolle der Caspase 3-Aktivierung diente 1uM Staurosporin.
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Abbildung 19: Einfluss von Caspase 3, 8, 9-Inhibitoren auf die Caspase 3-Aktivitadt in infizierten
MDCK-II-Zellen

MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit jeweils
40uM Caspase 3-Inhibitor (C3l, Z-DEVD-FMK), Caspase 8-Inhibitor (C8l, Z-IETD-FMK) oder Caspase 9-
Inhibitor (C9I, Z-LEHD-FMK) behandelt. 8h p.i. wurde die Caspase 3-Aktivitat in den Zellen gemessen. Als
Kontrolle der Caspase 3-Aktivierung diente 1uM Staurosporin (Stauro.). Die Caspase 3-Aktivitdt von
nichtinfizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Wie in Abbildung 19 zu sehen, steigt die Caspase 3-Aktivitdt in
infizierten/unbehandelten MDCK-II-Zellen um etwa das Doppelte an. In Caspase 3-
inhibierten Zellen entspricht die Caspase 3-Aktivitat der von
nichtinfizierten/unbehandelten Zellen. Auch die Inhibierung der Caspase 9 senkt die
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Caspase 3-Aktivitat um ca. 50% im Vergleich zu den infizierten/unbehandelten Zellen.
Dagegen unterscheiden sich die Caspase 3-Aktivitdten von infizierten/unbehandelten
und infizierten/Caspase 8-inhibierten Zellen nicht.

Da die Caspase 3- und 9-Inhibitoren eine Reduktion der Caspase 3-Aktivitat zeigen,
aber der Caspase 8-Inhibitor scheinbar keinen Einfluss auf die Caspase 3-Aktivitat
hat, sollte in einem weiteren Experiment der Einfluss der Caspaseinhibitoren allein und
in Kombination auf den Virustiter untersucht werden. Dazu wurden MDCK-II-Zellen mit
FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit jeweils 40uM
Caspase 3-Inhibitor und/oder Caspase 8-Inhibitor und/oder Caspase 9-Inhibitor
behandelt. 8h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstanden bestimmt.
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Abbildung 20: Einfluss von Caspase 3, 8, 9-Inhibitoren auf den Virustiter in infizierten MDCK-II-
Zellen

MDCK:-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit jeweils
40uM Caspase 3-Inhibitor (Z-DEVD-FMK) und/oder Caspase 8-Inhibitor (Z-IETD-FMK) und/oder Caspase
9-Inhibitor (Z-LEHD-FMK) behandelt. 8h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstianden bestimmt. Der
Virustiter von infizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 100% gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001
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In Abbildung 20 sind die Virustiter im Vergleich zu infizierten/unbehandelten Zellen
(=100%) graphisch dargestellt. Die Behandlung der Zellen mit Caspase 3-Inhibitor
senkt den Titer um ca. 20% und mit Caspase 9-Inhibitor um ca. 35%. In Caspase 8-
inhibierten Zellen steigt der Virustiter um 40%. Bei der Behandlung der Zellen mit der
Kombination aus Caspase 3- und Caspase 8-Inhibitor wird jedoch der erhdhte
Virustiter signifikant um 28% gesenkt. Zellen, die mit Caspase 3- und Caspase 9-
Inhibitor behandelt wurden zeigen mit einer Reduktion um 45% den niedrigsten
Virustiter. Caspase 8- und Caspase 9-inhibierte Zellen haben einen Virustiter von 80%
im Vergleich zu den infizierten/unbehandelten Zellen. Sowohl der Virustiter als auch die
Caspase 3-Aktivitat zeigen in den Zellen, die mit den einzelnen Cl behandelt wurden,
gleiche Verlaufe.

Da die Caspase 3 die letzte Effektorcaspase sowohl im extrinsischen als auch im
intrinsischen  Weg ist, wurde =zur weiteren Betrachtung des intrinsischen
Apoptosesignalweges die Caspase 9 gewahlt, da diese im extrinsischen Weg keine
Rolle spielt. Fir die Untersuchung des Einflusses von Caspase 8- und Caspase 9-
Inhibitoren auf die Caspase 9-Aktivitat in infizierten MDCK-II-Zellen wurden diese mit
FPV-LP infiziert (MOI=3) und ohne bzw. mit jeweils 40uM Caspase 8-Inhibitor oder
Caspase 9-Inhibitor behandelt. 8h p.i. wurde die Caspase 9-Aktivitat in den Zellen
gemessen. Als Kontrolle der Caspase 9-Aktivierung diente 1uM Staurosporin.
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Abbildung 21: Einfluss von Caspase 8- und Caspase 9-Inhibitoren auf die Caspase 9-Aktivitat in
infizierten MDCK-II-Zellen
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MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit jeweils
40uM Caspase 8-Inhibitor (Z-IETD-FMK) oder Caspase 9-Inhibitor (Z-LEHD-FMK) behandelt. 8h p.i.
wurde die Caspase 9-Aktivitét in den Zellen gemessen. Als Kontrolle der Caspase 9-Aktivierung diente
1uM Staurosporin (Stauro.). Die Caspase 9-Aktivitdt von nichtinfizierten/unbehandelten Zellen wurde
gleich 1 gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

In Abbildung 21 ist die relative Caspase 9-Aktivitat graphisch dargestellt. In infizierten
Zellen ist die Caspase 9-Aktivitat im Vergleich zu nichtinfizierten/unbehandelten Zellen
um ca. 40% erh6ht. Die Aktivierung der Caspase 9 kann durch die Behandlung mit
Caspase 9-Inhibitor vollstédndig aufgehoben werden. Der Caspase 8-Inhibitor flhrt zu
einer Reduktion der Caspase 9-Aktivitat in infizierten Zellen um 25%. Die Behandlung
nichtinfizierter Zellen mit Staurosporin zeigt eine signifikante Erhéhung der Caspase 9-
Aktivitat.

Einige Studien zeigten bereits, dass verschiedene Proteine der Bcl-2-Familie, die eine
wichtige regulatorische Funktion im intrinsischen Apoptosesignalweg haben, in der V-
induzierten Apoptose involviert sind (McLean et al., 2009; Nencioni et al., 2009; Tran et
al., 2013). Da meine Ergebnisse deutlich zeigen, dass die Caspase 8 keinen bzw.
kaum Einfluss auf Caspase 3 und 9 hat, aber die Caspase 9-Aktivitdt sowohl die
Caspase 3-Aktivitat als auch den Virustiter beeinflusst, ist aus diesen Ergebnissen zu
schlieBen, dass der intrinsische Apoptosesignalweg eine bedeutende Rolle in IV-
infizierten MDCK-II-Zellen spielt.

3.2.3 Untersuchung des Zusammenhangs der ERK-Aktivitit und der
Apoptosesignalkaskade

Im Kapitel 1.2.1.4 wurde bereits beschrieben, dass sowohl die Inhibierung von ERK als
auch die Caspase 3-Inhibierung den gleichen Phanotyp aufweisen, namlich die
Retention der RNPs im Kern und einen verringerten Virustiter (Pleschka et al., 2001;
Wourzer et al., 2003). Weiterhin wurden bereits verschiedene Zusammenhange von
ERK und der Apoptosesignalkaskade in verschiedenen Zellsystemen untersucht (siehe
1.2.1.4). Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen dem ERK-Signalweg und der
Apoptosesignalkaskade in der IV-infizierten Zellkultur herstellen zu kénnen und
maogliche Interaktionspunkte zu untersuchen, wurden verschiedene Experimente
durchgefiihrt. Zunachst sollte die Frage geklart werden, ob die Inhibierung der ERK-
Aktivierung zu einer Erhéhung oder Reduktion der virusinduzierten Caspase 3-Aktivitat
fihrt (siehe Abbildung 8). Dazu wurden MDCK-II-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=3)
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und ohne bzw. mit 50uM des MEK-Inhibitors U0126 behandelt. 8h p.i. wurde die
Caspase 3-Aktivitét in den Zellen gemessen. Als Kontrolle der Caspase 3-Aktivierung
diente 1uM Staurosporin.

Wie in Abbildung 22 zu sehen, steigt die Caspase 3-Aktivitdt sowohl in
infizierten/unbehandelten als auch in infizierten/U0126-behandelten MDCK-II-Zellen
signifikant an. Auch die Positivkontrolle zeigt eine Erhéhung der Caspase 3-Aktivitat.
Die Caspase 3-Aktivitat in infizierten/U0126-behandelten Zellen ist um 27% hdéher als
die Caspase 3-Aktivitdt in infizierten, unbehandelten Zellen. Bezogen auf das in
Abbildung 8 gezeigte Modell wiirde dieses Ergebnis daflir sprechen, dass aktives ERK
einen inhibitorischen Effekt auf die Caspase 3-Aktivitat hat, indem es im extrinsischen
Signalweg die Aktivierung der Caspase 8 hemmt oder im intrinsischen Signalweg die
Aktivierung von Bid und Bad hemmt.
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Abbildung 22: Einfluss der ERK-Aktivitat auf die Caspase 3-Aktivitat

MDCK:-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit 50uM
U0126 behandelt. 8h p.i. wurde die Caspase 3-Aktivitdt in den Zellen gemessen. Als Kontrolle der
Caspase 3-Aktivierung diente 1uM Staurosporin  (Stauro.). Die Caspase 3-Aktivitdit von
nichtinfizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Um den Einfluss der ERK-Aktivitdt auf den intrinsischen Apoptosesignalweg zu
untersuchen, wurden MDCK-II-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=3), die ohne bzw. mit
50uM U0126 behandelt wurden und 8h p.i. die Caspase 9-Aktivitdt in den Zellen
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gemessen. Um die ERK-Aktivierung zu induzieren, wurden die Zellen 20min mit
200ng/ml Tetradecanoylphorbol-acetat (TPA) behandelt. TPA gehért zur Gruppe der
Phorbolester und wird hauptsachlich zur Aktivierung der Proteinkinase C genutzt
(Castagna et al., 1982). Zudem kann auch der ERK-Signalweg durch Phorbolester
aktiviert werden (Munshi and Ramesh, 2013). Als Positivkontrolle der Caspase 9-
Aktivitat diente 1uM Staurosporin.

In Abbildung 23 ist die relative Caspase 9-Aktivitdt graphisch dargestellt. In
infizierten/unbehandelten Zellen ist, im Vergleich zu nichtinfizierten/unbehandelten
Zellen, die Caspase 9-Aktivitat um 39% erhéht. Dagegen ist die Caspase 9-Aktivitat in
infizierten/U0126-behandelten Zellen nur um 6% erhdht. In TPA-behandelten Zellen
liegt die Caspase 9-Aktivitdt unter der von nichtinfizierten/unbehandelten Zellen.
Daraus lasst sich schlieBen, dass ERK wahrscheinlich den intrinsischen
Apoptosesignalweg reguliert und einen inhibitorischen Effekt auf den intrinsischen
Apoptosesignalweg hat.
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Abbildung 23: Einfluss der ERK-Aktivitat auf die Caspase 9-Aktivitat

MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und direkt nach der Infektion ohne bzw. mit 50uM
U0126 oder fir 20min mit 200ng/ml TPA behandelt. 8h p.i. wurde die Caspase 9-Aktivitat in den Zellen
gemessen. Als Kontrolle der Caspase 9-Aktivierung diente 1uM Staurosporin (Stauro.). Die Caspase 9-
Aktivitdt von nichtinfizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001
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Da bisher untersucht wurde, ob die virusinduzierte ERK-Aktivitdt einen regulativen
Einfluss auf die virusinduzierte Caspase 3- bzw. Caspase 9-Aktivitat hat, sollte nun,
vice versa, der Einfluss der Aktivierung bzw. Inhibierung des extrinsischen und
intrinsischen Apoptosesignalweges auf die ERK-Aktivitdt untersucht werden. In der
Literatur wurde bereits fiir verschiedene Zellsysteme gezeigt, dass TRAIL die ERK-
Aktivierung induziert (Kim et al., 2008; Li et al., 2006). Deswegen wurde zun&chst
getestet, ob auch in MDCK-II-Zellen die Zugabe von externem, caninem TRAIL zu
einer Aktivierung von ERK flhrt. Dazu wurden MDCK-II-Zellen ohne bzw. mit 1ng/ml
rekombinantem caninem TRAIL behandelt. Da rekombinantes canines TRAIL nicht
mehr kommerziell verfigbar war, weil die Produktion eingestellt wurde, konnte mit dem
im Labor vorhandenen Rest nur die 10-fach geringere Menge als in den Experimenten
in Abbildung 17 und Abbildung 18 eingesetzt werden. Weiterhin wurden TRAIL-
behandelte Zellen mit dem MEK-Inhibitor U0126 behandelt. 4h, 6h und 8h p.t. wurde
die ERK-Aktivitat mittels In-Cell-Western Blots (ICW) gemessen. Die Methode des ICW
wurde von E. Lenz in der Arbeitsgruppe Pleschka etabliert und von M. Sauerwald und
mir optimiert. Als Kontrolle der ERK-Aktivierung wurden die Zellen 20min mit TPA
stimuliert. In Abbildung 24 ist die relative ERK-Aktivitat graphisch dargestellt. Die ERK-
Aktivitat ist in TRAIL-behandelten MDCK-II-Zellen 4h p.t. signifikant erhéht und steigt
bis 6h p.t. an. 8h p.t. ist die ERK-Aktivitat im Vergleich zu unbehandelten Zellen auch
erhoht, aber ca. 38% niedriger als 6h p.t.. Die Positivkontrolle TPA zeigt ebenfalls
einen Anstieg der ERK-Aktivitdt um 23%. Durch die Behandlung der Zellen mit dem
MEK-Inhibitor U0126 kann die TRAIL-induzierte ERK-Aktivitat vollstandig inhibiert
werden. Das bedeutet, dass canines TRAIL in MDCK-II-Zellen zu einer Aktivierung von
ERK Uber den MAPK-Signalweg flhrt.
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Abbildung 24: Einfluss von caninem TRAIL auf die ERK-Aktivitat

MDCK-II-Zellen wurden ohne bzw. mit 1ng/ml rekombinantem caninem TRAIL behandelt und 4h, 6h und
8h p.t. wurde die ERK-Aktivitdt mittels ICW gemessen. Weiterhin wurden TRAIL-behandelte Zellen mit
dem MEK-Inhibitor U0126 behandelt. Als Kontrolle der ERK-Aktivierung wurden die Zellen 20min mit TPA
stimuliert. Die ERK-Aktivitdt von unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01;
*** p<0,001

Weiterhin sollte analysiert werden, ob Caspase 3, 8 und 9 einen regulativen Einfluss
auf die ERK-Aktivierung haben. Nach dem Modell in Abbildung 8 sollte dies nicht der
Fall sein. Fir diese Untersuchungen wurden MDCK-II-Zellen mit FPV-LP infiziert
(MOI=1) und ohne bzw. mit 50uM U0126 oder jeweils 40uM Caspase 3-, 8-, 9-Inhibitor
behandelt. Die Behandlung mit 1uM Staurosporin oder 200ng/ml TPA fir 20min
erfolgte jeweils in nichtinfizierten und infizierten Zellen. 8h p.i. wurde die ERK-Aktivitat
mittels ICW bestimmt. In Abbildung 25 ist die relative ERK-Aktivitat graphisch
dargestellt. Die Infektion von MDCK-II-Zellen fihrt zu einer signifikanten Erhéhung der
ERK-Aktivitat, die sich durch die Behandlung mit dem MEK-Inhibitor U0126 fast
vollstandig inhibieren Iasst. Die Inhibierung der Caspase 3-, 8- oder 9-Aktivitat zeigt im
Vergleich zu infizierten/unbehandelten Zellen keinen Einfluss auf die ERK-Aktivitat.
Sowohl in nichtinfizierten als auch in infizierten Zellen bewirkt die
Staurosporinbehandlung eine Inhibierung der ERK-Aktivitat. Die Behandlung der Zellen
mit TPA fuhrt zur Aktivierung von ERK in nichtinfizierten und infizierten Zellen. Die
relative ERK-Aktivitat in nichtinfizierten/TPA-behandelten Zellen entspricht der relativen
ERK-Aktivitat im vorherigen Experiment (Abbildung 24). Diese Ergebnisse zeigen, dass
die Inhibierungen der Caspasen 3, 8 und 9 zwar keinen Effekt auf die ERK-Aktivitat
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haben, aber Staurosporin, wahrscheinlich durch die inhibitorische Wirkung auf die
PKC, welche in der IV-infizierten Zelle an der Aktivierung von ERK beteiligt ist (Marjuki
et al., 2006), zur Hemmung der ERK-AKktivitat fuhrt.
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Abbildung 25: Einfluss von U0126, Caspase 3-, 8-, 9-Inhibitor, Staurosporin und TPA auf die ERK-
Aktivitat

MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOl=1) und ohne bzw. mit 50uM U0126 oder jeweils 40uM
Caspase 3-, 8-, 9-Inhibitor (C3I, C8I, C9l) inkubiert. Die Behandlung mit 1uM Staurosporin (Stauro.) oder
200ng/ml TPA fir 20min erfolgte jeweils in nichtinfizierten und infizierten Zellen. 8h p.i. wurde die ERK-
Aktivitat bestimmt. Die ERK-AKktivitét von nichtinfizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 1 gesetzt. n =
4;* p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Wie in der Literatur bereits gezeigt, fihrt die Inhibierung der ERK-Aktivitat durch U0126
zu einer Reduktion des Virustiters um ca. 80% (Pleschka et al., 2001). Da die
Behandlung von MDCK-II-Zellen mit Staurosporin auch zu einer Reduktion der ERK-
Aktivitat fihrt, zudem aber die Caspase 3- und 9-Aktivitat erhdht, die eine wichtige
Rolle bei der Influenzavirusvermehrung spielen, stellte sich die Frage, wie sich die
Behandlung der Zellen mit Staurosporin auf den Virustiter auswirkt. Dazu wurden
MDCK-1I-Zellen mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und mit 1uM Staurosporin oder 50uM
U0126 behandelt. 8h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstdnden bestimmt. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 26 graphisch dargestellit.
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MDCK-II-Zellen wurden mit FPV-LP infiziert (MOI=3) und mit 1uM Staurosporin (Stauro.) oder 50uM
U0126 behandelt. 8h p.i. wurde der Virustiter in den Uberstdnden bestimmt. Der Virustiter von
infizierten/unbehandelten Zellen wurde gleich 100% gesetzt. n=3; * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001

Die Reduktion des Virustiters durch U0126 um ca. 93% bestatigt den Einfluss der ERK-

Aktivitat auf die Virusvermehrung. Der Virustiter in staurosporinbehandelten Zellen
zeigt nahezu keinen Unterschied zu dem Virustiter in infizierten/unbehandelten Zellen.
Die aktivierende Wirkung von Staurosporin auf die Caspase 3- und 9-Aktivitat, die zu
einer Erhéhung des Virustiters fiihren wirde, gleicht vermutlich die inhibierende
Wirkung des Staurosporin auf die ERK-Aktivitat, die zu einer Reduktion des Virustiters

fihren wirde, aus.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse erstmalig, dass die Effekte der Caspase 3-
Aktivitat auf den RNP-Export nicht nur fir verschiedene Virustypen, sondern auch fir
verschiedene permissive Zelllinien gilt. Durch die Erhéhung der Diffusionslimits der
Kernporen in Caspase 3-aktivierten Zellen wird der aktive, Crm-1-abhangige RNP-
Kernexport, der in der frlhen Replikationsphase stattfindet, durch den passiven,
Caspase 3-abhangigen Transport in der spaten Replikationsphase des IV abgeldst
bzw. erganzt. Weiterhin lassen die Ergebnisse darauf schlieBen, dass der TRAIL-
vermittelte extrinsische Apoptosesignalweg in der IAV-infizierten MDCK-II-Zellkultur bei
der Caspase 3-Aktivierung und der Virusvermehrung eine untergeordnete Rolle
spielen. Dagegen ist die Caspase 9-Aktivitdt im intrinsischen Apoptosesignalweg
wichtig fir die Caspase 3-Aktivierung und damit fir die Virusvermehrung. Zudem spielt
auch die ERK-Aktivitat eine groBBe Rolle fur die IV-Replikation, sie hat aber in IAV-
infizierten MDCK-II-Zellen eine inhibierende Wirkung (Uber den intrinsischen
Apoptosesignalweg auf die Caspase 3-Aktivitdt. Die Anpassung des Modells
(Abbildung 8) in Bezug auf den Apoptosesignalweg und die Interaktionspunkte von
ERK mit dem Apoptosesignalweg auf Grund der erzielten Ergebnisse ist in Abbildung
27 dargestellt und wird unter anderem im folgenden diskutiert werden.
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4. Diskussion

Apoptose ist ein in der Influenzavirus (IV)-infizierten Zelle induzierter
Wirtszellmechanismus, um die Verbreitung des Virus zu verhindern. Das IV hat
allerdings Strategien entwickelt, um diese antivirale Zellantwort zum eigenen Vorteil zu
nutzen. FOr die Replikation des Virus ist es wichtig, dass einerseits das virale Genom
in den Kern fir die Replikation transportiert wird, andererseits die
Ribonukleoproteinkomplexe (RNPs) effizient aus dem Kern transportiert werden, um an
der Wirtszellmembran in neue, infektiése Viruspartikel verpackt zu werden. Die
genutzten Wirtszellmechanismen zum RNP-Export und die Regulation der
Apoptosesignalkaskade durch das |V sind bis heute nicht vollstandig untersucht.

4.1 Die Caspaseabhangigkeit des nukleo-zytoplasmatischen RNP-Exports

gilt fir verschiedene Influenzaviren und in verschiedenen Zelllinien

Frihere Arbeiten zeigen, dass bei einer IV-Infektion durch die virusinduzierte, NF-kB-
abhangige Expression von tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand
(TRAIL) die Caspase 3 Uber den extrinsischen Apoptosesignalweg aktiviert wird. Somit
steigt in fowl plague virus (FPV)-infizierten Zellen die Caspaseaktivitdt an. Es wurde
beobachtet, dass es durch die Inhibition von TRAIL, Caspase 3, aber auch von NF-kB
zur Retention der RNPs im Kern und dadurch zur verminderten Virusreplikation kommt
(Wurzer et al., 2004; Wurzer et al., 2003). Die Retention der RNPs in FPV-infizierten
MDCK-II-Zellen mit Caspase 3/7-Inhibitorbehandlung (Cl) kann bestéatigt werden
(Abbildung 9). Zudem wird die Hypothese erweitert und die Frage gestellt, ob die
Caspaseabhangigkeit des RNP-Exports fir alle Influenzavirus-Genera gilt. Wie in
Abbildung 9 zu sehen, ist in Influenza-A-Virus (IAV)-, Influenza-B-Virus (IBV)- und
Influenza-C-Virus (ICV)-infizierten, Cl-behandelten Zellen trotz des mdglichen
Chromosomal Maintenance-1 (Crm-1)-abhangigen Exports kein Nukleoprotein (NP) im
Zytoplasma detektierbar. Daraus kann man schlieBen, dass der RNP-Export in der
spaten Phase der Virusvermehrung, ca. 8h, 14h und 18h fir IAV, IBV und ICV,
Caspase 3-abhangig ist. Dies gilt nicht nur fir MDCK-II-Zellen, die gewdhnlich zur V-
Vermehrung genutzt werden. Die Caspase 3-Abhangigkeit des RNP-Exports gilt auch
fr verschiedene sekundére, humane und aviare Zelllinien sowie fir primare hAEC
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(Abbildung 10). Die wichtige Funktion der Caspase 3 wird auch durch MCF-7-Zellen,
die Caspase 3-defizient sind, bestatigt. Trotz aktiver Caspase 7 sind in den
infizierten/unbehandelten MCF-7-Zellen keine RNPs im Zytoplasma detektierbar.
Wahrscheinlich ist wegen des aktiven Crm-1-abhangigen Exports ein Virustiter
messbar, der allerdings im Vergleich zu A549-Zellen (Wurzer et al., 2003) oder MDCK-
[I-Zellen (Daten nicht gezeigt) viel niedriger ist. Zusammenfassend kann man daraus
schlussfolgern, dass die Caspase 3-Aktivitat fur den RNP-Export eine wichtige Rolle
spielt und diese Abhangigkeit fir verschiedene Influenzavirus-Genera und in
verschiedenen Zelllinien gilt.

4.2 Die Caspaseaktivitat fuhrt zur Erhohung der Diffusionslimits im

Kernporenkomplex

Der Kernexport der RNPs erfolgt mit Hilfe zellularer Exportmechanismen durch die
Kernporen (Cros and Palese, 2003). Dies ist ein komplexer Prozess, der durch die
Interaktion von viralen Proteinen mit Wirtszellproteinen der Kernporen ermdglicht wird
(siehe 1.1.5). Allerdings sind verschiedene Kernporenbestandteile (z.B. Nup153 oder
Nup214), die fur den Exportmechanismus wichtig sind, Substrate der aktiven Caspase
3 (Fischer et al., 2003; Fornerod et al., 1997). So wurde bereits in der Literatur
beschrieben, dass die Aktivierung der Caspasen zur Zerstérung der nukleo-
zytoplasmatischen Barriere fiihrt (Faleiro and Lazebnik, 2000). Auch C. Wisskirchen
hat in seiner Diplomarbeit gezeigt, dass es in FPV-infizierten MDCK-II-Zellen 6h bzw.
8h p.i. zu einer Erhéhung des Diffusionslimits der Kernporen kommt (Wisskirchen,
2007). Dieses Ergebnis konnte nicht nur mittels Immunfluoreszenz 10h p.i. in FPV-
infizierten Zellen bestétigt (Abbildung 11), sondern auch quantitativ belegt werden
(Abbildung 11c). In Erweiterung der genannten Diplomarbeit wurden zudem in 3xGFP-
NLS- und 5xGFP-transfizierten Zellen die Apoptose durch die Behandlung mit
Actinomycin D (ActD) ausgel6ést und damit die Caspase 3 aktiviert. Wie in infizierten
Zellen konnte das 3xGFP in ActD-behandelten Zellen ins Zytoplasma diffundieren. Ein
vollstandiger, aktiver Reimport des 3xGFP auf Grund des Kernlokalisationssignals
wurde sowohl in infizierten als auch in ActD-behandelten Zellen nicht beobachtet, was
auf eine Zerstérung der aktiven zellularen Importmechanismen durch aktive Caspase 3
hindeutet. Das 5xGFP dagegen, das in unbehandelten Zellen im Zytoplasma lokalisiert
ist, konnte in infizierten und auch in ActD-behandelten Zellen in den Kern diffundieren.
Diese Effekte sind durch die Zugabe des CI inhibierbar (Abbildung 11, Abbildung 12).
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Erhéhung des Diffusionslimits der Kernporen
abhangig von der Caspase 3-Aktivitat ist, aber unabhangig davon, wodurch die
Caspase aktiviert wird (Virusinfektion, ActD). Das IV kann die Zerstérung der nukleo-
zytoplasmatischen Barriere und die damit einhergehende Erhéhung des
Diffusionslimits von ca. 40kDa auf ca. 125kDa (Masse des 5xGFP) fir den
erleichterten RNP-Export und die dadurch schnellere Replikation nutzen. Hinzu
kommen Ergebnisse, die D. Mihlbauer im Rahmen seiner Dissertation in der AG
Pleschka erarbeitete, die zeigen, dass es durch die aktive Caspase 3 zu einer
VergréBerung der Kernporen um ca. 20nm kommt. Die RNPs besitzen mit ca. 5,6MDa
zwar eine groBBe Masse, aber durch ihre Struktur (30-120nm lang und 10-15nm breit)
ist eine Diffusion durch die Kernporen entlang der Longitudinalachse méglich (Noda et
al., 2006).

Mit noch gréBeren GFP-Multimeren kdnnte in Zukunft untersucht werden, ob die
Erhéhung des Diffusionslimits der Kernporen bis zur vollstandigen Auflésung der
Kernmembran in der spaten Phase der Apoptose beliebig ansteigt oder begrenzt ist.

4.3 Der RNP-Export wechselt vom Crm-1-abhangigen zum

caspaseabhangigen Transport

Im Gegensatz zu den gezeigten Ergebnissen des caspaseabhangigen RNP-Exports,
steht der in der Literatur beschriebene Crm-1-abhangige RNP-Export. Es wurde
gezeigt, dass sowohl das nuclear export protein/ nonstructural protein 2 (NEP/NS2) als
auch das NP mit dem zellularen Exportrezeptor Crm-1 interagieren und dadurch die
RNPs aus dem Kern transportiert werden (Elton et al., 2001; Neumann et al., 2000;
O'Neill et al., 1998). Weiterhin konnten Elton et. al. zeigen, dass der Crm-1-Inhibitor
Leptomycin B (LepB) den RNP-Export in |AV-infizierten immortalisierten Fibroblasten
hemmt (Elton et al., 2001). Zur Klarung der Frage nach der Relevanz der beiden
unterschiedlichen Mechanismen fir den RNP-Kernexport wird in der hier vorliegenden
Arbeit zum ersten Mal der zeitliche Zusammenhang zwischen dem aktiven Crm-1-
abhangigen RNP-Export und dem passiven Caspase 3-abhangigen RNP-Exports fir
die Virusreplikation untersucht. Zunachst konnte gezeigt werden, je spéater die Zugabe
von LepB wahrend des Replikationszyklus erfolgt, desto geringer ist die Reduktion des
Virustiters (Abbildung 13). Lasst man jedoch die Zeitspanne der Crm-1- und Caspase
3/7-Inhibitorzugabe konstant und unterscheidet nur nach der Zugabe in der friihen (0-
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5h p.i.) oder der spaten Phase (5-10h p.i.) des IAV-Replikationszyklus, ist in Abbildung
14 zu erkennen, dass die LepB-Zugabe zu friihen (0-5h) und die Cl-Zugabe zu spéaten
(5-10h) Zeitpunkten des Replikationszyklus zu einer signifikanten Titerreduktion flihren.
Dies konnte auch in der intrazellularen RNP-Lokalisation bestatigt werden (Abbildung
15). Die Caspase 3 wird zu spaten Zeitpunkten des Replikationszyklus (5-10h p.i.)
aktiviert und trotz Zugabe von LepB sind die RNPs im Zytoplasma detektierbar. Diese
Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass der aktive Kernexport der RNPs zur
Bildung neuer Virionen zu spaten Zeitpunkten des viralen Replikationszyklus
entbehrlich wird und der aktive Crm-1-abhéngige RNP-Export durch einen passiven,
caspaseabhangigen Mechanismus abgeldst bzw. ergénzt wird. Mechanistisch ist das
damit zu erklaren, dass Kernporenbestandteile, wie z.B. Nup153 und Nup214, mit
denen Crm-1 interagiert, als Substrate der Caspase 3 degradiert werden und somit ein
aktiver Crm-1-abhangiger Transport nicht mehr mdglich ist (Fischer et al., 2003;
Fornerod et al., 1997).

4.4 TRAIL spielt eine untergeordnete Rolle bei der Caspase 3-Aktivierung
und der Virusreplikation

Wie bereits erwahnt, wurde im ex vivo- und in vivo-Modell gezeigt, dass die TRAIL-
Expression in Makrophagen die Apoptose in Alveolarepithelzellen (AEC) Uber den
extrinsischen Apoptosesignalweg auslést (Hogner et al.,, 2013). Auch eine
Hochregulierung von TRAIL-mRNA in IAV (H5N1)-infizierten Makrophagen und die
TRAIL-induzierte Apoptose in Jurkat T-Zellen konnte bereits nachgewiesen werden
(Zhou et al., 2006). Wurzer et. al. zeigten die NF-kB-abhangige TRAIL-Expression in
FPV-infizierten A549-Zelllysaten bis zu 6h p.i. mittels Western Blot (Wurzer et al.,
2004). Die exprimierte und sezernierte Menge an TRAIL in der fir diese Arbeit
verwendeten MDCK-II-Zellkultur wurde mittels ELISA gemessen. In den Uberstanden
der nichtinfizierten und auch der infizierten Zellen wurden TRAIL-Konzentrationen im
Bereich der Detektionsgrenze (0,156ng/ml) gemessen (Abbildung 16a). In den
Zelllysaten hingegen wurden TRAIL-Konzentrationen von 0,4ng/ml bis 1,2ng/ml
gemessen (Abbildung 16 b). Dies weist darauf hin, dass ein GroBteil des TRAILs nicht
sezerniert wird. Der Verlauf der detektierten TRAIL-Konzentration |dsst vermuten, dass
die Expression von TRAIL erst 24h p.i. ansteigt und dann wieder abfallt. Vergleicht
man die TRAIL-Konzentrationen in der bronchoalveoldren Lavageflissigkeit von
Patienten mit einem durch [AV-induzierten Acute Respiratory Distress Syndrome
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(ARDS) von ca. 0,15ng/ml bzw. die in IAV-infizierten Alveolarmakrophagen gemessene
Konzentration an Iéslichem TRAIL von ca. 0,07ng/ml (Hogner et al., 2013), wird in IAV-
infizierten MDCK-1I-Zellen ungefahr die gleiche Menge an TRAIL sezerniert. Dennoch
reicht weder die sezernierte Menge (ca. 0,1ng/ml) noch die 10-fache Menge des TRAIL
in Zelllysaten (10ng/ml) aus, um einen Anstieg der Caspase 3-Aktivitat in MDCK-II-
Zellen zu detektieren (Abbildung 17). Die Zugabe von 10ng/ml rekombinantem TRAIL
direkt nach der Infektion erhdhte den Virustiter nicht signifikant um 22% (Abbildung 18).
Wurzer et. al. dagegen zeigten eine Erhéhung des Virustiters um eine halbe log-Stufe
bei Zugabe von 10ng/ml rekombinantem TRAIL 6h p.i. zu FPV-infizierten A549-Zellen
(Wurzer et al,, 2004). Fir eine genauere Analyse der Wirkung von extern
zugegebenem TRAIL auf die Virusreplikation kénnte das TRAIL zu verschiedenen
Zeitpunkten nach der Infektion zugegeben werden. Diese Ergebnisse sind trotzdem ein
Hinweis darauf, dass TRAIL und der extrinsische Apoptosesignalweg bei der Caspase
3-Aktvierung und der Virusreplikation in MDCK-II-Zellen, wenn Uberhaupt, eine
untergeordnete Rolle spielen. Da aber in diesen Zellen IV erfolgreich vermehrt werden
kénnen und diese Vermehrung wiederum caspaseabhéngig ist, kann man annehmen,

dass hierbei der intrinsische Apoptosesignalweg wichtig ist.

4.5 Der intrinsische Apoptosesignalweg spielt eine wichtige Rolle bei der

Virusreplikation

Da das exprimierte bzw. sezernierte TRAIL in MDCK-II-Zellen eine untergeordnete
Rolle bei der Caspase 3-Aktivierung bzw. bei der Virusreplikation spielt, wurde
untersucht, welchen  Einfluss der intrinsische, Caspase 9-abhangige
Apoptosesignalweg auf die Aktivierung der Caspase 3 und die IV-Replikation in MDCK-
[I-Zellen hat. Die durch IV-Infektion induzierte Caspase 3-Aktivitat l1&sst sich durch den
Caspase 3-Inhibitor vollstdndig und durch den Caspase 9-Inhibitor um ca. 50%
reduzieren (Abbildung 19). Dies deutet darauf hin, dass der intrinsische
Apoptosesignalweg zur Halfte zu der Aktivierung der Caspase 3 beitragt. Allerdings
zeigte in diesem Experiment der Caspase 8-Inhibitor keinen Effekt auf die Reduktion
der Caspase 3-Aktivitdt (Abbildung 19), was darauf hinweist, dass der extrinsische
Signalweg in der IV-infizierten MDCK-II-Zellkultur keine wesentliche Rolle spielt.
Zudem scheint die Caspase 8-Inhibition die Virusvermehrung zu férdern (Abbildung
20). Der Caspase 8-Inhibitor wurde zwar in der Konzentration eingesetzt wie die
anderen Inhibitoren und auch in dem von der Firma angegeben Konzentrationsbereich,
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aber um eine optimale Wirkung des Inhibitors zu erhalten und um vollstandig
ausschlieBen zu kénnen, dass Caspase 8-Aktivitdt nicht an der Aktivierung der
Caspase 3 beteiligt ist, hatte man verschiedene Caspase 8-Inhibitorkonzentrationen
testen mussen. Die Kombination des Caspase 8-Inhibitors mit dem Caspase 3- bzw.
Caspase 9-Inhibitors flihrt zwar zu einer Reduktion der Caspase 8-Inhibitor-induzierten
Titererh6hung, aber diese Reduktion ist nicht so stark wie bei der Verwendung des
Caspase 9-Inhibitors allein. Weiterhin I&sst sich der Virustiter mit Hilfe des Caspase 3-
Inhibitors um 20% und mit Hilfe des Caspase 9-Inhibitor um ca. 40% reduzieren. Eine
Kombination aus beiden Inhibitoren fuhrt zu einer Reduktion des Virustiters um ca.
45% (Abbildung 20). Da die Caspase 9-Inhibierung die starksten Effekte auf die
Reduktion des Virustiters zeigt, l&sst sich daraus schlieBen, dass die Caspase 9-
Aktivitdt und damit der intrinsische Apoptosesignalweg wichtig fir Virusreplikation in
MDCK-II-Zellen ist. Dazu passt, dass die IAV-Infektion in MDCK-II-Zellen zu einer
Erhéhung der Caspase 9-Aktivitat fihrt (Abbildung 21). Da der Caspase 8-Inhibitor die
Caspase 9-Aktivitdt um 25% reduziert, kann angenommen werden, dass in IV-
infizierter MDCK-II-Zellkultur der intrinsische Apoptosesignalweg auch durch den
extrinsischen Signalweg aktiviert wird (siehe Modell in Abbildung 7). Staurosporin
erhéht nicht nur die Caspase 3-Aktivitat (Abbildung 17, Abbildung 19), sondern auch
die Caspase 9-Aktivitat (Abbildung 21). Dieses Ergebnis kénnte damit erklart werden,
dass Staurosporin die Aktivitdt der Proteinkinase C (PKC) inhibiert, die wiederum
Translokation und Aktivierung des proapoptotischen Faktors Bax verhindert und damit
den Apoptosesignalweg hemmen kann. Die Inhibierung von PKC durch Staurosporin
fihrt damit zur Apoptose Uber den intrinsischen Signalweg (Gillespie et al., 2005).

Da die IAV-Infektion in MDCK-II-Zellen zu einer Caspase 9-Aktivierung fihrt und die
Inhibition der Caspase 9 sowohl die Caspase 3-Aktivitdt als auch den Virustiter
reduziert, l1asst sich daraus schlieBen, dass der intrinsische Apoptosesignalweg eine
wichtige Rolle bei der IV-Replikation in sekundarer MDCK-II-Zellkultur spielt. Diese
Hypothese wird zudem durch Ergebnisse von Olsen et. al. bestatigt. Sie konnten
zeigen, dass die Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2, welches im
intrinsischen Apoptosesignalweg eine wichtige Rolle fir die Regulation spielt (siehe
1.2.1.2), die IV-induzierte Apoptose in MDCK-Zellen blockiert und auch den Virustiter
reduziert (Olsen et al., 1996). Auch einige andere Studien zeigten bereits, dass Bad,
Bak und Bax, Proteine der Bcl-2-Familie, in der IV-induzierten Apoptose involviert sind
und deren Knockout die virusinduzierte Apoptose inhibiert (McLean et al., 2009;
Nencioni et al., 2009; Tran et al., 2013). Choi et. al. nutzte die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien in Schweinenierenzellen als Marker, um zu
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zeigen, dass in der IV-induzierten Apoptose der intrinsische Signalweg aktiviert wird
(Choi et al., 2006).

4.6 Aktives ERK wirkt Uber den intrinsischen Signalweg auf die
Caspase 3-Aktivitat

Wie bereits unter 1.2.1.4 beschrieben, flihrt die Inhibition der extracellular signal-
regulated kinase (ERK)-Aktivitat nicht nur zur Reduktion des Virustiters, sondern auch
zur Retention der RNPs im Kern (Pinto et al., 2011; Pleschka et al., 2001). Diese
Ergebnisse kdnnen in eigenen Experimenten bestatigt werden (Abbildung 26). Da aber
auch die Inhibition der Caspase 3-Aktivitat zur Reduktion des Virustiters (Abbildung 20)
und zur Retention der RNPs im Kern (Abbildung 9, Abbildung 10) flhrt, wurde die
Hypothese aufgestellt, dass die Inhibition der ERK-Aktivitat zur Reduktion der Caspase
3-Aktivitat fihrt und es dadurch zu den gleichen Effekten auf die Virusreplikation und
den RNP-Export kommt. Allerdings kann diese Hypothese nicht bestatigt werden, da
die Ergebnisse in Abbildung 22 zeigen, dass die Inhibierung der ERK-AKktivitdt durch
U0126 die Caspase 3-Aktivitat nicht reduziert, sondern sogar eine geringe Erhéhung
der Caspase 3-Aktivitat im Vergleich zu infizierten/unbehandelten Zellen detektiert
wird. Weiterhin ist in ERK-inhibierten Zellen, im Vergleich zZu
nichtinfizierten/unbehandelten Zellen, die Caspase 9-Aktivitat geringfligig erhdht.
Dagegen reduziert die Stimulierung der ERK-Aktivitdt durch Tetradecanoylphorbol-
acetat (TPA) die Caspase 9-Aktivitat (Abbildung 23). Dieses Ergebnis kdnnte damit
erklart werden, dass TPA ERK Uber die PKC aktiviert und, wie unter 4.5 beschrieben,
PCK den intrinsischen Apoptosesignalweg inhibieren kann bzw. aktives ERK p90RSK
aktiviert, welche wiederum dazu flOhrt, dass der intrinsische Apoptosesignalweg
gehemmt wird (siehe Modell in Abbildung 8) (Frodin and Gammeltoft, 1999; Gillespie et
al., 2005; Shimamura et al., 2000). Da sich die Inhibierung der ERK-Aktivierung durch
U0126 positiv auf die Caspaseaktivitdt auswirkt, sind die Ergebnisse insgesamt ein
Hinweis darauf, dass die virusinduzierte ERK-AKktivitat in IAV-infizierten MDCK-II-Zellen
die Caspase 3-Aktivitédt Uber den intrinsischen Apoptosesignalweg negativ reguliert.

Zudem wurde umgekehrt der Einfluss verschiedener Faktoren des extrinsischen und
intrinsischen Apoptosesignalweges auf die ERK-Aktivitdt untersucht. So induzieren
sowohl extern zugegebenes, rekombinantes TRAIL als auch die IAV-Infektion die ERK-
Aktivitat in MDCK-II-Zellen vermutlich Uber die PKC (Gillespie et al., 2005; Marjuki et
al., 2006). Diese ERK-Aktivitat lasst sich in beiden Fallen durch den MEK-Inhibitor
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U0126 inhibieren (Abbildung 24, Abbildung 25). Da die ERK-Inhibition eine
induzierende Wirkung auf die Caspase 3- und 9-Aktivitat hat (Abbildung 22, Abbildung
23), aber die Caspase 3-, 8-, 9-Inhibitoren keine Inhibierung der ERK-Aktivitat in
infizierten Zellen zeigen (Abbildung 25), lasst sich daraus schlieBen, dass ERK im
Signalweg oberhalb der Caspasen wirken muss. Ein weiteres wichtiges Ergebnis ist,
dass Staurosporin die Caspase 3 und 9 aktiviert (Abbildung 19, Abbildung 21), aber
ERK-Aktivierung inhibiert (Abbildung 25), was den nahezu gleichen Virustiter im
Vergleich zu infizierten/unbehandelten Zellen erklaren kénnte (Abbildung 26). Da in
ERK-inhibierten MDCK-1I-Zellen die Caspase 3 und 9 trotzdem aktiv sind, weist das auf
einen moglichen Ruckkopplungsmechanismus hin, in dem der aktive intrinsische
Apoptosesignalweg ERK inhibiert, um die eigene Aktivitat aufrecht zu erhalten. In
Jurkat T-Zellen und |AV-infizierten Hihnermakrophagen dagegen hat aktiviertes ERK
eine  inhibierende  Wirkung auf den  extrinsischen,  TRAIL-induzierten
Apoptosesignalweg (Soderstrom et al., 2002; Xing et al., 2010).

Durch die Untersuchung des Anteils des extrinsischen und intrinsischen
Apoptosesignalweges an der Caspase 3- Aktivitat und der Virusreplikation, sowie die
Analyse  mdglicher Interaktionspunkte der ERK-Signalkaskade mit den
Caspasesignalwegen kann nun das Modell aus Abbildung 8 angepasst und
Uberarbeitet werden (Abbildung 27). TRAIL und der extrinsische Apoptosesignalweg
spielen bei der Caspase 3-Aktivierung und der Virusreplikation in MDCK-II-Zellen eine
untergeordnete Rolle. Der intrinsische Apoptosesignalweg soll etwas hervorgehoben
werden, da er einen Einfluss auf IV-Replikation in sekundarer MDCK-II-Zellkultur hat.
Die Inhibition von ERK fihrt zu einer erhéhten Caspase 3 und 9-Aktivitat. Im
Umkehrschluss bedeutet das, dass aktives ERK an verschiedenen Punkten mit dem
Caspasesignalweg interagiert, um den extrinsischen und intrinsischen Signalweg zu
inhibieren. Somit kann eine durch aktives ERK induzierte Apoptose, wie es in der
Literatur beschrieben wird, ausgeschlossen werden (Li et al., 2006; Liu et al., 2006).
Vielmehr sind folgende Interaktionen von aktivem ERK mdglich, die zur Inhibierung des
intrinsischen  Signalweges, aber auch zur Inhibierung der Caspase 3 Uber den
extrinsischen Weg fiihren kénnen: (i) die Aktivierung von p90RSK, was wiederum zur
Phosphorylierung und Inhibierung von Bad fihrt (Shimamura et al., 2000), (i) die
Cytochrom C- Ausschuttung wird inhibiert, (iii) Inhibition der Spaltung von pro-Caspase
8 und damit verbundene Inhibition der Spaltung von Bid durch Caspase 8 (Soderstrom
et al., 2002), (iii) Phosphorylierung der pro-Caspase 8 und damit die Inhibition der
Aktivierung von Caspase 8 (Mandal et al.,, 2014). Zur weiteren Eingrenzung der
Interaktionsmdglichkeiten von aktiviertem oder auch inhibiertem ERK in MDCK-II-
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Zellen kénnten, wie es beispielsweise in der Literatur gezeigt wird, die p90RSK-
Aktivierung mittels spezifischer Antikdrper gegen phosphoryliertes RSK, die Cytochrom
C-Ausschittung durch Konfokale Laserscanning-Mikroskopie oder die Spaltung von
pro-Caspase 8 und Bid im Western Blot analysiert werden (Meng et al., 2013;
Soderstrom et al., 2002).
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Abbildung 27: Ubersicht iiber den Anteil des extrinsischen und intrinsischen
Apoptosesignalweges und moglichen Interaktionen von ERK mit dem Apoptosesignalweg in IV-
infizierten MDCK-II-Zellen

Auf Grundlage der Ergebnisse stellt dieses Model mégliche Signalkaskaden und Interaktionen im
Apoptosesignalweg in IV-infizierten MDCK-II-Zellen dar. Der TRAIL-induzierte extrinsische Signalweg
spielt eine untergeordnete Rolle bei der Caspase 3-Aktivierung und ist deshalb in grau dargestellt. Die
roten Linien zeigen mdgliche Interaktionspunkte von ERK zur Inhibition des extrinsischen und intrinsischen
Signalweges. Durchgezogene Linien stellen eine direkte, gestrichelte Linien stellen eine indirekte
Interaktion dar.
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Die Regulation sowohl der extrinsischen als auch intrinsischen Apoptosesignalkaskade
unterscheidet sich in verschiedenen IV-infizierten Zelllinien (Herold et al., 2012; Iwai et
al., 2013). So kommt es beispielsweise in Makrophagen zur Interferon-p (INF-B)-
induzierten Expression von TRAIL, welches wiederum zur Aktivierung des
extrinsischen Apoptosesignalweges in primaren Alveolarepithelzellen fihrt (Hogner et
al., 2013). Auch in A549-Zellen wurde gezeigt, dass die NF-kB-abhangige Expression
von TRAIL wichtig fur die effiziente Virusreplikation ist (Wurzer et al., 2004). Zudem
spielt in A549-Zellen auch der intrinsische Apoptoseweg eine wichtige Rolle bei der
Virusreplikation (Tran et al., 2013; Wang et al., 2014). Auch in MDCK-Il-Zellen ist das
komplexe Zusammenspiel vom ERK-Signalweg und der Apoptosesignalkaskade
wichtig far den RNP-Export und die Virusreplikation. Die IV-Infektion erhdht die
Caspase 3- und 9-Aktivitat, aber auch die ERK-Aktivitat. Aktives ERK dagegen inhibiert
die Caspase 3-Aktivitdt. Dieser scheinbare Widerspruch zeigt, wie Komplex die
Signaltransduktion in IV-infizierten Zellen ist, aber auch wie wichtig die Feinregulation
zwischen Zelltod und Uberleben der Zellen fir die effiziente Replikation des IV ist.
Daher ist es von groBBer Bedeutung, weitere Zwischenschritte der Signaltransduktion in
der IV-infizierten Zelle zu untersuchen und aufzuklaren. Allerdings steht am Ende des
extrinsischen und auch des intrinsischen Signalweges die aktive Caspase 3, deren
Aktivitat zusatzlich von ERK beeinflusst wird. Diese Effektorcaspase spielt eine
wichtige Rolle fur den verbesserten RNP-Export und eine effiziente Virusreplikation in
verschiedenen Zelllinien und fir alle drei Influenzavirus-Genera. Damit wéare die
Caspase 3 ein mdgliches Ziel fir antivirale Behandlungen, weil die Inhibierung der
Caspase 3 nicht nur in MDCK-II-Zellen zur Reduktion des Virustiters flihrt, sondern
auch die apoptoseinduzierte Schadigung der Lungenzellen verringert werden kdnnte.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die hier vorliegenden Arbeiten zum
weiteren Verstandnis der IAV-Vermehrung in Zellkulturen beigetragen haben und
aufzeigen, wie intensiv und gezielt das Virus zelluldare Mechanismen und Faktoren
erfolgreich flr seine eigene Vermehrung nutzt. Die Arbeiten erweitern damit unser Bild
Uber die komplexe Interaktion zwischen Zelle und Virus, bei der das Virus primar
antivirale Mechanismen und Faktoren reguliert und firr seine eigne Reproduktion nutzt.
Da hierbei Abhangigkeiten des Virus von diesen zellularen Faktoren und Mechanismen
entstanden sind, sind diese auch interessante Ziele flr innovative antivirale
Therapieansatze. Die weitere Erforschung dieser Zusammenhange kann, aufbauend
auf diesen Ergebnissen, neue strategische Angriffspunkte definieren.
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5. Zusammenfassung

Influenza-A-Viren (IAV) stellen jedes Jahr eine Bedrohung fir die Gesundheit vieler
Menschen dar. In der IAV-infizierten Zelle werden nicht nur eine Vielzahl von
Signalkaskaden ausgeldst, um den Eindringling zu bekdmpfen, sondern das Virus weifl3
auch die Wirtszelle so zu manipulieren bzw. die antiviralen Mechanismen so
auszunutzen, dass die eigene Replikation vorangetrieben wird. Fir die Entwicklung
von antiviralen Strategien ist es daher wichtig, das komplexe Zusammenspiel der
Virusreplikation mit den in der Wirtszelle ausgeldsten Signalwege zu verstehen. Da IAV
das segmentierte Genom im Kern der Wirtszelle replizieren, ist es fir die Bildung neuer
infektidser Virionen an der Zellmembran unabdingbar, dass das virale Genom in Form
von Ribonukleoproteinkomplexen (RNPs) aus dem Kern transportiert wird. Im Rahmen
dieser Arbeit wurde die Bedeutung der Apoptosesignalkaskade fir den RNP-
Kernexport bzw. fir die Replikation des IAV und deren Regulation in der IAV-infizierten
sekundéren Zellkultur untersucht. Dabei wurde gezeigt, dass der RNP-Kernexport (i)
fr Influenzaviren aller drei Genera (A, B, C) und (ii) in verschiedenen sekundaren
Zelllinien und primaren Zellen Caspase 3-abhangig ist. Hierfir mussten spezielle
Immunfluoreszenzmethoden und Infektionsprotokolle etabliert werden. Weiterhin wurde
durch nichtvirale Induktion der Apoptose und qualitative bzw. quantitative Analyse
bestatigt, dass die Erhéhung des Kernporendiffusionslimits, die wahrend der IAV-
Infektion beobachtet wird, Caspase 3-abhangig ist. AuBerdem konnte in dieser Arbeit
erstmals gezeigt werden, dass der aktive, Crm-1-abh&ngige RNP-Transport zu spaten
Zeitpunkten des viralen Replikationszyklus von dem passiven, Caspase 3-abhangigen
Export ersetzt bzw. erganzt wird. Diese Ergebnisse sind Teil einer zur Publikation
eingereichten  Arbeit Uber die Bedeutung der influenzavirusinduzierten,
caspaseabhangigen VergrdoBerung der Kernporen fur den RNP-Kernexport. Weitere
Ergebnisse zur Untersuchung der Regulation der Apoptosesignalwege in einer flr die
IAV-Vermehrung genutzten permanenten Zellkultur zeigen, dass (i) in IAV-infizierten
MDCK-II-Zellen die TRAIL-abhangige Caspase 3-Aktivierung Uber den extrinsischen
Weg eher eine untergeordnete Rolle spielt und dafir (ii) der intrinsische Weg fir die
IAV-induzierte Caspase 3-Aktivierung und damit fir die Virusreplikation essentiell ist.
Ebenfalls wurden (iii) kontrare Modelle zur regulativen Funktion von ERK fir die
Apoptosesignalkaskaden Uberprift. Dabei wurde erstmals fir IAV-infizierte MDCK-II-
Zellen gezeigt, dass aktives ERK den intrinsischen Apoptosesignalweg und somit die
Caspase 3-Aktivitat negativ reguliert.
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6. Summary

Influenza A virus (IAV) poses a major threat to human health every year. In the IAV-
infected cell a multitude of signaling pathways are induced to fight the invader, but the
virus has evolved strategies to modulate or counteract these antiviral cellular
responses to enhance the own replication. In order to develop antiviral strategies, it is
important to understand the complex interplay between the viral replication and the
cellular-induced signaling pathways. IAV replicates its genome in the nucleus of the
host cell and for the production of progeny infectious virions at the cell membrane it is
therefore important, that the viral genome, packaged in ribonucleoprotein complexes
(RNP), is efficiently exported from the nucleus. In this thesis | analyzed the role as well
as the regulation of the apoptosis signaling cascade for the RNP-export and IAV
replication in secondary cell culture. The results demonstrate, that the RNP-export (i)
for all three influenza virus genera (A, B, C) and (ii) in different secondary cell lines and
in primary cells is caspase 3-dependent. For this, special immunofluorescence
methods and infection protocols had to be established. By non-viral induction of the
apoptosis and quantitative and qualitative analysis it was furthermore confirmed, that
the increase of nuclear pore diffusion limits, which is observed in IAV-infected cells, is
caspase 3-dependent. Moreover, | demonstrate here for the first time, that the active,
Crm-1-dependent RNP-export switches to a passive, caspase 3-dependent export late
in the virus life cycle. These results are part of a publication about IAV-induced
caspase-dependent enlargement of nuclear pores, promoting nuclear RNP-export.
Further work on the regulation of the apoptotic signaling pathway in a permanent cell
culture, that is commonly used for IAV-replication, indicates that (i) in IAV-infected
MDCK:-II-cells the TRAIL-dependent activation of caspase 3 via the extrinsic pathway
plays a minor role, but (ii) the intrinsic pathway instead is important for IAV-induced
caspase 3-activity and thereby for efficient virus replication. Furthermore, (iii) the
regulative role of ERK on the apoptotic signal pathway was investigated. Here | could
show for the first time, that in IAV-infected MDCK-II-cells ERK negatively regulates the
intrinsic pathway and thereby the caspase 3-activity.
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