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1.Einleitung

1.Einleitunq

1.1. Das Influenza-A-Virus

Influenza-A-Viren sind weltweit verbreitete Pathogene fur Mensch und Tier mit
erheblicher klinischer Relevanz. Influenzaausbriche sind durch plétzliches Auftreten
und rasches Verschwinden gekennzeichnet, so dass sich ihr Vorkommen bis in die
Antike zuruckverfolgen lasst. Schon 412 v. Chr. beschrieb Hipokrates derartige
Grippeepidemien. Die wohl bekannteste und bisher verheerendste Grippepandemie
— die ,Spanische Grippe“ — ereignete sich 1918/19. Wahrend Europa noch in
Trimmern lag, raffte sie tGber 40 Millionen Menschen weltweit dahin (Webster R.G.
und Granoff A., 1994). Zwischen den ersten Symptomen und dem Tod lagen oft nur
Stunden.

In spateren Jahrzehnten kam es immer wieder zu Influenza-Epidemien
pandemischen Ausmales wie etwa 1957 die Hong Kong Grippe, 1965 die Russische
Grippe oder 1977 die Asiatische Grippe. Wie man bereits vom Namen her ableiten
kann, haben all diese Grippewellen ihren Ursprung im asiatischen Raum genommen.
Dort, wo Mensch und Tier, im tropischen und subtropischen Klima auf engstem
Raum zusammenleben, herrschen ideale Bedingungen fir das Entstehen neuer
Influenzastdmme vor. Da das Influenza Virus ein segmentiertes RNA-Genom (Fig.1)
besitzt, (Modrow S. et al.,, 1997) ist es durchaus mdglich, dass ganze Genom-
segmente ausgetauscht werden. Dieser Austausch wird als ,antigenic shift*
bezeichnet und erzeugt wahrscheinlich bei einer Infektion eines Wirtes mit zwei
verschiedenen Stammen aus verschiedenen Spezies. Als Wirtsorganismus, der hier
sozusagen als ,Mischgefal® dienen kann, wurden Schweine identifiziert. Bei
Infektion von Schweinen mit einem humanen und einem aviaren Stamm kann es
zum Austausch von Genomsegmenten und damit zur Entstehung neuer
Virusstamme mit pandemischem Potential kommen. Die alljahrlichen Influenza
Wellen lassen sich wiederum durch den ,antigenic driftY, eine Anzahl von

Punktmutationen in antigenen Proteinbereichen, erklaren (Webster RG. et al., 1992).
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Abb.1.: (A) Schematische Darstellung des Influenza Virus Partikels. Das PB1-
F2 ist noch nicht berilicksichtigt.

(B) Elektronenmikroskopische Aufnahme von Influenza Viren. Die
Oberflachenproteine sind dabei gut als Spikes erkennbar.
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Klinische, epidemiologische und serologische Untersuchungen fihrten zur Einteilung
in Influenza A, B und C Viren. Viren vom Typ A sind am starksten pathogen, wahrend
Influenza-C-Virus Infektionen nur selten zu Klinikaufenthalten fihren (Webster RG. et
al., 1992).

1.2. Wirtsspektrum

Von pathologischer Bedeutung sind Influenza-A-Viren beim Menschen, bei
Schweinen und bei Pferden. Man geht davon aus, dass Influenza Viren urspringlich
aviare Viren waren, wobei wild-lebende Wasservogel als Hauptreservoir dienen. In
diesen Wirten sind Influenza Viren apathogen und vermehren sich nur in deren
Intestinaltrakt. Influenza-B-Viren kommen nur bei Menschen vor. Fir Influenza-C-
Viren sind Menschen und Schweine als Wirte bekannt (Webster R.G. und Granoff A.,
1994). Die Spezifitat der aviaren Influenza-Hamagglutinin-Proteine fur 2,3
gebundene Sialinsdure als Rezeptordeterminante, fihrt zum engen Wirtstropismus,
so dass aviare Stamme kaum Menschen, in deren Respirationstrakt a2,6 gebundene
Sialinsaure vorherrscht, infizieren kénnen (Ilto T und Kawaoka Y., 2000; Connor R.J.
et al., 1994). Humane Influenzastdmme hingegen erkennen und binden «2,6

gebundene Sialinsaure auf den Epithelzellen des Respirationstraktes.

1.3. Morphologie und Vermehrung

Influenza-A-Viren gehoéren zur Familie der Orthomyxoviridae. lhr segmentiertes,
negativsinniges RNA-Genom umfasst 8 Segmente mit einer Gesamtlange von etwa
13 Kilobasen. Das Genom kodiert fir 11 Proteine, von denen 9 als strukturelle
Proteine gemeinsam mit einer Lipidhulle und der viralen RNA das Virion bilden.

Die kleinste infektiose virale Einheit ist der Ribonukleoprotein-Komplex (RNP), der
aus der viralen RNA, den drei RNA-Polymerase-Untereinheiten PB1, PB2 und PA

sowie dem Nukleokapsidprotein (NP) gebildet wird. Kodiert werden diese Proteine
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von den VRNA-Segmenten 1, 2, 3 und 5. Erst kurzlich wurde gezeigt, dass das vRNA
Segment 2 in einem, um ein Nukleotid verschobenen Leserahmen fir ein kleines
Protein — PB1-F2 — kodiert, welches mit dem Ausldsen von apoptotischem Zelltod in
monozytaren Zellen in Zusammenhang gebracht wurde. Interessanterweise besitzen
Influenzastamme von Schweinen diesen zweiten Leserahmen nicht (Chen W. et al.,
2001).

VRNA-Segmente 4 und 6 kodieren fur die beiden glykosilierten Oberflachenproteine
Hamagglutinin (HA) und Neuraminidase (NA). 15 verschiedene HA- und 9
verschiedene NA-Subtypen sind derzeit bekannt. Diese Rezeptormolekile
bestimmen den Wirtstropismus der Viren, wobei Viren mit HA-Typ 1, 2 und 3 sowie
NA-Typ 1 und 2 humanpathogen sind (lto T. und Kawaoka Y., 2000; Rott R., 1992).
Das NP ist Hauptbestandteil des VRNP-Komplexes. Nach seiner Synthese wird es
aufgrund von Kernlokalisationssignalen in den Kern transportiert, wo es an VRNA-
Segmente bindet (Shapiro Gl. und Krug RM., 1988; Webster RG. et al., 1992).

Das Matrixprotein M1 und das M2-Protein werden vom vRNA-Segment 7 kodiert.
Das Matrixprotein M1 bindet an die VRNPs im Zellkern, wird mit dem RNP-Komplex
exportiert und bildet nach Bindung an die Lipiddoppelmembran das Innere der
Virushulle. M2 ist neben HA und NA das dritte Transmembranprotein und wirkt als
pH-abhangiger lonenkanal.

Das vRNA-Segment 8 kodiert fur das nicht-strukturelle Protein NS1 und das
Kernexportprotein NS2/Nukleare Export Protein (NEP) (Shapiro Gl. und Krug RM.,
1988; Webster RG. et al., 1992; Ludwig S. et al., 1999).

Eingeleitet wird der Replikationszyklus von Influenzaviren mit der Bindung des HA-
Proteins und die zellularen Rezeptordeterminante, die Sialinsaure, die als terminaler
Zucker der Seitenketten von Oberflachenproteinen vorkommt (Stegmann T. et al.,
1990).

Auf die Bindung erfolgt die Rezeptor-vermittelte Endozytose des Viruspartikels. In
den endosomalen Vesikeln erfolgt nun eine Ansauerung, die zu einer
Konformationsanderung des HA-Proteins fuhrt. Diese Konformationsanderung flhrt
dazu, dass das Protein seine hydrophobe, fusogene Region am Aminoterminus in

direkte Nahe zur Endosomenmembran bringt und es zur Fusion der viralen mit der



1.Einleitung

endosomalen Membran kommt (Webster RG. et al., 1992; Garten W. und Klenk HD.,
1999). Wie bereits angesprochen, fungieren die M2 Proteine als lonenkanale, durch
die der Protonenfluss und somit die Ansauerung im Inneren des Virions gewahrleistet
ist (Veit M. et al., 1991). Das Absinken des pH-Wertes fuhrt zum Ablosen des VRNPs
vom M1 Protein und in der Folge zum sogenannten ,uncoating“, der Freisetzung des
viralen Genoms ins Zytoplasma der Wirtszelle, von wo es Uber die Kernporen in den
Zellkern transportiert wird (Martin K. und Helenius A., 1991; Bui M. et al., 1996).

Das Ansauern der Endosomen und danach der Virionen ist der essentielle Schritt in
der Infektion, da sowohl die Virus-Zellfusion, als auch die RNP-Freisetzung davon
abhangen. Aus diesem Grund wurde dieser Schritt auch als Ziel flr eine
Influenzatherapie ausgewahlt. Die Substanz Amantadin (1-Aminoadamantan-
Hydrochlorid) ist ein Inhibitor fir den M2-lonenkanal und verhindert die Ansauerung
im Virion und damit die Freisetzung der vRNPs ins Zytoplasma (Bui M. et al., 2000).
Liegt das VRNP nun im Zellkern vor, beginnt die primare Transkription und die
Replikation des Virusgenoms. Die VRNA ist sowohl mRNA fiur die Proteinsynthese
als auch cRNA als Vorlage fur die Bildung neuer vRNA (Webster RG. et al., 1992).
Das primare Tanskript wird translatiert, und die neu synthetisierten Proteine PB1,
PB2, PA, NP, NS1 und NS2 shutteln in den Kern (Webster RG. et al., 1992). Der
virale Polymerasekomplex sorgt nun fur die Transkription der sekundaren vRNASs in
MRNAs, die fur die spaten viralen Proteine HA, NA und M1 kodieren.

Komplementare 13 und 12 Basenpaar lange Nukleotidsequenzen an den 5'und 3’
Enden der VvRNA ermdglichen die Ausbildung von doppelstrangigen
Promotorstrukturen, die die Bindung der RNA-abhangigen RNA-Polymerase und in
der Folge die Replikation der vRNA ermdoglichen (Luo G. und Palese P., 1992; Flick
R. et al, 1996).

Eine Besonderheit der Transkriptionsinitiation ist das ,cap stealing®. Dabei bindet das
PB2 an 5°-cap-Gruppen zellularer mRNA und bildet durch Nukleaseaktivitat freie 3'-
OH-Gruppen, die als Primer fur die folgenden Polymerisationsschritte dienen. Dieses
.cap stealing” ist deshalb von Bedeutung, da es ermdglicht, dass die zellulare
Polymerase Il virale mRNA erkennt und transkribiert (Shapiro GIl. und Krug RM.,
1988; Webster RG. et al., 1992). Die Transkriptions- und Replikationsrate, sind

zunachst bei Infektionsbeginn hoch. Wahrend die Transkriptionsrate stetig abnimmt,

10
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bleibt die Replikationsrate hingegen konstant (Shapiro Gl. et al., 1987). Das NP und
das M1-Protein bestimmen den Wechsel von der Transkription hin zur Replikation
(Shapiro Gl. und Krug RM., 1988; Hankins RW. et al., 1989; Ye ZP. et al., 1987,
Perez DR. und Donis RO., 1998)

In der spaten Phase der Replikation werden neu gebildete RNPs Uber die Kernporen
aus dem Kern zur Zellmembran transportiert. Bei diesem Kernexport spielen das M1
und das NS2/NEP eine wichtige Rolle, da sie im Kern an RNPs binden, diese
exportieren und den Re-Import in den Kern verhindern (Avalos RT. et al., 1997; Bui
M. et al., 1996).

Das Verhindern des Re-Imports lasst sich einerseits auf ein Maskieren der
Kernlokalisationssignale der NPs durch Bindung der M1 Proteine, andererseits durch
Bindung der NPs ihrerseits an Aktin-Stre®-Fibrillen erklaren (Bui M. et al., 1996;
Digard P. et al., 1999).

11
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Abb. 2: Der Vermehrungszyklus von Influenza Viren.

Das Virus wird durch Bindung an die Rezeptordeterminante endozytotisch
aufgenommen. Nach der Membranfusion wird das RNP freigesetzt und wandert
in den Nukleus. Dort kommt er zur Transkription und Replikation. mRNA wird
ins Zytoplasma transportiert und translatiert. Die Glykoproteine werden zur
Oberflache transportiert, wo sie in die Plasmamembran integriert werden. In der
spaten Infektionsphase werden die RNPs aus dem Kern exportiert und in neue
Virionen verpackt, die durch Knospung von der Zelloberflache freigesetzt
werden (Ludwig S. et al., 1999).

Dem NS1-Protein wird eine Vielzahl von Funktionen zugeschrieben. Diese reichen
von der Unterdrickung einer antiviralen Antwort der Zelle, Uber die Regulation der
zellularen Genexpression bis hin zur Apoptoseregulation (Krug R.M., 1989; Zhirnow
OP. et al., 2002; Schultz-Cherry S. et al., 2001; Garcis-Sastre A., 2001). Der ,host
cell shut off, das Ausschalten der zellularen Proteinsynthese, der etwa flinf Stunden
nach Infektion stattfindet, wird unter Mithilfe des NS1-Proteins durchgefihrt.
Mechanistisch wird das Splicen und die Polyadenylierung von zellularen pre-mRNAs
inhibiert und zelluldare mRNAs im Kern zuruckgehalten (Chen Z. und Krug RM.,
2000). Zusatzlich verstarken NS1-Proteine die Translation von mRNAs mit viralen 5°-

Sequenzen und verhindern durch Bindung an doppelstrangige RNA (dsRNA) die

12
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Aktivierung der dsRNA-aktivierten Kinase PKR (Enami K. et al., 1994). Eine
Aktivierung der PKR wilrde zu einer Phosphorylierung des Translations-
Elongationsfaktors 2 (elF-2a) fihren, was ein Abbrechen der Proteinsynthese zur
Folge hatte und somit als antivirale Reaktion der Zelle zu verstehen ist (Garcia-
Sastre A. et al., 1998). Daruber hinaus wirkt das NS1-Protein negativ auf die
Aktivierung verschiedener zellularer Signalwege, die die Transkriptionsfaktoren (NF-
kB, AP-1, c-Jun, IRF-3) aktivieren und somit auf die Typ | Interferon-Induktion
(Garcia-Sastre A. et al., 2001; Ludwig S. et al., 2001).

Die Proteine NA, M2 und HA durchlaufen posttranslationale Modifikationen auf ihrem
Weg vom rER Uber cis- und trans-Golginetzwerk zur Plasmamembran der Zelle. Dort
werden NA und M2 als Tertramere, HA als Trimer eingebaut. Wahrend HA und NA
hoch glykosiliert sind, ist das M2 ein unglykosiliertes Transmembranprotein (Lamb,
1996). Der aus dem Zellkern exportierte M1-NEP-RNP-Komplex bindet Gber das M1
Protein an den zytoplasmatischen Teil der Glykoproteine. Letztendlich werden die
reifen Vesikel abgeschnurt (Knospung) und die neuen Virionen dadurch freigesetzt
(Webster RG. et al., 1992).

1.4. Der Transkriptionsfaktor NF-xB

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB ist eine generelle zellulare Reaktion auf
Virusinfektionen (Hiscott J. et al., 2001). Im Rahmen einer Virus-Infektion hat NF-xB
eine  Schlusselfunktion bei der Expression von Zytokinen, Chemokinen,
Adhasionsmolekilen und Enzymen, die ihrerseits proinflammatorische Faktoren
aktivieren (Baeuerle PA. et al.,, 1994; Barnes P.J. und Karin M., 1997). Die
Herstellung von Mausmodellen, welche Defekte im NF-«xB Signalweg an
verschiedenen Punkten aufweisen, zeigte eine Rolle von NF-xB in der angeborenen
und erworbenen Immunabwehr, der Entzindungsregulation, der Entwicklung
lymphoider Organe und der Inhibition des apoptotischen Zelltodes. (Sha W.C. et al.,
1995; Alcamo E. et al., 2001; Senftleben U. et al.. 2001).

Hinter dem  Oberbegriff NF-«xB verbirgt sich eine Familie dimerer

Transkriptionsfaktoren, die zur Rel-Familie gehdéren (Ghosh S., 1998). Sauger
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exprimieren funf Rel (NF-xB) Proteine, die man in zwei Klassen unterteilt. Die erste
Klasse umfasst Rel A, c-Rel und Rel B und ist dadurch gekennzeichnet, dass die
Proteine als fertige Produkte gebildet werden, die nicht mehr proteolytisch gespalten
werden mussen. Die zweite Gruppe wird durch die Gene NFxB1 und NF«xB2 in Form
von Vorlauferproteinen kodiert. Diese 105 und 100 kDa grofen Proteine mussen in
Jreife’ 50 bzw. 52 kDa grof’e NF-kB Proteine gespalten werden. NF-xB-Dimere, die
Rel A oder c-Rel enthalten, werden durch eine spezifische Interaktion mit Inhibitoren
(IkBs) im Zytoplasma zuruckgehalten. Erfolgt durch einen beliebigen Stimulus eine
Aktivierung des lkB-Kinasekomplexes (IKK), fuhrt dieser zur Phosphorylierung und in
der Folge zum Ubiquitin-abhangigen Abbau der IkBs (Karin M. und Ben-Neriah Y.,
2000).

Der IkB-Kinasekomplex besteht aus zwei katalytischen Untereinheiten, IKKo und
IKKB, welche IkBa direkt phosphorylieren konnen, und einer regulatorischen
Untereinheit IKKy (NEMO), deren Anwesenheit fir die Aktivierung des Signalweges
notwendig ist (Fig.3).

oo ot

R ST T

l_ sk _l | Abb.3.: IKK kann NF-«B iiber
&  degradation . zwei verschiedene Wege
; s . aktivieren.

E el e Der erste Weg verlauft iber TNF-
e e a, IL-1 und IKKB zur Degra-
dierung von IkBa. Der zweite
Weg wird durch wenige Stimuli,
wie Lymphotoxin b und IKKa
Tegsi g  aktiviert und  fuhrt  zur

/ l \ | phosphorylierungsabhéngigen

| Prozessierung von p100.
Innate immunity Inflammation Cell survival 4

(aus M.Karin und A.Lin, 2002)
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Wahrend die IKKa-vermittelte Aktivierung des Rel B-p52-Komplexes eine wichtige
Rolle in der Entwicklung der lymphoiden Organe und der erworbenen Immunitat
spielt (Senftleben U. et al., 2001), reguliert IKKB einen direkten, lkBa-abhangigen
Weg, der in der angeborenen Immunitat eine zentrale Rolle einnimmt (Senftleben U.
et al., 2001).

Sobald der transkriptionell aktive NF-kB-Komplex im Kern ist, erfolgt eine weitere
Regulation hauptsachlich durch Phosphorylierung der Rel-Proteine (Schmitz ML. et
al., 2001), die fur eine vollstandige Induktion der NF-kB-regulierten Zielgene
notwendig sind (Zhong H. et al., 1997; Sizemore N. et al., 1999). Es wird vermutet,
dass verschiedene Signalwege, die den Phosphatidyl-Inositol-3 Kinase (PI3K)-Akt-

Signalweg aktivieren, an diesem Prozess beteiligt sind. (Madrid LV. et al., 2000).

1.5. Die Rolle von NF-xB in der Apoptoserequlation

1.5.1 NF-kB als antiapoptotischer Requlationsfaktor

Erstmals wurde eine Rolle von NF-xB in der Unterdriickung von Apoptose in Rel -/-
Mausen festgestellt. Die Tiere starben am Tag 15 der Embryonalentwicklung an
massiver Leberapoptose (Beg A.A. und Baltimore D., 1996). Spatere
Untersuchungen ergaben, dass Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a), welcher
normalerweise ein schwacher Apoptose-induzierender Faktor ist, fur die massiven
Effekten in den Rel-/- Mausen in Abwesenheit von NF-kB verantwortlich ist.

In einem vollig anderen Umfeld, namlich in Tumoren lymphoiden und epithelialen
Ursprungs, ist konstitutiv aktives NF-kB vermutlich fur die Resistenz gegenuber
Apoptose-induzierenden/DNA-schadigenden  Chemotherapeutika  verantwortlich

(Baldwin A.S., 2001) und steht somit einer erfolgreichen Tumortherapie im Weg.
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1.5.2. Wege der Apoptoseinhibition durch NF-xB

Die antiapoptotische Aktivitat von NF-xB beruht auf der NF-kB-abhangigen
Expression einer Reihe von Genen, deren Produkte Apoptose verhindern kdnnen
(Liu Z.G. et al., 1996). Unter diesen inhibitorischen Proteinen befinden sich die clAPs
(cellular inhibitor of apoptosis), Caspase-8-c-FLIP (Flice inhibitory protein), A1 (Bfl1)
und TNF-Rezeptor assoziierter Faktoren 1 und 2 (TRAF). Die clAPs sind die am
besten untersuchten antiapoptotischen Proteine. Sie blockieren durch direkte
Bindung an Effektorkaspasen wie Kaspase 3 und 7 deren Aktivitat und in Folge die
Aktivierung von Prokaspase 6 und 9 (Deveraux Q.L. et al., 1998). Aus diesem Grund
konnen clAPs sowohl rezeptorvermittelte als auch mitochondriale Apoptose
verhindern.

Ein weiteres NF-kB reguliertes clAP Protein ist ein X-chromosomal gekoppeltes IAP,
das sogenannte XIAP oder hILP (Liston P. et al., 1996). XIAP blockiert Kaspase 3
und Kaspase 7 mittels seiner zweiten Bacculoviralen IAP Repeat (BIR) Domane und
seiner NH2-terminalen Prokaspase 9 durch seine dritte BIR-Domane BIR3
(Deveraux Q.L. et al., 1999). Strukturanalysen ergaben eine direkte Blockade der
katalytischen Spalten von Kaspase 3 und 7 durch den NHa-terminalen Linker,
wahrend die BIR2-Region die Bindung an die Kaspase erleichtert (Chai J. et al.,
2001; Huang Y. et al., 2001; Riedl S.J. et al., 2001).

1.5.3. Proapoptotische Stimuli und NF-xB-Aktivierunqg

NF-kB-abhangige Genexpression gilt als wichtiger Bestandteil bei der Inhibition der
Apoptose, daher mussen proapoptotische Stimuli Wege finden, diese Blockade zu
umgehen. Dies trifft in so weit zu, als verschiedene Komponenten des NF-xB
Aktivierungsweges Substrate fur Kaspasen darstellen. Die Spaltung dieser
Komponenten fuhrt zur Beendigung der antiapoptotischen Aktivitat von NF-«xB.

TRAF1 stellt ein Substrat fur Kaspase 8 dar und wird im Rahmen der Fas oder TNF-
Rezeptor 1- induzierten Apoptose in zwei Teile gespalten (Leo E. et al., 2001;
Schwenzer R. et al., 1999). Das COOH-terminale Fragment enthalt die TRAF-

Domaéane und verhindert moglicherweise den Kontakt zwischen TRAF1 und 2, sowie

16



1.Einleitung

clAP1 und 2 (Deveraux Q.L. et al., 1999), worin letztendlich die Unterbrechung der
antiapoptotischen Wirkung durch NF-kB-induzierte Gene besteht.

IKKB selbst ist ein Substrat fur Kaspase 3-verwandte Kaspasen und wird wahrend
TNF-a oder Fas-induzierter Apoptose proteolytisch gespalten (Tang G. et al., 2001).
Die Spaltung flihrt zur Zerstérung der enzymatischen Aktivitat. Die Uberexpression
einer Kaspase-resistenten Form von IKKB kann TNFa-induzierte Apoptose
verhindern (Tang G. et al., 2001). Die Proteolyse von IKKB scheint fur die Zelle daher
eine Weiche zwischen Leben und Tod zu sein.

Der Abbau von IkBa durch das 26S Proteosom nach Ubiquitinierung ist ein wichtiger
Schritt in der NF-kB Aktivierung (Karin M. und Ben-Neriah Y., 2000). Kaspase 3-
vermittelte Spaltung kann die Degradierung von IkBo durch Trennung der NHo-
terminalen Domane, welche die IKK-Phosphorylierungsstellen enthalt, vom Rest des
Inhibitors verhindern. Dies fuhrt zur Bildung eines Super-Repressor-ahnlichen
Molekuls, das resistent gegenuber TNFa-induzierter Phosphorylierung und
Degradation ist (Reuther J.Y. und Baldwin A.S., 1999). Zusammenfassend scheint
lxBa. ein weiterer Meilenstein auf dem Weg zwischen Uberleben einer Zelle und
deren Tod zu sein.

NF-kB-Faktoren sind auch Substrate fur Kaspasen. Rel A wird wahrend der
Apoptose, die durch Entzug von Wachstumsfaktoren ausgelost wird, durch Kaspasen
gespalten (Levkau B. et al., 1999). Das Spaltprodukt mit einer verkurzten COOH-
Domane kann zwar DNA binden, ist allerdings nicht in der Lage, die Transkription zu
aktivieren (Levkau B. et al., 1999).

Um nun den durch den IKK-NF-kB-Weg vermittelten Schutz vor Apoptose zu
umgehen, verwenden apoptotische Zellen Kaspasen zur Spaltung von NF-xB-
abhangigen antiapoptotischen Proteinen. CIAP1 wird von Kaspase 3-verwandten
Kaspasen gespalten, wobei die Uberexpression des Spaltprodukts Apoptose
induziert (Clem R.J. et al., 2001). Ahnlich verhalt sich XIAP, dessen Spaltprodukte
nur eine schwach inhibierende Wirkung auf Kaspase 3 und 7 haben, wahrend das
COOH-terminale Fragment im Gegenzug die Fas-induzierte Apoptose stark erhdoht
(Deveraux Q.L.et al., 1999).
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Das antiapoptotische Protein BCI-xL wird durch Kaspasen wahrend der Apoptose,
unter anderem ausgeldst durch Virusinfektionen, gespalten (Clem R.J. et al., 1998).
Die proteolytische Spaltung fuhrt zur Bildung zweier proapoptotischer Produkte.
Obwohl die Uberragende Mehrheit an Veroffentlichungen die antiapoptotische
Funktion von NF-kB belegt, gibt es dennoch einige wenige Ausnahmen, bei denen
NF-kB zur Induktion proapoptotischer Molekule beitragt und somit eine
proapoptotische Funktion hat. Bei diesen proapoptotischen Proteinen handelt es sich
um den Todesrezeptor (death receptor DR) 6, ein Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie
(Kasof G.M. et al., 2001), DR4 und DR5 (Ravi R. et al., 2001) sowie Fas (Zheng Y. et
al., 2001).
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1.6. Apoptose

Die Apoptose wurde urspringlich aufgrund spezifischer, morphologischer
Veranderungen in der sterbenden Zelle definiert (Kerr J.F.R. et al., 1972): Abgrenzen
von benachbarten Zellen im Gewebeverband, Kondensation des Zytoplasmas,
Kondensation des Chromatins an der Kernmembran und Zellfragmentierung in
apoptotische Korperchen. In stark kondensierten toten Zellen und Zellfragmenten
sind die Organellen immer noch intakt, die Zellmembranen sind gut erhalten, und der
Zellinhalt wurde nicht ausgeschuttet. Ein wichtiges Charakteristikum der Apoptose
ist, dass die Lysosomen (autophagische Vakuolen) keine bestimmte Rolle zu
friheren Zeitpunkten spielen, allerdings zu spateren Zeitpunkten an der
,heterophagischen® Degradierung von apoptotischen Korperchen beteiligt sind (Kerr
J.F.R. etal.,, 1972; Wyllie A.H. et al., 1980; Schulte-Hermann R. et al., 1997).
Schweichel und Merker (Schweichel J.U. und Merker H.J., 1973) und Clark (Clark
P.G.H., 1990) beschreiben morphologisch unterschiedliche Formen des Zelltodes im
sich entwickelnden Embryo. Typ 1 entspricht weitestgehend der Apoptose, fur Typ 2
ist eine starke Bildung von autophagischen Vesikeln (,autophagischer Zelltod®)
charakteristisch. Typ 3 ist gekennzeichnet durch Desintegration der Zellen in
Fragmente ohne Beteiligung des lysosomalen Systems und ohne ausgepragte
Kondensation (Clark P.G.H., 1990).

Apoptose spielt eine wichtige Rolle in einer Vielzahl von Erkrankungen einschlief3lich
viraler Infektionen (Ravzi und Welsh, 1995). Der apoptotische Zelltod wird vor allem
als Verteidigung der Wirtszelle gegen die Virusinfektion angesehen, da viele Viren
antiapoptotische Proteine exprimieren, um diese zellulare Antwort zu verhindern. Der
zentrale Bestandteil der Apoptosemaschinerie ist ein proteolytisches System,
bestehend aus Zysteinylproteasen, den sogenannten Kaspasen (Cohen GM. et al.,
1997; Thornberry NA. und Lazebnik Y., 1998). Man unterscheidet zwei Gruppen von
Kaspasen: Initiatorkaspasen, wie Kaspase 8 und 9, die andere Kaspasen spalten
und dadurch aktivieren, und Effektorkaspasen einschliellich Kaspase 3 und 6, die
eine Vielzahl zellularer Substrate spalten und somit zellulare Strukturen zerstoren

oder Enzyme aktivieren (Thornberry NA. und Lazebnik Y., 1998).
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Kaspasen werden in Zellen konstitutiv exprimiert und liegen als inaktive einzelne Pro-
Enzyme vor. Nach Aktivierung durch eine spezifische proteolytische Spaltung bilden
sie Tetramere aus (Green DR. und Reed JC., 1998). Kaspasen haben die Fahigkeit,
sich gegenseitig zu aktivieren und arbeiten in einer intrazellularen Kaskade
zusammen, die zu einer Aktivierung der Effektorkaspasen 3, 6 und 7 fuhrt. Die
Aktivierung dieser Effektorkaspasen ist ein Schlisselereignis das dazu fihrt, dass
wichtige zellulare Proteine gespalten werden, was charakteristische morphologische
Veranderungen und den Abbau der chromosomalen DNA zur Folge hat (Enari M. et
al., 1998). Es sind zwei Apoptosewege bekannt, die beide letztlich zur Aktivierung
von Kaspase 3 flhren. Die Wege wurden friher als voneinander unabhangig
erachtet, jedoch konnte gezeigt werden, dass sie zellspezifisch miteinander
interagieren (Liu X. et al., 1998).

Der erste der beiden Wege wird Uber die Mitochondrien reguliert, die eine zentrale
Regulierungsstelle im Zelltod bilden (Green DR. und Reed JC., 2000). Der zweite
Weg beginnt mit der Aktivierung der Kaspasen 8 und 10 durch Oberflachenproteine,
Mitglieder der ,Death Receptor Family“. Aktivierte Kaspase 8 spaltet und aktiviert
Kaspase 3 was direkt zur Einleitung der Apoptose fuhrt (Ashkenazi A. und Dixit VM.,
1998).

Eine Vielzahl von Zellen (Zelltypen) reagiert mit programmiertem Zelltod auf eine
virale Infektion. Aus diesem Grund ist es wenig Uberraschend, dass Viren
verschiedene Mechanismen entwickelt haben, um die Wirtszellapoptose zu
beeinflussen. Virale Genprodukte sind in der Lage, entweder Effektormechanismen
der Apoptose oder die darUber liegenden Regulationsmechanismen zu beeinflussen.
Dem gegenuber bringen Viren auch Proteine zur Expression, die die Wirtszelle direkt
in die Apoptose treiben oder aber zellulare Todesprogramme auf verschiedenen
Wegen aktivieren. Diese verschiedenen Mechanismen der Apoptoseregulation
missen einen evolutiondren Uberlebensvorteil entweder fir das Virus oder die
Wirtszelle mit sich bringen und auf zwei Arten wirken: (1) das Verhindern eines
vorzeitigen Todes der Wirtszelle wahrend einer lytischen Infektion, die zur erhéhten
Freisetzung von Viruspartikeln fuhrt und (2) das mit anderen Virusproteinen
gemeinsame Vorantreiben einer Transformation und das Uberleben einer Wirtszelle

bei der Ausbildung einer latenten Infektion. Es ist unumganglich fur Viren, die die
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Wirtszelle zur Proliferation treiben, einen apoptotischen Zelltod durch abnormes
Wachstum zu verhindern. Einige Daten weisen jedoch daraufhin, dass Viren
Apoptose induzieren und die entstehenden Zelltrimmer als Vehikel benutzen, um die
Virusverbreitung voranzutreiben und die Aktivierung des Immunsystems zu umgehen
(Thomson B.J., 2001).

1.7. Die Rolle von Typ | Interferonen (IFN) in der Apoptoseinduktion

Die Interferone lassen sich in zwei Gruppen unterteilen: Typ | Interferone (IFNo/j)
und Typ Il Interferon y (IFNy) (Stark G.R. et al., 1998).

Typ I-Interferone werden von den meisten Zelltypen exprimiert. Typ ll-Interferon
allerdings wird hauptsachlich von Th1-Lymphozyten und Nattrlichen Killerzellen
gebildet. Interferone kénnen durch eine Vielzahl von Stimuli induziert werden,
einschlieBlich Viren und doppelstrangiger RNA (dsRNA), und zwar Uber einen
Mechanismus der die Aktivierung des Interferon Regulatorischen Faktors 3 (IRF3),
NF-kB und moglicherweise eine dsRNA-abhangige Proteinkinase (PKR) und den
JNK2-Signalweg beinhaltet (Chu W.M. et al., 1999; Balachandran S. et al., 2000).

Es ist sehr wahrscheinlich, dass IFN Zellen gegenuber Apoptoseinduktion Uber den
FADD/Caspase 8 Weg empfindlich macht (Balachandran S. et al., 2000;
Balachandran S. et al., 1998). Ein Modell zur Interferon-induzierten antiviralen
Wirkung besagt, dass eine virusinfizierte Zelle, die IFN produziert, stets in Apoptose
geht (Tanaka N. et al.,, 1998). In diesem Modell hat IFN eine autokrine Wirkung,
wahrend auch eine parakrine Wirkung, namlich die Induktion des antiviralen Status in
uninfizierten Zellen, bekannt ist. Dieser antivirale Status fuhrt dazu, dass sowohl die
Virusreplikation als auch die virusinduzierte Apoptose verhindert werden.

Zu den IFN-induzierten Proteinen gehdren u.a. PKR, die 2’-5-Oligoadenylat-
Synthetase und die RNAse L, die beide mit der Replikation viraler RNA interferieren
(Kerr M., 1987; Zhou A. et al., 1993). TRAIL, ein proapoptotisches Protein wird
ebenfalls Uber Typ | Interferone in Thymozyten und Uber Typ Il Interferone in
Fibroblasten induziert und flhrt spezifisch zum Tod von virusinfizierten Zellen
(Sedger L.M. et al., 1999).
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1.8. Todesrezeptoren und der “TNF related apoptosis inducing
ligand (TRAIL)“

TRAIL ist ein Mitglied der TNF Liganden Familie. Es ist ein Typ Il Membranprotein,
ohne Leadersequenz mit einer internen Transmembrandomane. Wie auch andere
TNF-Familie Liganden besitzt TRAIL eine N-terminale, zytoplasmatische Domane
und eine C-terminale extrazellulare Domane. TRAIL bildet, ebenso wie TNF,
oligomere Strukturen aus, die notwendig sind, um die Rezeptoren quer zu vernetzen
und dadurch ein Signal an die Zielzelle zu Ubertragen. TRAIL induziert Apoptose,
charakterisiert durch ,membrane blebbing®, Zerstorung des Zytoskeletts und DNA-
Fragmentierung (Wiley SR. et al., 1995).

Ein signifikanter Unterschied zwischen TRAIL und Fas Ligand (FasL) besteht in der
jeweiligen Verteilung im Organismus. Wahrend FasL vor allem auf stimulierten T-
Zellen vorkommt (Suda et al., 1993) wird TRAIL in vielen verschiedenen Geweben
exprimiert und muss aus diesem Grund in vivo nicht unbedingt zytotoxisch wirken.
TRAIL kommt jedoch nicht in der Leber vor, wo FasL exprimiert wird, wahrend FasL
im Thymus fehlt, wo TRAIL aber vorhanden ist (Wiley SR. et al., 1995). TRAIL
induziert auch keine Apoptose in primaren Thymozyten, B oder T Zellen, sondern

lediglich in verschieden, transformierten Zelllinien (Wiley SR. et al., 1995).

FasL und TNF binden an Rezeptoren, die zur TNF-Rezeptor (TNFR) Superfamilie
gehoren (Smith C.A. et al., 1994). Die Rezeptoren dieser Familie besitzen
zysteinreiche Domanen (CRDs) am aminoterminalen Ende. Anhand der
zytoplasmatischen Sequenzen wird die TNFR-Superfamilie in zwei Gruppen
unterteilt, die sich durch Anwesenheit bzw. dem Fehlen einer sogenannten
Todesdomane (,death domain®, DD) unterscheiden (Tartaglia L.A. et al., 1993; Itoh
N. et al., 1993). Die Rezeptoren mit einer Todesdomane — die Todesrezeptoren
(,death receptors®, DR) — umfassen TNFR 1, Fas, DR3 (Chinnaiyan A.M. et al., 1996;
Marsters S. et al., 1996; Bodmer J.L. et al., 1997; Screaton G. et al., 1997), DR4
(Pan G. et al., 1997), DRS5 (Screaton G.R. et al., 1997; Pan G. und Dixit V.M., 1997,
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Sheridan J.P. et al., 1997) und DR6 (Screaton G.R. et al., 1997, Pan G. und Dixit
V.M., 1997; Sheridan J.P. et al., 1997; Wu G.S. et al., 1997).

Die Todesdoméanen verbinden jeden Rezeptor mit der Kaspasekaskade, die
Apoptose auslost, oder mit Kinasekaskaden, die die Genexpression Uber NF-xB und
AP-1 induzieren. Eine weitere Untergruppe der TNFR-homologen Molekile besteht
aus sogenannten ,Decoy Rezeptoren (DcRs), die als Inhibitoren der
Signaltransduktion fungieren. Diese Gruppe umfasst die Oberflachenproteine DcR1
(Pan G. et al., 1997; Sheridan J.P. et al., 1997; Schneider P. et al.,1997; Degli-
Esposti M.A. et al., 1997) und DcR2 (Marsters M.A. et al., 1997; Pan G. et al., 1998;
Degli-Esposti M.A. et al., 1997) sowie Osteoprotegrin (Simonet W.S. et al., 1997) und
DcR3 (Pitti R. et al., 1998), beide l6sliche, sezernierte Proteine.

Vier strukturell verwandte Rezeptoren binden TRAIL (Apo2L): DR4, DR5, DcR1 und
DcR2 (Ashkenazi A. und Dixit VM., 1998). Alle vier Molekule besitzen zwei
extrazelluldare CDRs. DR4 und DR5 haben eine zytoplasmatische Todesdomane.
DcR1 umfasst keine zytoplasmatische Domane und st Uber einen
Glykophospholipidanker auf der Zelloberflache verhaftet. DcR2 hat eine
zytoplasmatische Todesdoméne, die jedoch zwei Drittel kirzer ist als eine Ubliche
Todesdomane und kein Apoptosesignal weiterleitet.

Die extrazellularen Domanen von DcR1 und DcR2 konkurrieren mit DR4 und DRS
um die Ligandenbindung. Transfektion von Zellen mit DcR1 oder DcR2 verhindert die
Induktion von Apoptose Uber TRAIL; im Gegenzug sensibilisiert die enzymatische
Spaltung von DcR1 von der Zelloberflache die Zelle gegenuber TRAIL. DcR1 und
DcR2 kénnen somit TRAIL an der Apoptoseinduktion Uber DR4 und DR5 hindern.
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Abb.4.: Intrazelluldrer Mechanismus der Trail-induzierten Apoptose.

Die Bindung des Liganden an den Rezeptor fihrt zur Bildung der ,DISC* die zur
Aktivierung von zwei Wegen flhrt: (1) der Aktivierung der Kaspase-8-abhangigen Apoptose
und (2) der Spaltung von Bid, das die mitochondrialen Funktionen in der Apoptose
reguliert. (aus Srivastava RK., 2001)

In vivo wirkt TRAIL kaum zytotoxisch, wahrend in vitro Apoptose in einem breiten
Spektrum von Tumorzellen induziert wird, wobei auch hier normale, nicht
transformierte Zellen unbeschadet bleiben. In vivo TRAIL-Behandlung von Thymus-
losen Nackt-Mausen, die humane Tumoren tragen, hemmt das Anwachsen der
Tumore signifikant (Ashkenazi A. et al., 1999). Ein Mechanismus, der zur selektiven
Sensibilisierung von Tumorgewebe gegenuber TRAIL beitragt, ist die verschieden
starke Expression der DRs und DcRs (Ashkenazi A und Dixit V.M., 1998). Andere
Mechanismen betreffen moglicherweise die Apoptosesignale unterhalb von DR4 und
DR5.

Zusammenfassend scheint TRAIL, im Gegensatz zu TNF und Fas, die auch
gesundes Gewebe schadigen, ein mdglicher, selektiver Tumorkiller zu sein
(Ashkenazi A. und Dixit VM., 1999).
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1.9. Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Rolle des IKK-NF-kxB-Signalweges im
Kontext einer Influenza-A-Virusinfektion. Die Aktivierung von NF-kB ist ein
Charakteristikum viraler Infektionen, einschlieBlich der Infektion durch Influenza Viren
(Hiscott J. et al., 2001). Im Rahmen einer Virus-Infektion hat NF-«xB eine
Schlusselfunktion bei der Expression von Zytokinen, Chemokinen, Adhasions-
molekilen und Enzymen, die ihrerseits proinflammatorische Faktoren aktivieren
(Baeuerle et al., 1994; Barnes PJ. und Karin M., 1997). Daruber hinaus entscheidet
NF-xB (ber das Uberleben und Sterben von Zellen, durch Expression pro- und
antiapoptotischer Proteine (Karin M. und Lin A., 2002). Wie erst kurzlich gezeigt
wurde, sind einzelne Influenzaproteine in der Lage, NF-«B zu aktivieren (Flory E. et
al., 2001). Im Rahmen dieser Arbeit sollte nun durch gezielte Beeinflussung des IKK-
NF-xB-Signalweg dessen genaue Funktion in der virusinfizierten Zelle geklart
werden. Zu diesem Zweck sollten MDCK- und A549-Zellen mit Retroviren, die das
Gen flr eine konstitutiv-aktive Form der IKK (IKK-EE), eine dominant-negative Form
der IKK (IKK-KD) und eine nicht-abbaubare Form des IkBa in ihrem Genom tragen,
transduziert werden. Zusatzlich sollten Vero-Zellen, die kein intaktes Typ-I-
Interferonsystem besitzen ebenfalls mit diesen Retroviren transduziert werden. Dies
sollte die Mdglichkeit eréffnen die Rolle von NF-xB in An-und Abwesenheit vom Typ-
I-Interferonsystem zu untersuchen, da dieses eines der bedeutendsten, antiviralen
Zytokine ist und von NF-«B reguliert wird (Baeuerle et al., 1994).
Zur Erfullung dieses Forschungsvorhabens sollten folgende Punkte beantwortet
werden:

- Welche Auswirkungen hat eine Dysregulation des IKK-NF-kB-Signalweges auf

die Influenza-A-Virusvermehrung ?
- Welche Rolle spielen die NF-kB-regulierten antiviralen Zytokine in diesem
Zusammenhang (z.B. IFNa/B)
- Welchen Einfluss hat die Apoptose in diesem Zusammenhang ? Ist sie durch

Dysregulation von NF-kB beeinflusst ? Wenn ja, welche Auswirkungen

25



1.Einleitung

ergeben sich fur das Influenza-A-Virus ? Sind moglicherweise NF-kB-

regulierte pro- oder antiapoptotische Proteine beteiligt ?

\

IKK-EE
IKK-KD

mut- [kB-a

p50 po3

HMGI (Y)

PRD II

Schematische Darstellung des IKK-NF-kB-Signalweges. Die transdominant
interferierenden Mutanten sind neben ihren Angriffspunkten eingezeichnet.

Dieser Ansatz sollte die Moglichkeit eroffnen, die Rolle von NF-kB im Kontext einer
Influenza-A-Infektion naher zu beleuchten und madgliche, andere regulierte Faktoren

zu identifizieren.
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2. Material

2.1 Gerate

Brutschranke, Inkubatoren
EMSA-Gel Apparatur
Geltrockner

Minizentrifugen

Eppendorf Zentrifuge 5417C und R (kuhlbar)

Megazentrifugen
Sorvall Zentrifuge RC5B
Megafuge 1.0R
Protein-Gel Apparatur, Blotting Apparatur
Spektral-Photometer Hitachi U2000
Phosphoimager Fujix Bas-2000 I

Vortex-Gerat

Mikroskope : Leitz DM RB (Fluoreszenz)
Leitz DM IL (Zellkultur-Routine)

Sterilbank Lamin Air HB2448

Szintillationszahler Wallac 1410

FACSCalibur

Microlumat LB96P

2 Material

Heraeus (Hanau)
MSZ (Wirzburg)
BioRad (Mlnchen)

Eppendorf (Hamburg)

Du Pont (Bad Homburg)
Heraeus (Hanau)

BioRad (Minchen)

Jouan GmbH (Unterhaching)
Raytest Isotopenmessgerate
GmbH (Staubenhardt)
Scientific Industries Inc.(USA)
Leitz (Wetzlar)

Leitz (Wetzlar)

Heraeus (Hanau)

Amersham (Little Chalfont)
Becton Dickinson (San Jose)
Berthold-Technologies GmbH
(Bad Wildbad)
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2.2 Chemikalien und Reagenzien

Acrylamid (30%), Bisacrylamid (0,8%)
Adenosin-5"Triphosphat (ATP)
Agar-Agar

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Aprotinin

BioRad Protein Assay-Stammldsung
Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Dimethylsulfat (DMSO)

Dithiotreitol (DTT)

Ethanol
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Gluthation Sepharose B4

Glycerin

Glycin

Harnstoff

HEPES

Isopropanol

Kaliumacetat

Leupeptin

D-Luziferin

Magnesiumacetat

Natriumchlorid (NaCl)
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat
Natriumpyrophosphat

Nitrozellulose

10x Phosphat gepufferte Losung (PBS)

2 Material

Roth (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis)
Roth (Karlsruhe)
AGS (Heidelberg)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
BioRad (Minchen)
Dianova (San Diego)
Sigma (St. Louis)
Sigma (St. Louis)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis)
Sigma (St. Louis)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Applichem (Darmstadt)
Sigma (St. Louis)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)
Sigma (St. Louis)
Sigma (St. Louis)
Schleicher & Schull (Dassel)
Gibco BRL (Paisley)
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Pefablock

Poly (d(I-C))

Protein A-Agarose

Protein A-Peroxidase (-POD)

Protein — Langenmarker (vorgefarbt, SDS-7B)
Roéntgenfiime

Radiochemikalien

Salzsaure

TEMED
Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan (Tris)
Triton X-100

Whatman 3 MM Papier

Allgemeine Labor-Chemikalien

2 Material

Roth (Karlsruhe)
Boehringer (Mannheim)
Boehringer (Mannheim)
Amersham (Little Chalfont)
Sigma (St. Louis)
Amersham (Little Chalfont)
Amersham (Little Chalfont)
Roth (Karlsruhe)
Calbiochem (Bad Soden)
Roth (Karlsruhe)

Sigma (St. Louis)
Schleicher & Schull (Dassel)

Merck (Darmstadt)

Roth (Karlsruhe)
SERVA (Heidelberg)

29



2.3 Zellkulturmaterial

Agar

Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM)
Fotales Rinderserum (FBS)
L-Glutamin

10x MEM

7,5% NaHCOs
Penicillin/Streptomycin

HAM's F12

RPMI 1650

Trypsin-EDTA

Trypanblau

Zellkulturschalen und -flaschen
TPA-Phorbolester
MEK-Inhibitor U0126
Kaspaseinhibitoren:
Z-DEVD-FMK

Z-VAD-FMK

Lab-Tek Il Chamber Slide System

2 Material

Oxoid GmbH (Wesel)
Gibco BRL (Paisley)
PAA (Linz)

Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Biochrom (Berlin)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Gibco BRL (Paisley)
Sarstedt (NUmbrecht)
Sigma (St. Louis)

Promega

Alexis Biochemicals

Alexis Biochemicals

Nalge Nunc Int.
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2.4 Antikorper und Antiseren

Antikorper/Antiseren

anti-ERK-2 (C-14)
anti-NP

anti-PARP
anti-TRAIL(sc-8440)
anti-TRAIL-R1 und 2

Antigen

ERK-2
NP

PARP
TRAIL
DR4/5

anti Ziege gekoppeltes Texas Red

anti Maus gekoppelte Peroxidase (POD)

Protein-A gekoppelte Agarose-Kugelchen

Protein-G gekoppelte Agarose-Klgelchen

Substratproteine ,myelin basic protein®

2.5 Virus-Stamme

Humaner Influenza Virus A/Asia/57 (H2N2) (Asia)

2 Material

Referenz/Herkunft

Santa Cruz (Heidelberg)
Webster, R. (Memphis)
Transduction Laboratories
Santa Cruz Biotech.

Abt.fur Apoptoseregulation
DKFZ (Heidelberg)

Dianova (Hamburg)

Amersham (Little Chalfont)
Roche, Molecular Biochemicals
(Mannheim)

Roche, Molecular Biochemicals
(Mannheim)

Sigma (St. Louis)

Pleschka S. (Giessen)

Aviarer Influenza Virus A/Bratislava/79(H7N7) (FPV) Pleschka S. (Giessen)
Humaner Influenza Virus A/Puerto-Rico/8/34 (PR8) Wolff T. (Berlin)

Humane Influenza Virus Mutante delNS1

2.6 Proteine

rek. humanes TRAIL
|6slicher TRAIL-Rezeptor 2 - Fc
|6slicher TNF-Rezeptor 2 - Fc

Wolff T. (Berlin)

Abteilung fur
Apoptoseregulation
DKFZ (Heidelberg)
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2 Material

2.7 Reagenzienansatze (Kits)

ECL Western blotting detection reagents Amersham (Little Chalfont)

Nucleobond PC 500 Kit Machery und Nagel

G-25 Sephadex Quickspin Saulen Roche (Molecular Biochemical,
Mannheim)

NucleoSpin Extract - Kit Machery und Nagel (Feucht)

Abi Prism Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction Kit Perkin Elmer (Netherlands)

2.8 Plasmide

3xNF-xB Reporter Plasmid Flory E. et al., 2000

IFNB-luc Hiscott, J. (Montreal), Leblanc et al.,1990

pCDNA Invitrogen (Karlsruhe)

pGreenlLantern Life Technologies (Karlsruhe)

pHMG NP Pleschka, S. (Giessen), Pleschka et al., 1996

pcDNA3.1/YAMA Tewari et al., 1995

pEBG-XIAP Jordan et al., 2001

2.9 Zellen

e MDCK Zellen
e HEK293 Zellen
e AbB49 Zellen

(Madin-Darby cacine kidney)
(human embryonic kidney)
(human alevolar epithelial cells)
(

e Vero Zellen african green monkey kidney)
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3.Methoden

3. Molekularbiologische Standardmethoden

Allgemeine molekularbiologische Standardmethoden wurden nach Sambrook
(Sambrook et al., 1989) durchgefuhrt.

3.1. Zellkultur

Alle Arbeiten wurden unter sterilen Bedingungen (Heraeus, Laminair,
Sicherheitsstufe 2) mit autoklavierten oder sterilfiltrierten Ldsungen, sterilen
Kunststoffmaterialien oder autoklavierten Glaswaren und unter Verwendung steriler
Nahrmedien durchgefuhrt. Samtliche Zelllinien wurden bei 37°C, 6% CO, und
gesattigter Luftfeuchtigkeit gehalten. Zentrifugation der Zellen fand bei

Raumtemperatur und 1000 rpom (Heraeus, Megafuge) statt.

3.1.1. Kultivierung von adhirenten Zellen (HEK293)

HEK293 Zellen wurden in Dulbecco’s MEM supplementiert mit 10% FBS, 100 pug/ml
Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin kultiviert. DMEM ist Phenolrot
beigemischt, das bei starker Ansauerung durch zu viele Zellen den pH-Wert durch
eine Gelbfarbung anzeigt.

Diese adharenten Zellen wurden bei einem Konfluenzgrad von etwa 70-90% in
einem Verhaltnis von 1:3 bis 1:6 passagiert. HEK293 Zellen wurden einmal mit PBS
gewaschen und durch 3- bis 5-minutige Inkubation mit 1x Trypsin/EDTA aus der
Kulturflasche geldst. Nach Ablésung der Zellen erfolgte die Aufnahme der Zellen in

frischem Medium und Aussaat in neue Kulturflaschen.

3.1.2. Kultivierung von adhirenten Zellen (MDCK, A549)

Die adharenten MDCK / A549 Zellen wuchsen in Kultur in 1x MEM bzw. Ham’s F12
supplementiert mit 10% FBS, 10% Penicillin/Streptomycin und 0,2% NaHCOs3. Nach

3-5 Tagen erfolgte bei einem Konfluenzgrad von etwa 80-90% die Passagierung der
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3.Methoden

MDCK Zellen in einem Verhaltnis von 1:8 bis 1:15. Diese adharenten Zellen stellen
ihr Wachstum aufgrund von Kontaktinhibition bei einem Konfluenzgrad von 90-100%
ein. MDCK Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen und durch 10- bis 15-minutige
Inkubation im CO»-Brutschrank (37°C) mit 1x Trypsin/EDTA (0.05%/0.02%) aus der
Kulturflasche geldst. Nach Ablésung der Zellen erfolgte die Aufnahme der Zellen in

frischem Medium und Aussaat in neue Kulturflaschen.

3.1.3. Einfrieren, Lagerung und Rekultivierung von eukaryotischen Zellen

Es besteht die Moglichkeit eukaryotische Zellen Uber lange Zeitrdume in
Anwesenheit von 10% Dimethylsulfoxid (DMSO) in flissigem Stickstoff tief zu
frieren. Hierbei gilt die Faustregel: Zellen langsam einfrieren und schnell auftauen.
Zum Wegfrieren wurden adharente Zellen einmal mit PBS gewaschen und durch
Inkubation mit Trypsin/EDTA (0,05%/0,02%) von den Kulturflaschen gelést und
daraufhin mit einer aquivalenten Menge 10%igem PBS/FBS versetzt. Sowohl
adharente, als auch Suspensionszellen wurden abzentrifugiert und in 1 ml
Einfriermedium bestehend aus 10% DMSO, 10% FBS und 80% des jeweiligen
Kulturmediums aufgenommen. Es wurden 2x 10° — 1x 107 Zellen eingefroren, damit
nach dem Auftauen ausreichend Zellen fur eine T75-Flasche zur Verfugung standen.
Zunachst erfolgte die Lagerung der Zellen Uber Nacht in einer Styroporbox bei —
70°C. Zur endgultigen Lagerung wurden die Aliquots am nachsten Tag in fllssigen
Stickstoff Uberfuhrt.

Zur Rekultivierung der Zellen wurden diese so schnell, wie moglich in einem
Wasserbad bei 37°C aufgetaut und direkt in 15 ml vorgewarmtem Medium verdunnt,
abzentrifugiert, in frischem Medium aufgenommen und auf Kulturflaschen verteilt.
Handelte es sich um adharente Zellen wurden diese, um alle toten Zellen zu
entfernen, am darauffolgenden Tag einmal mit PBS gewaschen und mit frischem

Medium versehen.
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3.1.4. Transiente Transfektion von HEK293 Zellen mit CaCl,

Um Vektor-DNA in HEK293 Zellen einzuschleusen, wurde die Calcium-
Prazipitationsmethode durchgefuhrt, die darauf basiert, dass die DNA als
Koprazipitat mit Calciumphosphat von den Zellen aufgenommen wird.

Zunachst wurden 5 yg DNA mit 450 pl H20 (Sigma) in einem Transfektionsrohrchen
vermischt. Daraufhin fugte man 50 uyl 2,5 M CaCl2 der DNA zu und 500 ml 2x BBS
(50 mM BES, 280 mM NaCl, 1,5 mM NayHPO4 x H20) wurden unter Vortexen
zugegeben.

Die Bildung der Prazipitate erfolgte wahrend der Inkubationszeit von circa 20 Minuten
und war durch eine leichte Trabung der Losung sichtbar. Bevor je 1 ml
Transfektionsansatz zu den Zellen gegeben wurde, musste die Ldosung erneut
gemischt werden. Nach Inkubation bei 37°C im CO2-Brutschrank fur 6-14 h wurden
die Zellen 2x mit je 5 ml warmen PBS gewaschen und mit neuem DMEM mit 0,3%

FBS versehen. Die Zellen wurden fir weitere 24-48 h im CO,-Brutschrank inkubiert.

3.1.5. Transiente Transfektion von MDCK und A549 Zellen
mit Lipofektamin 2000

In den mittels CaCl,-Reagenz durchgefuhrten transienten Transfektions-
Experimenten wurden Transfektionseffizienzen von nicht mehr als 10-30% erreicht.
Allerdings sind flr einige Experimente hohe, konstante, Transfektionsraten
notwendig, um reproduzierbare, aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten. Aus diesem
Grund wurde das kommerziell erhaltliche Lipofektamin 2000 (L2000, Gibco)
eingesetzt. Das Protokoll vom Hersteller wurde zur Transfektion von MDCK und
A549 Zellen optimiert, indem verschiedene DNA- und L2000-Mengen, wie auch
unterschiedliche Zellzahlen in ersten Transfektionsreihen getestet wurden. Die
Besonderheit dieses Protokolls bestand darin, dass eine hohe Anzahl von
adharenten Zellen in Suspension, in Abwesenheit von Antibiotika durchgefuhrt
wurde. Zur Transfektion eines einzigen 6-Wells wurden 10 ul des
Transfektionsreagenz L2000 unter Vortexen in 250 yl OPTI-MEM gegeben und 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden 2-3 ug DNA in 50 ul
OPTI-MEM aufgenommen und das L2000/OPTI-MEM Gemisch wurde ebenfalls

35



3.Methoden

unter Vortexen beigefugt. Wahrend der 15-mindtigen Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurden die Zellen nach Spilung mit PBS mittels Trypsin/EDTA
(0,05%/0,02%) von der Platte geldst, abzentrifugiert, auf 1-2x 10° Zellen/ml Medium
(ohne Antibiotika) eingestellt und in ein 6-Well gegeben. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgte die Zugabe des DNA-Transfektionsgemisches zu den Zellen
und anschlieBende Inkubation im Brutschrank flr circa 24 h bis zur
Weiterverarbeitung. Zur  Transfektion eines 24-Wells wurden samtliche
Mengenangaben durch 4 geteilt und zur Transfektion einer 10 cm Schale mit 8
multipliziert.

Die Untersuchung der Transfektionsrate konnte nach Verwendung eines Vektors, der
ein grun-fluoreszierendes Protein (GFP) kodiert, wahlweise im FACS bzw.
Fluoreszenzmikroskop erfolgen. In  MDCK-Zellen wurden mittels L2000

Transfektionsraten von mehr als 60% erzielt.

3.1.6. Anzucht von Influenza Viren in embryonalen Hiihnereiern

Influenza Viren lassen sich in embryonalen Huhnereiern relativ gut vermehren.
Abhangig vom eingesetzten Virus-Stamm verwendet man 10-14 Tage alte,
bakterienfreie Huhnerembryonen, die nach Beimpfung noch weitere 3-4 Tage
wachsen. Bei Vervielfaltigung des Stammes deINS1 durfen die Huhnerembryonen
nicht alter als 4-5 Tage alt sein und die Viren sollten nicht langer als Tag 8 in diesen
heranwachsen. Dem Influenza Virus-Stamm delNS1 fehlt die kodierende Sequenz flr
das NS1 Protein, welches dem Interferonsystem der Hihnerembryonen und somit
der antiviralen Antwort entgegenwirken wurde. Ist das Interferonsystem schliefRlich
vollstandig in den Huhnerembryonen ausgebildet (Tag 8-9), kann es diese
Influenzaviren sofort vernichten, so dass diese Viren bereits geerntet sein mussen,
bevor dieser Fall eintritt.

Die Beimpfung der Huhnereier musste so steril, wie moglich erfolgen. Aus diesem
Grund wurden die Huhnereier zunachst mittels 70%igem Ethanol desinfiziert und alle
zu verwendeten Gerate (z.B. Eierdffner) mittels 70%igem Ethanol und Flamme
gereinigt. Auf der Unterseite der Huhnereier wurde vorsichtig, mittels Eieroffner ein
kleines Loch durch die Kalkschale gebohrt. Mit einer sterilen Kanule (0,6 x 30 mm)
wurden 100 ul der in PBS-BA-Lésung (1 mM MgCl,, 0,9 mM CaCl,, 100 Units/ml
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Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin und 0,2% Bovines Serum Albumin (BA))
aufgenommenen Influenzaviren (1x 10* - 1x 10° Plaque Forming Units) durch die
Kalkschale in die AllantoishOhle injiziert. Es war bei diesem Vorgang darauf zu
achten, nicht den Embryo zu treffen und zu téten. Dies konnte durch Kontrolle der
Lage der Huhnerembryonen unter einer starken Lichtquelle erfolgen. Letztlich wurde
das Loch in der Kalkschale mit Holzleim (Ponal) verschlossen und die Eier fur 3-4
Tage im Inkubator (37°C, 70% Luftfeuchte) gelagert.

Sobald sich die Embryonen nicht mehr bewegten (unter einer starken Lichtquelle
sichtbar) bzw. nach 4 Tagen Virusinkubation und Tétung der Embryonen durch
Haltung der Eier bei 4°C Uber Nacht, erfolgte die Virusernte. Auch diese musste so
steril, wie moglich durchgefuhrt werden. Mittels Loffel und Pinzette wurde die
Kalkschale auf der Unterseite des Eies geotffnet und die Hulle der Allantoishdhle
entfernt. Die Allantoisflissigkeit wurde mit einer sterilen 10 ml-Pipette abgenommen,
in sterile Rohrchen Uberfuhrt und auf Eis gestellt. Die Bestimmung der Viruspartikel
erfolgte mittels Plaque-Assay. Die Influenza Viren wurden bis zur Verwendung bei —
70°C gelagert.

3.1.7. Virusinfektion von Zellen

Bevor Zellen infiziert werden konnten, bereits transfiziert oder nicht, mussten diese 1-
2x mit PBS gewaschen werden, um das Serum zu entfernen, das die Infektion
behindert hatte. Die Viruslésung, die immer auf Eis zu halten war, wurde in PBS-BA-
Lésung (1 mM MgCls, 0,9 mM CaCl,, 100 Units/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin
und 0,2% Bovines Serum Albumin (BA)) verdinnt. Normalerweise wurde 1 MOI
(multiplicity of infection) eingesetzt. Die Infektionslosung wurde auf die Zellen
gegeben und fur 30 Minuten bei 37°C im CO,-Brutschrank inkubiert. Nach Ablauf der
Zeit entfernte man die Infektionslosung und fugte Medium-BA-L6sung (serumfreies
Medium mit 0,2% BA und Antibiotika), dem Ursprungsvolumen entsprechend, hinzu.
Daraufhin erfolgte die weitere Inkubation im CO,-Brutschrank bis zur Zellernte.

Zur Untersuchung der Wirkung verschiedener Inhibitoren (MEK-Inhibitor U0126;
Kaspase-3-Inhibitor Z-DEVD-FMK; Pan-Kaspaseinhibitor Z-VAD-FMK) wurden diese,

fur 30 Minuten vor der Infektion und nach Infektion dem Infektionsmedium fiir den
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gesamten Infektionszeitraum beigegeben (Abanderungen sind im Begleittext zu den
Abbildungen angeflhrt).

3.1.8. Plaque-Assay

Zur Bestimmung der infektiosen Partikelanzahl in Virusldsungen wurden Plaque-
Assays auf MDCK Zellen durchgefuhrt. Die Infektion erfolgte unter Verwendung einer
logarithmisch in PBS-BA Lésung verdunnten Reihe der zu testenden Viruslésung,
wie oben beschrieben. Nach der 30-mindtigen Inkubation im CO»-Brutschrank und
Entfernung der Virusldsung wurde ein Medium-Agar-Gemisch (8,5 ml ddH,O, 25 ml
2x MEM, 150 pl Bovines Albumin, 0,5 ml 1% DEAE Dextran, 15 ml 2% Oxoid Agar)
zu den Zellen gegeben, bis zur Erstarrung bei Raumtemperatur gehalten und je nach
Virusstamm (2-4 Tage) im CO»-Brutschrank inkubiert.

Die Farbung der Plaques erfolgte mit einer Neutral-Rot-PBS-Lésung. 1-2 ml dieser
L6sung wurden auf den Agar getropft und bis zur deutlichen Sichtbarkeit der Plaques
fur 1-2 h weiterhin im CO,-Brutschrank inkubiert.

3.1.9. Immunfiarbung

Zur Untersuchung der Verteilung des viralen Nukleoproteins in der Zelle wurden
MDCK-Zellen in ,chamber slide“-Kammer ausgesat. Am nachsten Tag wurden die
Zellen 1x mit PBS gewaschen und mit FPV (MOI=5) infiziert. Nach 60-minutiger
Inkubation wurde das Inoculum abgesaugt und durch Infektionsmedium, welches mit
DMSO (Kontrolle) oder spezifischen Inhibitoren supplementiert worden war, ersetzt.
5 Stunden nach Infektion wurden die Zellen 1x mit PBS gewaschen und mit 3,7%
Paraformaldehyd fur mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur fixiert. Nach dem
Fixieren wurde 3x mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden die Zellen mit —20°C
kaltem Azeton (30%ig, 60%ig und 100%ig) gewaschen und dadurch permeabilisiert.
Im Anschluss daran wurden unspezifische Bindungsstellen durch Inkubation mit einer
20%igen FCS-Losung fur 20 Minuten bei 37°C blockiert. Nach einem weiteren
Waschschritt wurden die Zellen mit dem ersten Antikdrper, einem polyklonalen

Ziegenserum gegen das virale Nukleoprotein inkubiert. Der Antikérper wurde zuvor
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1:200 in PBS + BA verdinnt. Auf die 45-minutige Inkubation bei 37°C folgten drei
Waschgange in PBS und ein weiterer Blockierschritt mit 20%igem FCS. In Anschluss
daran wurden die Zellen mit 1:200 verdunntem, sekundarem Antikorper gegen
Ziegen-IgG inkubiert (45 Minuten, 37°C). Nach diesem abschlieRenden Farbeschritt
wurden die Zellen 3x mit PBS gewaschen. Zur Vorbereitung auf die DAPI-
Kernfarbung wurden die Zellen 1x mit 0,1M KCI-Lésung gewaschen. Das DAPI-
Reagenz wurde in PBS 1:1000 verdunnt und fur 20 Minuten zu den Zellen gegeben.
Nach der Kernfarbung wurden die Zellen nochmals mit PBS gewaschen und mit

Mowiol eingedeckt. Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop.

3.2. Molekularbiologische Methoden — Proteine

3.2.1. Luziferase-Assay

Reportergene, z.B. Luziferase (luc) aus dem Leuchtkafer Photinus pyralis oder die
Chloramphenicoltransferase (CAT) werden verwendet, um die Transkription
bestimmter Gene =zu quantifizieren. Die regulatorische Sequenz des zu
untersuchenden Gens wird dafir vor die cDNA des Reportergens in einen
promotorlosen Vektor kloniert. Das Genprodukt dieses Konstruktes kann in einer
zytologischen Farbung oder einem Enzym-Assay (z.B. Luziferase-Assay) detektiert
werden.

Der Luziferase-Aktivitatstest basiert darauf, dass Luziferase das Substrat Luziferin
unter Lumineszenzabgabe umsetzt, was quantitativ im Luminometer messbar ist.
Dabei ist die Lumineszenz direkt proportional zur Menge der Luziferase-Aktivitat.
Zellen, die mit einem Promotor-Luziferase-Reporterkonstrukt und einer Kinase bzw.
dem Leervektor transfiziert waren, wurden nach 24-48 h geerntet und in 1,5 ml
Roéhrchen Uberfuhrt. SGmtliche Arbeitsschritte waren auf Eis durchzufuhren, damit die
in Warme sehr instabile Luziferase nicht inaktiviert werden konnte. Die Zellen wurden
abzentrifugiert (7000 rpm, 4°C, 5 Minuten) und einmal mit eiskaltem PBS
gewaschen. Den Uberstand saugte man ab und das Pellet wurde in 100 pl
Harvesting-Puffer (50 mM NaMES pH 7.8, 50 mM Tris-HCI pH 7.8, 10 mM DTT 2%
Trition X-100 125) resuspendiert. Das Detergenz Triton brach durch Bindung an

Membranproteine die Zellmembranen auf. Nach 30-mindtiger Lyse auf Eis erfolgte
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ein weiterer Zentrifugationsschritt (14000 rpm, 4°C, 5 min), um verbliebene
Zelltrimmer zu sedimentieren. Man pipettierte 50 ul des Uberstandes zusammen mit
50 pl Assay-Puffer (125 mM NaMES pH 7.8, 125 mM Tris-HCI pH 7.8, 25 mM MgAc,
2 mg/ml ATP) in eine Vertiefung der 96-Well-Platte. Im Luminometer wurden 50 pl
des Substrates Luziferin automatisch auf die Vertiefungen verteilt und gleich darauf
die Lumineszenz gemessen (Angabe in Relative Light Units = RLU)

Um eventuellen Fehlern durch Verlust von Zellen bei der Transfektion oder beim
Luziferase-Assay vorzubeugen, wurde der Proteingehalt gleicher Mengen an
Zelllysaten der verschiedenen Ansatze im BioRad Protein-Assay miteinander

vergleichen und die RLU auf diese Daten standardisiert.

3.2.2. Bestimmung der Proteinkonzentration im Photometer

(BioRad-Protein-Assay)

Proteinkonzentrationen unbekannter proteinhaltiger Losungen wurden mittels eines
BioRad- Assays im Photometer bestimmt.

Die absolute Proteinkonzentration einer unbekannten Losung erhalt man, wenn man
eine Messreihe mit einem Protein bekannter Konzentration durchfuhrt. Der BioRad
Protein-Assay basiert auf der Beobachtung, dass das Absorptionsmaximum fur eine
saure Losung von Coomassie Brilliant Blue G-250 nach Bindung an ein Protein von
465 nm (braun) nach 595 nm (blau) verschoben wird. Die Amplitude der Absorption
bei 595 nm ist der Menge an Protein in einem grof3en Bereich direkt proportional.

1 ml verdunnte BioRad Losung (1:5 Stamml6sung:H,O) wurde mit der zu messenden
Menge an Proteinlésung gemischt und nach 5 Minuten in PlastikklUvetten im

Photometer bei 595 nm gemessen. Die Mischung war flr 60 Minuten stabil.
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3.2.3. Immunprazipitation

Die zu erntenden Zellen wurden in PBS gewaschen, mittels Triton-Lysis Puffer (TLB)
(20 mM Tris-HCI, pH 7.4, 137 mM NaCl, 10% Glycerol, 1% Triton X-100, 2 mM
EDTA, 50 mM Sodium Glycerophosphat, 20 mM Sodium Pyrophosphat, 5 ug/ml
Aprotinin, 5 pg/ml Leupeptin, 1 mM Sodium Vanadat, 5 mM Benzamidin) lysiert,
mindestens 20 Minuten auf Eis inkubiert und schlielich zentrifugiert (14000 rpm, 10
min, 4°C). Daraufhin Uberfihrte man den Uberstand in ein neues Eppendorf
Roéhrchen, bestimmte photometrisch die Proteinkonzentration und stellte die Ansatze
auf eine bestimmte Gesamtproteinmenge ein. Jedem Ansatz wurden 25 pl Protein A-
Agarose (bei Maus- und Kaninchen-Antikorpern) bzw. G-Agarose (bei Ziegen-
Antikdrpern) und 1-5 pl Antikdrper gegen das zu untersuchende Protein zugefugt.
Nach einer Inkubationszeit von 2 h bei 4°C auf dem Rotationsschuttler wurden die
entstandenen Immunkomplexe durch Zentrifugation (1-3 min, 14000 rpm, 4°C)
pelletiert, der Uberstand abgenommen und die Pellets 2x mit hochkonzentriertem,
salzhaltigem TLB (TLB mit (73 pl/ml) 5 M NaCl) gewaschen.

3.2.4. Kinase-Assay

Es ist moglich, die Kinaseaktivitat in vitro durch Zugabe von 32P-yATP und einem
geeigneten Substrat zu messen, da die Kinasen die Fahigkeit besitzen vy-
Phosphatgruppen von ATP auf ein Substrat zu Ubertragen.

Hierzu wurden die Kinasen, wie oben beschrieben, mit spezifischen Antikdrpern
immunprazipitiert, 2x mit TLB gewaschen und anschlieBend zwei weiteren
Waschschritten mit Kinasepuffer (10 mM MgCl,, 25 mM B-Glycerophosphat, 25 mM
HEPES pH 7.5, 5 mM Benzamidin, 0,5 mM Dithiothreitol (DTT) und 1 mM Sodium
Vanadat) unterzogen. Daraufhin setzte man einen Reaktionsmix an, der fur jede
Probe 100 uM ATP, 1 ug geeignetes Substrat, 20 pl Kinasepuffer und 5 pCi
32p_ yATP enthielt. 20 pl des Reaktionsmixes wurden jeder Probe zugegeben und
anschliefend 15 Minuten bei 30°C unter Schutteln inkubiert. Die Zugabe von 6 pl 5x
SDS-Probenpuffer (155 mM Tris-HCI pH 6.8, 5% SDS, 50% Glycerin, 25% f-
Mercaptoethanol) beendete die Reaktion und die darauffolgende Inkubation flr 5

Minuten bei 100°C denaturiete die Proben. Nach einem kurzen
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Zentrifugationsschritt, der die Agarospartikel sedimentieren sollte, wurde der
Uberstand auf ein SDS-PAGE Gel aufgetragen.

3.2.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit Hilfe der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist es mdglich, denaturierte
Proteine entsprechend ihrer molekularen Masse in einem elektrischen Feld
aufzutrennen.

Zunachst wurde den Proben 8 ul 5x SDS Probenpuffer (155 mM Tris-HCI pH 6.8, 5%
SDS, 50% Glycerin, 25% B-Mercaptoethanol) zugegeben und circa 90 sek. bei 90°C
inkubiert.

Natriumdodecylsulfat (SDS) ist ein Detergenz, das nichtkovalente Wechselwirkungen
in nativen Proteinen zerstort und p-Mercaptoethanol enthalt, das mogliche
Disulfidbricken reduziert. Die SDS-Moleklle binden sich an die Hauptketten, wobei
die stark negative Ladung des Komplexes ungefahr der Masse des Komplexes
proportional ist. Demzufolge wandern die Proteine in einem elektrischen Feld in
Richtung der positiven Elektrode, wobei groRere Proteine starker im Gel
zuruckgehalten werden.

Die verwendeten Gele bestanden aus einem Sammelgel, das die Proteine einer
Probe konzentrierte und einem Trenngel, in dem die Auftrennung entsprechend der
Masse erfolgte. 10%ige  Trenngele bestanden aus einer 30%igen
Acrylamidstammlésung mit 0,8% quervernetzendem Bisacrylamid, Trenngelpuffer
(1,5 M Tris-HCI, pH 9.0, 0,4% TEMED, 0,4% SDS) und H20. Das 3,9%ige
Sammelgel setzte sich aus einer 30%igen Acrylamidstammlésung mit 0,8%
quervernetzendem Bisacrylamid und Sammelgelpuffer (140 mM Tris-HCI, pH 6.8,
0,11% TEMED, 0,11% SDS) zusammen. Die Polymerisation wurde durch Zugabe
des Radikalstarters Ammoniumperoxodisulfat (10% w/v APS) erreicht. Die Gele
wurden zwischen zwei Glasplatten gegossen, die durch Abstandhalter getrennt
waren, und das Trenngel Uberschichtete man bis zur vollstandigen Polymerisation
mit 70% EtOH, um eine gleichmalige Grenze zwischen Trenn- und Sammelgel zu
bekommen. Das 70% EtOH wurde entfernt, das Sammelgel gegossen und ein Kamm
blasenfrei eingesetzt. Nach der Polymerisation wurden die Gele in die beiden mit 1x
SDS-PAGE-Puffer (25 mM Tris-HCI pH 6.8, 50 mM Glycin, 0,1% SDS) geflllten
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Puffertanks der Gelapparatur (BioRad) gesetzt und die denaturierten Proteine in die
Taschen geflillt. Die Proteingele wurden unter konstantem Stromfluss (30-45 mA)

angeschlossen.

3.2.6. Western-Blot

Mit Hilfe eines elektrischen Feldes werden im Western-Blot Proteine aus einer
Gelmatrix auf eine Nitrozellulosemembran dbertragen, auf der man die
immobilisierten Proteine durch Bindung spezifischer Antikdrper und geeigneter

Detektionssysteme sichtbar machen kann.

3.2.6.1. Transfer von Proteinen auf eine Nitrozellulosemembran

Eine Nass-Elektroblotkammer (BioRad) wurde mit Blotting Puffer (pH 8.2; 39 mM
Glycin, 48 mM Tris-HCI, 0,037% SDS, 20% Methanol (frisch zugegeben)) geflllt. Das
Gel wurde der Lauf-Apparatur entnommen, man entfernte die beiden Glasplatten und
legte das Gel auf mehrere zugeschnittene, in Blotting-Puffer getrankte
Whatmanpapierstreifen. Auf das Gel wurde eine Nitrozellulosemembran luftblasenfrei
gelegt, gefolgt von mehreren Lagen feuchten Whatmanpapiers. Dieser Stapel wurde
mit einem Saugschwamm und einem Kunststoffgehduse umgeben in die Blotting-
Kammer eingesetzt. Der Proteintransfer erfolgte unter konstantem Stromfluss, bei
200 mA far 45-120 Minuten.
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3.2.6.2. Inmundetektion von Proteinen

Zunachst wurden unspezifische Bindungsstellen, die ein storendes Hintergrundsignal
verursacht hatten, durch Inkubation mit dem Blockierungs-Reagenz (5% Milchpulver
in 1x TBST (50 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 0,1% Tween)) auf einem Schwenker flir
mindestens 1 h abgedeckt. Das Blockierungs-Reagenz wurde verworfen, der primare
Antikdrper, geldst in Blockierungs-Reagenz, zugegeben und fur 2-3 h
(Raumtemperatur) oder Uber Nacht (4°C) inkubiert. Daraufhin wurde die Membran 3x
fur jeweils 10 Minuten mit 1x TBST unter Schwenken gewaschen, um Uberschissige,
nicht gebundene Antikdrper zu entfernen. AnschlieRend erfolgte die Inkubation der
Membran mit einem zweiten Antikorper, gelést in 1x TBS fur 45 Minuten bei
Raumtemperatur. Die Membran wurde wie zuvor gewaschen und einer ECL
(Enhanced Chemoluminiscence)-Reaktion unterworfen.

Die ECL-L6sungen enthalten Luminol, welches ein Substrat fir die, an den zweiten
Antikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase ist und nach Oxidation in einen
angeregten Zustand Ubergeht und Licht emittiert.

Es wurden jeweils 2 ml der beiden ECL-L6sungen in ein ebenes Gefal} gegeben und
die Membran wurde fur 1 Minute unter Schwenken inkubiert. Danach wurde die
Membran getrocknet, in eine ECL-Detektionskassette zwischen zwei durchsichtige
Folien gelegt und die nun sichtbaren Banden durch Auflegen eines Rontgenfilmes

dokumentiert.

3.2.7. Herstellung von Kern-Protein-Extrakten

Die Herstellung der Proteinextrakte fand bei 4°C statt. Flir die Praparation von
Kernextrakten im MinimaRstab wurden 1x 10’ Zellen bei 1000 rom, 5 Minuten
abzentrifugiert, mit 10 ml PBS gewaschen, in 1 ml PBS aufgenommen und in
Mikroreaktionsgefalte uberfuhrt. Nach 30 Sekunden Zentrifugation bei 5000 rpm
wurde das Pellet vorsichtig in 500 ul Puffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KClI,
0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 0,5 mM Pefablock) resuspendiert und 15 Minuten auf Eis
inkubiert. Mehrmaliges Aufziehen der Suspension in einer gekuhlten 26G Nadel
sollte die Zellmembranen der geschwollenen Zellen aufbrechen, wobei die Zellkerne
groéftenteils intakt blieben. Diese trennte man durch Zentrifugation (5 Minuten, 5500

rom, 4°C) vom zytoplasmatischen Uberstand. Nach zweimaligem Waschen der
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Zellkerne mit Puffer A wurden diese in 50 ul Puffer C (20 mM HEPES pH 7.9, 0,4 M
NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM Pefablock) resuspendiert und die
salzl6slichen Kernproteine durch 15-minutiges kraftiges Schutteln bei 4°C extrahiert.
Hochmolekulare Bestandteile wurden 5 min bei 14000 rpm abzentrifugiert, bevor der
proteinhaltige Uberstand in flissigem Stickstoff eingefroren wurde. 5 pl des

Uberstandes verwendete man zur Proteinbestimmung.

3.2.8. DNA-Protein-Bindungsassay

3.2.8.1. Radioaktive Markierung einer DNA-Sonde

Das Klenow-Fragment der E.coli DNA-Polymerase | kann 3° Enden von DNA-
Fragmenten auffiillen, indem es die 5° Uberhénge als Matrize nutzt.

Der Reaktionsansatz wird 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, Gber eine G-25
Sephadex-Saule gereinigt, und die Aktivitdt der markierten Probe im

Szintillationszahler bestimmt.

3.2.8.2. ..Elektrophoretic Mobility Shift Assay“ (EMSA)

Die sequenzspezifische Bindung von Proteinen an doppelstrangige DNA kann
ermittelt werden, indem man Proteine mit radioaktiv markierten DNA-
Sequenzmotiven inkubiert und die entstehenden Komplexe in einem nativen
Polyacrylamidgel auftrennt. DNA-Fragmente, an die ein Protein gebunden ist,
wandern im Gel langsamer und kénnen dadurch von ungebundener DNA getrennt
werden. Synthetische Kompetitoren wie Poly dI/dC oder Poly dG/dC verhindern eine
unspezifische DNA-Bindung durch Proteine an die Bindeprobe, indem sie als 2000-
10000 facher Uberschuss (der Bindeprobe) dem Versuchsansatz hinzugefiigt
werden. Der Nachweis einer spezifischen DNA-Protein-Wechselwirkung erfolgt durch
Kompetiton mit einem Uberschuss des entsprechenden nichtmarkierten
Oligonukleotides.

Zu 5 ug Kernextrakt, auf 12 ul eingestellt, wurden 6 pl Puffermix (1x Poly dI/dC, 1x
BSA, 5x Bindungspuffer (60 mM HEPES pH 7.9, 3 mM EDTA, 150 mM KCI, 12%
Ficoll) hinzugegeben, 5 Minuten auf Eis inkubiert und mit 2 pl radioaktiv markierter

DNA-Probe (60000 cpm) gemischt. Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur
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wurden die Ansatze parallel zu einem Farbmarker (5% Ficoll in 1x Bindungspuffer)
auf ein 5%iges Polyacrylamidgel (5% Polyacrylamid, 7 pl/ml 10% APS, 0,7 ul/ml
TEMED, 0,5x TBE), das circa 2 h vorgelaufen war, aufgetragen. Der Lauf erfolgte bei
180 Volt fur circa 2,5 h in 0,4%igem TBE. Das Gel wurde auf Whatman Papier bei
80°C auf dem Geltrockner getrocknet (circa 50 Minuten). Die Exposition mit

Verstarkerfolien erfolgte meist fur 1-3 Tage bei —70°C.

3.2.9. Praparation der Zell-Lysate.

Die zu untersuchenden Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen und in 200-300 ul
Lyse-Puffer (50 mM Tris pH 7.4, 500 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0,5% DOC, 0,1%
SDS, 10 mM MgCl,, 10 pg/ml Leupeptin, 10 ug/ml Aprotinin, 25 ug/ml Pefablock)
aufgenommen. Wenn es sich um adharente Zellen handelte, wurde ein Zellschaber
zum Lésen der Zellen von der Platte verwendet. Nach einer Inkubationszeit von circa
30 Minuten wurden die Lysate 10 Minuten zentrifugiert, daraufhin die

Proteinkonzentration bestimmt und auf circa 300—-500 pg/Probe eingestellt.

3.2.10. RNA-Isolierung und RNase Protection Assay

Diese Methode verwendet man, um die Regulation von Genen auf RNA-Ebene zu
untersuchen. A549-Zellen wurden ausgesat, mit FPV (MOI=1) infiziert und fur 24 h
inkubiert. Nach einem Waschschritt mit PBS wurden die Zellen mit TRIZOL-Reagenz
lysiert, um anschlieRend eine RNA-Isolierung durchzufihren. Diese wurde nach dem
mitgelieferten Protokoll durchgefuhrt. Kurz: Die Zellen wurden mit TRIZOL lysiert.
Das Lysat wurde in Eppendorf-Tubes Uberfuhrt. Mit einer 26G Kanule und einer 2 mli
Spritze wurde das Lysat mehrmals auf Eis auf- und abpipettiert, um die DNA auf dies
Weise zu scheren. Nach Zugabe von Chloroform (160 ul/ml Lysat) wurden die
Eppendorf-Gefalle 30 Sekunden gevortext und anschlielend 5 Minuten bei max.
Drehzahl in der gekuhlten Zentrifuge abzentrifugiert. Dabei bildeten sich 2 Phasen
aus, von denen die obere, wassrige Phase die RNA enthielt und in ein neues
Eppendorf-Gefaly tberfihrt wurde. Zu dieser wassrigen Phase wurde ein Volumen
eiskaltes 2-Propanol zum Ausfallen der RNA zugegeben, gefolgt von einer 1-
stindigen Inkubation bei —20°C. Die RNA wurde anschlielend durch Zentrifugation

fur 15 Minuten bei maximaler Drehzahl in der gekuhlten Zentrifuge pelletiert. Nach
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einem Waschschritt mit 70%igem Ethanol wurde das Pellet etwa 5 Minuten
getrocknet und in DEPC-behandeltem Wasser aufgeldst. Die Konzentration der RNA
wurde auf 2ug/pl eingestellt.

In dieser Arbeit wurde der RiboQuant-Kit der Firma BD-Bioscience verwendet. In
einem ersten Schritt wurden Primer-Templates mit einer T7-Polymerase-Bindestelle
mit einem Ribonukleotidtriphosphat-Mix, der **P-markiertes UTP enthalt, vermischt
und mit T7-Polymerase inkubiert. Dadurch wurden radioaktiv markierte ,anti-sense”
Oligonukleotide hergestellt, die komplementar zu Sequenzen der zu untersuchenden
Gene sind. Die markierten Oligos wurden mit der RNA aus den infizierten A549
Zellen vermischt, damit sich die komplementaren Strange aneinander lagern
konnten. Die dabei gebildete Doppelstrang-RNA wurde anschlielend mit RNase
verdaut, wodurch nur die Doppelstrange, die aufgrund der gebundenen Oligos eine
definierte Lange aufwiesen, ubrig blieben. Der verdaute Mix wurde anschlie3end auf
ein spezielles Acrylamidgel geladen und aufgetrennt. Im Anschluss daran wurde das
Gel getrocknet und mit einem Film exponiert. Nach verschiedenen Expositionslangen

(1-2 Tage) wurden die Filme entwickelt.
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4. Ergebnisse

4.1. Herstellung und Charakterisierung retroviral transduzierter

Zelllinien zur Untersuchung des NF-xkB-Signhalweges

Die Infektion von Zellen mit Influenza-A-Viren fuhrt zur Aktivierung einer Vielzahl
antiviraler Mechanismen wie z.B. der Expression antiviraler Zytokine (Julkunen |. et
al., 2001). Die Typ-I-Interferone o/ spielen in der Abwehr des Virus gewissermalien
die Hauptrolle. Sie wirken sowohl autokrin als auch parakrin und fuhren zur Induktion
eines antiviralen Zustandes in den Nachbarzellen (Haller O. et al., 1998). Der
Induktion der Zytokine geht eine Aktivierung von Transkriptionsfaktoren voraus. Die
Bindesequenzen fiur NF-kB sind in einer Vielzahl von Zytokinpromotorsequenzen
vorhanden (Karin M. und Delhase M., 2000; Pahl HL., 1999), wodurch NF-xB eine
besonders wichtige Rolle in der Virus-induzierten Zellantwort einnimmt. Die
Aktivierung von NF-«kB nach Influenza-A-Virus Infektion oder Expression einzelner
viraler Proteine ist umfangreich beschrieben worden (Pahl HL. und Baeuerle PA.,
1995; Bussfeld D. et al., 1997; Flory E. et al., 2000; Uetani K. et al., 2000). Offen
blieb bisher allerdings die Frage, welche Rolle von NF-xB in der Virusreplikation
spielt und welche Auswirkungen eine Beeinflussung des NF-kB-Signalweges auf die
Replikation hat.

Um diese Fragen zu beantworten, wurden humane Alveolarepithelzellen (A549),
Hundenierenzellen (MDCK) und Affennierenzellen (Vero) mit Retroviren stabil
transduziert. Mittels dieser Retroviren wurden ein Leervektor, eine konstitutiv aktive
Form der IkB-Kinase B (IKK-EE), eine dominant-negative Form der IKKp (IKK-KD)
und eine nicht-degradierbare Form der IxBa (IkB—a—mut), ein sogenannter Super-
Repressor, in die Zellen gebracht (Denk A. et al., 2001). Nach 2 Infektionsrunden
(siehe Methoden) wurden die Zellen im Verhaltnis 1:5 auf T-75 Flaschen ausgesat
und mit Zeozin (400ug/ml) fur ein bis zwei Wochen selektioniert. Da neben dem
jeweiligen Transgen auch das Gen fur das Grun-fluoreszierende Protein (Green
Fluorescence Protein, GFP) vom Virus in die Zellen eingebracht wurde, konnte in der
Durchflusszytometrie (Fluorescence Activated Cell Sorter, FACS) laufend Uberprift

werden, wie viele Zellen das jeweilige Konstrukt stabil exprimieren (Abbildung 5).
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Abb.5.: FACS-Analyse der stabil transduzierten A549- und MDCK Zelllinien.

MDCK- und A549-Zellen wurden in der Durchflusszytometrie untersucht. Aufgrund des
GFP-Genes im retroviralen Vektorkonstrukt lasst sich der Anteil transduzierter Zellen leicht
ermitteln. Wie man sieht, liegen nach der Zeozin-Selektion sehr homogene, transduzierte

Populationen vor.
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Als Test fur die Funktionalitat der Konstrukte wurden verschiedene Experimente
durchgefuihrt. Die A549 Zellen wurden mit TNF-o (20ng/ml) stimuliert, zu
verschiedenen Zeiten nach der Stimulation lysiert und schlief3lich im Western Blot
analysiert. Dabei wurde der induzierte Abbau von IkBa bestimmt. TNF-a-Stimulation
fuhrt zu einer sehr raschen Aktivierung des IKK-NF-kB-Signalweges. Die
Beeinflussungen des Signalweges durch die Expression der verschiedenen
Konstrukte sollte so, ebenfalls nach Stimulation, sichtbar werden. Wie man in der
Abbildung 6 erkennen kann, ist zum Zeitpunkt O min bei allen Linien eine bestimmte
Menge von IkB-a vorhanden. In der Spur der lkB-a-mut-Uberexprimierenden Zellen
ist eine massive Bande zu sehen, die etwas grofer als die Wildtyp-Bande ist und die
die nicht-degradierbare Form von |kB-a darstellt. Im Zeitverlauf (10 min, 30 min und
45 min) kann man die Degradierung, also den Abbau der Bande bei den Vektor-
Zellen und deren Abbau und Resynthese bei den IKK-EE-Zellen gut erkennen,
wahrend hingegen im Falle der IKK-KD-Zellen kaum ein Abbau erkennbar ist. In den
IxB-a-Zellen sient man das Verschwinden der Wildtyp-Bande, das nicht-
degradierbare IxB-a-mut-Protein bleibt jedoch unbeeinflusst.

Das Verhalten der einzelnen Linien spiegelt die Erwartungen weitestgehend wider.
Interessanterweise kommt es im Fall der |IKK-EE-Linie zu einer schnellen
Resynthese, was eher unerwartet ist, da man ein langer anhaltendes Signal erwarten
wurde. Dieser Effekt lasst sich allerdings leicht erklaren, wenn man bedenkt, dass

IxB-a selbst ein NF-xB-reguliertes Gen ist.

— — S - . ==

Vec IKK-EE IKK-KD IkB-o« Vec |KK-EE IKK-KD IkB-c« Vec IKK-EE IKK-KD IkB-cc Vec IKK-EE IKK-KD [kB-o
TNF-c(20ng/ml) o) 15° 30° 45

Abb.6.: TNF-a-induzierte IkB-a-Degradation in A549-Zelllinien.

A549-Zellen wurden mit 20ng/ml  TNF-o inkubiert und nach verschiedenen
Inkubationszeiten lysiert. 1kB-o. wird durch die TNF-a-induzierte Signalkaskade von IKK
phosphoryliert und degradiert. Je nach Beeinflussung des NF-xB-Signalweges kommt es
zu einem mehr (Vec und IKK-EE) oder weniger (IKK-KD und IkB-a) starken Abbau und
einer Resynthese von |kB-a.
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Die MDCK-Linien wurden mittels eines Luziferase-Reporter-Assays auf ihre korrekte
Funktion hin Uberprift. Zu diesem Zweck wurde ein Plasmid, das drei Kopien einer
NF-kB-Bindesequenz in der Promotorregion besitzt, verwandt (Flory E. et al., J2000).
Hinter dem Promotorbereich sitzt der Leserahmen fir das Luziferase-Reportergen.
Die Luziferase ist ein Enzym, welches Luziferin enzymatisch spaltet und aktiviert.
Diese Aktivierung ist eine messbare luminometrische Reaktion, die die Menge an
gebildetem Enzym und somit die Promotoraktivitdt wiederspiegelt. Wird nun in
diesem Fall der IKK-NF-kB-Signalweg durch einen Stimulus aktiviert, fuhrt dies zur

Bildung von Luziferase.

Wie man in Abbildung 7 erkennen kann, wird die Grundmenge an Luziferase in
diesen Zellen vom Transgen bereits unterschiedlich reguliert. Poly(l)-Poly(C), eine
synthetische doppelstrangige Ribonukleinsaure (dsRNA), wurde als Analogon fir
replizierende virale RNA verwandt. Dabei sieht man eine starke Aktivierung von NF-
kB in den Vektor- und IKK-EE-Zellen, wahrend die IKK-KD-Zellen weitaus weniger
Aktivierung zeigen. In den IkB-a-Zellen ist, wie erwartet, die geringste Aktivierung zu
beobachten. Um der fur diese Arbeit relevanten Situation etwas naher zu kommen,
wurden die Zellen auch mit Influenza-A-Virus (FPV) infiziert. Bei einer Virusinfektion
wird die dsRNA durch das NS1-Protein komplexiert und bleibt der Zelle dadurch
weitestgehend verborgen (Wang X. et al., 2001). Dartber hinaus fuhren jedoch auch
die neu gebildeten viralen Proteine, wie das Nukleoprotein, das Matrixprotein oder
das Haemagglutinin, zur Aktivierung von IKK und NF-xB (Flory E. et al., 2001). Im
Fall der Infektion kann man ebenfalls eine mehr oder weniger starke Stimulation des
NF-kB-Promotors, je nach Wirkung des Transgens in den Linien sehen (Abbildung
7). Diese fallt allerdings aus genannten Grunden etwas geringer aus als bei der
dsRNA.

Ein weitaus aussagekraftigerer Test der Zelllinien im Kontext einer Influenza-Infektion
ist der Einfluss der Konstrukte auf den Promotor eines Virus-induzierten Enzyms,
IFN-B. Zu diesem Zweck wurden die MDCK-Linien mit einem Luziferase-
Reportergenkonstrukt, das die IFNB-Promotorsequenz vor dem Luziferase-Gen
enthalt, transfiziert und infiziert oder stimuliert. Die resultierende Rezeptorgenaktivitat
war wiederum wie erwartet. Die dsRNA fuhrt zu einer Stimulation, wahrend diesmal

die Virusinfektion eine starkere Aktivierung zur Folge hat (Abbildung 7).
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Abb.7.: Luziferase-Reporter-Assay in MDCK-Zelllinien.

Transduzierte MDCK-Linien wurden entweder mit einem 3x-NF-xB-Promotor-Plasmid
oder einem IFNB-Promotor—Plasmid transfiziert und stimuliert. Im Luziferase-Assay zeigt
sich in beiden Fallen eine Aktivierung des jeweiligen Reporters. Je nach Linie ist die
Antwort auf dsRNA und Virusinfektion verschieden stark. Wahrend Vector und IKK-EE
eine gute Aktivierbarkeit von NF-kB zeigen, kommt es bei IKK-KD und |«B-a zu einer
sehr geringen Expression des Reporters.

Die Erklarung daflur durfte in der Ko-Aktivierung anderer Transkriptionsfaktoren wie
AP-1 und IRF-3 liegen, die ebenfalls in der Promotorregion binden und auch fir die

Aktivierung des Promotor bendétigt werden und den Effekt verstarken.

4.2. Replikation von Influenza-A-Viren in den verschiedenen Linien

Um nun den Einfluss von NF-xB auf die Influenza-Replikation zu untersuchen,
wurden die verschiedenen Linien mit FPV infiziert und die Titer der neu gebildeten
Viren bestimmt. Wenn man sich, wie eingangs beschrieben, die verschiedenen
Funktionen von NF-xB vor Augen halt, wirde man erwarten, dass im Falle der IKK-
EE-Zellen ein geringerer Virustiter zu erwarten ist, da es in diesen Zellen zu einer
starkeren antiviralen Antwort kommen sollte. In den IKK-KD- und den lkB-a-Zellen ist
durch eine verminderte antivirale Antwort der Zellen mit einem hoheren Virustiter zu
rechnen. Wie man nun in Abbildung 8 sieht, ist das genaue Gegenteil der Fall. Das
Virus kann am besten replizieren, wenn der NF-«B-Signalweg verstarkt aktiviert ist,

wahrend bei einer Unterbrechung des Signalweges negative Auswirkungen auf die
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Vermehrung auftreten. Dieser Effekt ist am starksten in den humanen A549-
Lungenepithelzelllinien ausgepragt (Abbildung 8a), die auch in vivo im Menschen das
erste Ziel einer Influenzavirus-Infektion sind. Diese Zellen besitzen ein intaktes
Interferonsystem und antworten mit allen klassischen antiviralen Mechanismen auf
die Infektion (Ronni T. et al., 1997).
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Abb.8.: Replikation von FPV in A549-, MDCK- und Vero-Zelllinien.

(a) A549 Zellen wurden mit FPV (MOI=1) flir 9 h (schwarz) oder 24 h (grau) infiziert.
Virustiter in den Uberstdnden wurden mittels Plaque-Titration bestimmt. Die ,plaque
forming units® (pfu/ml) sind logarithmisch dargestellt. (b) MDCK- und Vero-Zellen wurden
mit FPV (MOI=1) infiziert. 24 h nach Infektion wurden die Uberstdnde abgenommen und
die Titer bestimmt. Die Titer sind als %-Replikation angegeben, wobei der Titer der
Vektorzellen als 100%-Basis verwandt wurde.

In den MDCK-Linien (Abbildung 8b) ist das Bild vergleichbar mit den A549 Zellen,
allerdings sind die Titerunterschiede nicht so gro3. Die Vero-Zellen wurden in die
Untersuchungen mit einbezogen, da sie die Entkoppelung des NF-xB-Effektes von
der Typ-l-Interferon-Antwort ermdglichen. Vero-Zellen besitzen kein Typ-I-
Interferonsystem, da sie eine Deletion im Interferon-Gen besitzen (Diaz MO. et al.,
1988). Interessanterweise unterscheidet sich das Replikationsverhalten in An- und
Abwesenheit von Typ-I-Interferonen nicht, was den Schluss zulasst, dass der
Einfluss des IKK-NF-kB-Signalweges unabhangig von der Typ-I-Interferon-Antwort
ist. Dieser Befund ist Uberraschend und steht im Gegensatz zur bisherigen Meinung,
dass NF-kB antivirale Zytokine reguliert, wobei Interferone o/f eine Schllsselrolle
besitzen (Ronni T. et al., 1997; Wang X. et al., 2000).
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In der Folge wurde auch noch ein maoglicher Einfluss von Tumor Nekrose Faktor a
(TNF-a), einem zweiten wichtigen antiviralen Zytokin untersucht. Allerdings ergaben
ELISA-Assays, dass die Menge an virusinduziertem TNF-a in allen Linien unter der
Nachweisgrenze lagen und dies somit wohl keine Erklarung fur die beobachteten
Effekte sein durfte.

Wie soll man sich nun die Rolle von NF-xB im Kontext einer Influenza-A-
Virusinfektion erklaren? Die naheliegendste Vermutung, dass der Effekt durch eine
unterschiedliche Expression antiviraler Zytokine wie IFNa/p oder TNF-o zu erklaren
sei, erwies sich als nicht zutreffend. Eine weitere Mdoglichkeit ist nun, das die
Funktion von NF-kB als Regulator der Apoptose eine Rolle spielt. Viele Arbeiten
beschaftigten sich mit Influenza- induzierter Apoptose in verschiedenen Zelltypen wie
Neuronen (Mori |. et al., 2002), Epithelzellen (Mohsin MA. et al., 2002; Lin C. et al.,
2001), Lymphozyten (Nichols JE. et al., 2001; Tumpey TM et al., 2000) und
Monozyten/Makrophagen (Lehmann C. et al., 1996).

4.3. Influenza-A-Viren-induziert Apoptose in verschiedenen

Zelllinien unabhangig von Typ-l-Interferonen

Die Annexin-V-Farbung wurde in dieser Arbeit als erste Nachweismethode der
Apoptoseinduktion nach Influenzainfektion ausgewahlt. Dabei wird ein sehr frihes
Charakteristikum der Apoptose nachgewiesen, namlich das Erscheinen von
Phosphatidylserin an der Zelloberflache (Schlegel RA. und Williamson P., 2001). In
Abbildung 9 sieht man eine Infektionskinetik von A549, MDCK und Vero-Zellen, die
mit Influenza-A-Virus (FPV und PRS8) infiziert wurden und nach den angegeben
Zeiten ,post infectionem” auf dieses frUhe Apoptoseanzeichen hin Uberprift wurden.
Wie man gut erkennen kann, verlauft die Zunahme an apoptotischen Zellen in allen
Zelltypen gleichmafig und in einem vergleichbaren Umfang. Im Zusammenhang mit
der Influenza-induzierten Apoptose wurde auch die Rolle von Typ-I-Interferonen als
Verstarker des apoptotischen Zelltodes beschrieben (Balachandran S. et al., 2000).
Wie die Untersuchungen mit Vero-Zellen in der Folge ergaben, ist auch hier kein

prominenter Effekt von IFN o/f nachweisbar (Abbildung 9).
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Abb.9.: FPV induziert Apoptose in verschiedenen Wirtszellen unabhéangig von Typ-I-
Interferon.

(a) A549-, MDCK-, und Vero-Zellen wurden mit FPV (MOI=3) infiziert. Zu den
angegebenen Zeitpunkten wurden die Zellen abgeldost und mit Annexin-V-Alexa 568
gefarbt und im FACS ausgewertet. (b) Parallel dazu wurden Zellen nach 24 h lysiert und im
Western Blot analysiert. PARP-Spaltung dient als Marker flir Kaspase-abhangige Apoptose
in den Zellen.

Die Annexin-V-Nachweismethode fur Apoptose ist zwar anerkannt, allerdings kann
man falsch-positive Ergebnisse nicht ausschliefen. Im Fall einer Virusinfektion
konnten die Zellen auch nur aufbrechen, ohne geordnet in die Apoptose einzutreten.
Dabei wirde der Farbstoff in die Zelle aufgenommen werden und kénnte dort an die

Phospahtidyserin-Reste binden und ein Signal geben. Um nun diesen Fall
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ausschlieBen zu kénnen, wurden A549-, MDCK- und Vero-Zellen mit Virus oder
mock infiziert und nach 24 h lysiert. Im Western Blot wurde die Spaltung von Poly
(ADP Ribose) Polymerase (PARP) untersucht. PARP ist ein Substrat fur
verschiedene Kaspasen, wie Kaspase 3, 7 und 8 (Germain et al., 1999; Benchoua et
al., 2002). PARP wird in der frihen Phase der Apoptose gespalten und ist ein
Zeichen flur Apoptose, da diese Spaltung einen point of no return darstellt. Wie man
in Abbildung 9b sehen kann, wird PARP in allen drei Zelllinien nach Virusinfektion
gespalten, wahrend die Inkubation der Zellen mit inaktiviertem Virus keinen Effekt
zeigt.

In einem nachsten Schritt war es nun interessant, welcher der beiden Gegenspieler,
Virus oder Wirtszelle den Vorteil aus der Apoptoseinduktion zieht. Mit anderen
Worten: Nutzt die Apoptose der Zelle bei ihrem Kampf gegen das Pathogen oder

benutzt das Virus diesen Mechanismus fur die eigene Vermehrung ?

4.4. Inhibition von Kaspase-3 fuhrt zu geringeren Virustitern

Es gibt eine Reihe von Kaspaseinhibitoren auf Peptidbasis, die mehr oder weniger
spezifisch eine Reihe von Kaspasen hemmen. Der Inhibitor Z-DEVD-FMK ist als
Inhibitor der Kaspase-3 beschrieben. Im folgenden Experiment wurden verschiedene
Verdinnungen des Kaspase-3-Inhibitors angesetzt und nach der Infektion der Zellen
mit FPV dem Medium zugegeben. Im Western Blot wurde die Spaltung von PARP als
Mal fur den Grad der Kaspaseinhibition untersucht. Wie man in Abbildung 11 sehen
kann, nimmt die Menge an gespaltenem PARP mit steigender Konzentration des
Inhibitors ab. Im gleichen Umfang nimmt Uberraschenderweise auch die
Virusreplikation ab (Abbildung 10).
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Abb.10.: Kaspase-3-Inhibitor-abhangiger Riickgang der Influenzareplikation.
MDCK-Zellen wurden mit FPV (MOI=1) infiziert. Das Infektionsmedium wurde mit
verschiedenen  Konzentrationen vom  Kaspase-3-Inhibitor Z-DEVD-FMK  (uM)
supplementiert. 24 h p.i. wurden die Uberstéande gesammelt und Plaque-titriert.

Dies ist ein guter Hinweis auf eine mdgliche Funktion der Apoptose fir effektive
Replikation von Influenza-A-Viren. Die Frage stellt sich nun, ob eine Beeinflussung
der viralen Proteinsynthese fur diese Abnahme des Virustiters verantwortlich sein
konnte. Es stellte sich im Laufe der Experimente jedoch heraus, dass im Western
Blot keine Abnahme von frihen Proteinen wie dem NP-Protein oder dem NS1-
Protein und dem spaten Protein M1 zu sehen war (Abbildung 11).
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Abb.11.: Kaspase-3-Inhibitor-bedingter Riickgang der PARP-Spaltung.

MDCK-Zellen wurden mit FPV (MOI=1) oder mock infiziert. Dem Infektionsmedium wurden
verschiedene Konzentrationen von Kaspase-3-Inhibitor oder DMSO (Ldsungsmittelkontrolle)
zugesetzt. 24 h p.i. wurden die Zellen lysiert. Im Western Blot wurde die Spaltung von PARP
und die Proteinmengen von NP, NS1 und M1 ermittelt.

4.5. Die Verwendungq eines Breitband-Kaspaseinhibitors (Z-VAD-
FMK) zeigt im Vergleich zu Z-DEVD-FMK keine verstarkte

Inhibition der Virusvermehrunq

In einem weiteren Experiment sollte nun getestet werden, ob der Inhibitor Z-VAD-
FMK, welcher gleichzeitig mehrere Kaspasen hemmt, im Vergleich zum Kaspase-3-
Inhibitor einen starkeren Effekt auf die Replikationsinhibition zeigt, als der spezifische
Kaspase-3-Inhibitor. Dies konnte dann als eine direkte Beteiligung mehrerer
Kaspasen an diesem Effekt gedeutet werden. Der Abbildung 12 kann man

entnehmen, dass es zu keiner Verstarkung der Kaspase-abhangigen Effekte durch
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die Verwendung eines Breitbandinhibitors kommt, sondern, dass die Inhibition der
Replikation im Bereich der Effekte aus dem Kaspase-3-Inhibitor Experiment liegt.
Wie auch aus Abbildung 9 (Annexin-V) ersichtlich, ist dieser Kaspase-vermittelte
Effekt unabhangig von etwaigen Einflussen des Typ-I-Interferon-Systems. Vero-
Zellen zeigen dieselben Effekte wie die Interferon-kompetenten A549-Zellen, was

eine IFN-Beteiligung hier wiederum weitestgehend ausschliel3t.
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Abb.12.: Breitband- und Kaspase-3-spezifischer Inhibitor zeigen vergleichbare Effekte.
Vero- und A549-Zellen wurden mit FPV (MOI=1) infiziert. Zum Infektionsmedium wurden
verschiedene Konzentrationen Kaspase-3-Inhibitor (Z-DEVD), Breitband-Kaspaseinhibitor
(Z-VAD) oder inaktives Kontrollpeptid (Z-FA) zugegeben. 24 h p.i. wurde die Uberstande
gesammelt und titriert.

Weiterhin war es interessant zu untersuchen, ob die Wirkung der Inhibitoren auf die
Kaspasen wirklich der entscheidende Mechanismus hinter dem Effekt auf die
Replikation ist oder ob sie mdglicherweise andere Wege beeinflusst, die solche
Effekte auslosen. Um diese Frage besser adressieren zu kdnnen, sollten pro- und

antiapoptotische Proteine in MDCK-Zellen Uberexprimiert werden.
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4.6. EinfluB von pro- und antiapoptotischen Proteinen auf die FPV

Replikation

In einer friheren Arbeit von Hinshaw et al. (1994) konnte bereits gezeigt werden,
dass die Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 zur Unterdriickung der
Apoptose fuhrt. In dieser Arbeit wurden jedoch keine naheren Angaben zu den
Effekten auf die Replikation gemacht. Diese Arbeit sollte als Vorlage dienen, den
Effekt des antiapototischen Proteins XIAP in diesem Zusammenhang naher zu
untersuchen. XIAP ist ein direkter Inhibitor der Kaspasen 3, 7 und 9 (Deveraux QL. et
al., 1999; Deveraux QL. et al., 1997). Zudem hat XIAP den Vorteil gegenuber den
synthetischen Kaspaseinhibitoren, dass es ausschlieRlich und spezifisch die
angegebenen Kaspasen hemmt (Deveraux et al., 1999).

Im Gegenzug sollte auch der Effekt einer erhdhten Apoptoserate auf die Replikation
untersucht werden. Mit Hilfe eines Plasmids, das fur Prokaspase-3 kodiert (Tewari M.
et al., 1995), wurde eine erhdhte Grundexpression von Kaspase-3 in den Zellen
erreicht. Sollte nun die Hypothese stimmen, dass Kaspase-vermittelte Apoptose
benefitar fur die Virusreplikation ist, dann wirde man einen Anstieg der Virustiter in
diesen Zellen erwarten.

In Abbildung 13 kann man im Western Blot eine erhéhte Rate an PARP-Spaltung in
den Prokaspase-3 transfizierten Zellen erkennen, welches auf die Funktionalitat des
Proteins und eine erhdhte Apoptoserate schlief3en Iasst. Nach Infektion mit Influenza-
A-Virus kann man die verstarkte Kaspaseaktivitdt anhand der PARP-Spaltung in
Prokaspase-3-transfizierten Zellen sehen, wahrend die Uberexpression von XIAP
eine reduzierte PARP-Spaltung im Vergleich zu den Vektor-transfizierten Zellen zur

Folge hat.
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Abb.13.: Uberexpression von XIAP und Prokaspase-3.
MDCK-Zellen wurden mit Plasmiden, die fiir XIAP oder Prokaspase-3 kodieren, transfiziert,
Uber Nacht inkubiert und FPV (MOI=1) oder mock infiziert. 24 h p.i. wurde die Zellen lysiert
und die PARP-Spaltung im Western Blot untersucht.
Die Uberstande wurden Plaque titiriert.

Abnahme der Bandenstarke der jeweiligen PARP-Spaltbande.

4.Ergebnisse

Eine densitometrische Analyse des Autoradiogramms anhand der Bandenintensitat
ergab eine errechnete Zu-/Abnahme der PARP-Spaltbande von 70% bzw. 100%, wie
in Abbildung 14a aufgeflihrt ist. In Abbildung 14b wurde die Virusvermehrung in
diesen transfizierten Zellen graphisch dargestellt. Wie man erkennen kann, entspricht

der Anstieg beziehungsweise die Abnahme des Virustiters im Verhaltnis zur Zu-/
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Abb.14.: Wirkung von XIAP und Prokaspase-3.

(a) Densitometrische Auswertung der PARP-Spaltbanden aus Abb.13. Die relative
Bandenstarke wurde auf den Vektorwert (100) berechnet. (b) Virusreplikation in den XIAP-
und Prokaspase-3-transfizierten MDCK-Zellen.

Die Ergebnisse unterstreichen somit die Inhibitordaten, die besagen, dass die
Inhibition der Apoptose eine Reduktion der neugebildeten Viruspartikel zur Folge hat
und umgekehrt, dass vermehrte Apoptose zugleich eine hohere Zahl an neuen
Virionen bedeutet. Daruberhinaus engt sich der ,Kreis der Verdachtigen“ auf die
Kaspasen 3, 7 und 9 ein, die von XIAP inhibiert werden, wobei Kaspase-3 im
Blickpunkt steht, da sich bei deren Uberexpression ein verstarkender Effekt auf die
Replikation ergibt und Kaspase-3 in der Lage ist Kaspase-9 zu aktivieren, die
wiederum erst nach eigener Aktivierung Kaspase-7 anschaltet (Faleiro L. et al., 2000;
Slee EA. et al., 2001).

Um die Frage zu beantworten, welcher Kaspase nun die Schlusselrolle fur die
beobachteten Effekte zukommt, besteht Bedarf an einem Kaspase-3-defizienten

Zellsystem.
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4.7. Komplementation von MCF-7-Zellen mit Prokaspase-3 fiihrt zu

einem massiven Virustiteranstieq

Fir die humane Brustkrebs-Zelllinie MCF-7 wurde gezeigt, dass sie aufgrund einer
Deletion im Kaspase-3-Gen keine funktionelle Kaspase-3 besitzt (Kurokawa H. et al.,
1999). Diese Zellen stellen fur die Fragestellung der Rolle der Kaspase-3 ein ideales
Werkzeug dar. Sollte die Kaspase-3 wirklich eine Schllsselrolle in der Influenza-A-
Virus Replikation einnehmen, so sollte die Virusvermehrung in diesen Zellen
schlechte Ergebnisse liefern, wahrend im Falle einer Komplementation des Defektes
durch Transfektion der Zellen mit dem Prokaspase-3-Plasmid eine Erhdéhung der
Virustiter zu erwarten ware.

Abbildung 15 zeigt einen Western Blot, bei dem Lysate aus Vektor und Prokaspase-
3-transfizierten Zellen vor und nach Infektion mit FPV aufgetragen wurden. Wie man
erkennen kann, wird PARP nur in Anwesenheit von Kaspase-3 gespalten, was die
funktionelle Expression des Proteins in diesen Zellen und somit die Kompensierung

des Defektes zeigt.

PARP

100 1
—— ungespalten

10 1

10° pfu/ml

o | gespalten

Velkitor Kaspase-3
24h p.i. FPV

MCF-7 Vekior WKaspase-3
24h p.i. FPV

Abb.15.: Kompensation der Kaspase-3-Defizienz in MCF-7-Zellen.

MCF-7-Zellen wurden mit einem Kontrollplasmid oder einem Prokaspase-3-Plasmid
transfiziert und am nachsten Tag mit FPV (MOI=1) infiziert. 24 h p.i. wurden die Uberstéande
abgenommen und Plaque titriert, sowie die Zellen lysiert. Spaltung von PARP wurde im
Western Blot als Marker flir Kaspaseaktivitat verwandt.
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Die Auswertung der Titer nach Infektion dieser MCF-7 +/- Kaspase-3 Zellen
bestatigte die Vermutung einer entscheidenden Rolle von Kaspase-3 fur die
effiziente Influenza-A-Virusreplikation. Wie in Abbildung 15 zu sehen ist, steigt die
Replikation in Anwesenheit von Kaspase-3 um ein 30-faches im Vergleich zu den
Vektor-transfizierten Zellen an. Dies ist ein signifikantes Ergebnis, das zugleich eine
weitgehende Eingrenzung auf Kaspase-3-vermittelte Effekte zulasst.

Um die bisher erhobenen Daten zusammenzufassen, scheint die Kaspase-3-
vermittelte Apoptose eine provirale Wirkung zu haben und somit vom Virus gewollt zu
sein, beziehungsweise sogar aktiv ausgelost zu werden. Es bleibt zu klaren, in

welchem Schritt des Replikationszyklus Apoptose nun positiv eingreift ?

4.8. Aktive Kaspase-3 spielt in der spaten Phase der Replikation

eine wichtige Rolle

Die Frage, die sich nun aufdrangte, war, ob ein friher Kaspase-vermittelter Effekt
oder eine spate Aktivierung von Kaspasen zur Unterstitzung der Virusfreisetzung fur
das bisher dargestellte Bild verantwortlich sind. Um diese Frage zu klaren, wurden
MDCK-Zellen mit FPV infiziert und Kaspase-3-Inhibitor flr verschiedene Zeitintervalle
dem Medium zugegeben. Nach 24 h wurden die Virustiter bestimmt. Diese
Experimente ergaben, dass eine Inhibiton der Kaspase-3 speziell in der spateren
Phase des Infektionszykluses starke Auswirkungen auf die Replikation zu haben
scheint (Abbildung 16).

1000 T Abb.16.: Zeitabhangiger
Einfluss der Kaspase-3-
Aktivitat auf die FPV-
Replikation.
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Ein in der spaten Phase des Replikationszyklus wichtiges Ereignis ist der Export des
viralen Ribonukleoprotein-Komplexes aus dem Zellkern, an die Zellmembran um dort
in die sich formenden Virionen verpackt zu werden. Es liegt nahe, dass
moglicherweise ein Schritt auf dem Weg der RNPs vom Kern zur Zellmembran

Kaspase-3-abhangig sein durfte.

4.9. Kein Ribonukleoprotein- (RNP) Export ohne aktive Kaspase-3

Der Export des RNP-Komplexes aus dem Zellkern ist ein wichtiger Schritt auf dem
Weg zu funktionellen, infektiosen Virionen. Der aktive Export der RNPs benutzt die
Kerntransportmaschinerie. Dabei vermittelt das NS2/NEP den aktiven Export.
Kurzlich wurde auch eine Beteiligung des Raf/Mek/Erk-Signalweges am RNP-Export
beschrieben. Dabei wurde gezeigt, dass Inhibition von MEK mittels eines
spezifischen Inhibitors den RNP-Export aus dem Kern verhindert (Pleschka S. et al.,
2001). Der Einfluss von Kaspasen in diesem Zusammenhang wurde bisher jedoch
noch nicht untersucht. Man weil3 allerdings, dass das Nukleoprotein humaner
Influenza-A-Viren am aminoterminalen Ende eine Spaltstelle fur Kaspase-3 enthalt.
Das gespaltene NP wurde allerdings nicht im reifen Viruspartikel gefunden, was den
Schluss eines antiviralen Mechanismus nahe legt (Zhirnov O. et al., 1999).

Zur Klarung der Rolle von Kaspase-3-vermittelten Effekten wurden MDCK-Zellen mit
FPV infiziert und mit Kaspase-3-Inhibitor im Medium inkubiert. Nach 5 h wurde
mittels Immunfarbung gegen den RNP-Komplexbestandteil, das virale Nukleoprotein,
die Verteilung der RNPs innerhalb der Zelle untersucht. Uberraschenderweise
verhielt sich die RNP-Verteilung bei Kaspase-3-Inhibitor-behandelten und MEK-
Inhibitor-behandelten Zellen gleich, das heifl3t, der RNPs lag pradominant im Zellkern
vor, wahrend in DMSO- oder Kontrollpeptid-behandelten Zellen ein normaler
Kernexport und eine zytoplasmatische Verteilung des NP-Proteins zu sehen war
(Abbildung 17).

In einer kurzlich veroffentlichten Arbeit von Faleiro et al. (2000) wurde diesbezlglich
eine interessante Hypothese aufgestellt: Die Kaspasen 3 und 9 werden aktiviert,
spalten und aktivieren sich gegenseitig weiter, so dass letztendlich Substrate aus
dem Kernporenkomplex von den Kaspasen gespalten und dadurch abgebaut

werden. Dies fuhrt laut Faleiro et al. (2000) zu einer Vergrof3erung der Kernporen
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und erlaubt freie Diffusion grolRerer Moleklle, welche ansonsten nur Uber aktiven
Transport aus dem Zellkern gelangen. Dies wurde bedeuten, dass die RNP-
Komplexe frei aus dem Kern ins Zytoplasma diffundieren kdnnten.

Um nun diese Hypothese zu untermauern, sollte die mdgliche freie Diffusion des NP

in apoptotischen Zellen untersucht werden.

Anti-NP DAPI Phalloidin-FITC

DMSO

Z-FA-FMK

Z-DEVD-FMK

uo0126

Abb.17.: Inhibition der Kaspase-3-Aktivitat verhindert den vRNP-Export.

MDCK-Zellen wurden tUber Nacht auf ,chamber slides* kultiviert und mit FPV (MOI=5) infiziert.
Das Infektionsmedium wurde mit DMSO (2%), dem Kontrollpeptid Z-FA-FMK (40uM), dem
Kaspase-3-Inhibitor Z-DEVD-FMK (40uM) oder dem MEK-Inhibitor U0126 (40uM) als
Positivkontrolle supplementiert. Nach 5 h wurden die Zellen mit 4% Paraformaldehyd fixiert,

mit Azeton permeabilisiert und gegen virales Nukleoprotein, dem Hauptbestandteil der RNPs
gefarbt.
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4.10. Das virale NP diffundiert nach Apoptoseinduktion mit

Staurosporin aus dem Kern

Das NP liegt, bedingt durch sein Kernlokalisierungssignal (NLS) pradominant im
Zellkern vor (Davey J. et al., 1985). Erst im RNP-Komplex wird dieses NLS maskiert
und der Export aus dem Kern ermoglicht (Neumann G. et al., 1997).

MDCK Zellen wurden mit einem Plasmid transfiziert, das fur das FPV-NP kodiert.
Das NP akkumuliert nach 24 h im Zellkern (Abbildung 18). Nach Induktion von
Apoptose durch Zugabe von Staurosporin kann man eine Verteilung des NPs Uber
den Kern hinaus ins Zytoplasma feststellen. Diese Umverteilung ist jedoch durch
Zugabe von Kaspase-3-Inhibitor blockierbar, so dass die wichtige Funktion von
Kaspase-3 untermauert wird. Zudem wurden die Zellen mit Staurosporin und
Leptomycin B, einem Hemmer des aktiven Transportes, inkubiert (Watanabe K. et
al., 2001). Die Gabe von Leptomycin B hatte keine Auswirkung auf die Umverteilung
des NP aus dem Kern ins Zytoplamsa, was die Hypothese einer freien Diffusion
unabhangig vom aktiven Transport, ausgelost durch Abbau von Kernporenproteinen
und folglich VergréRerung der Poren, unterstutzt (Abbildung 18).

DMSO Staurosporin

Abb.18.: Kaspase-
abhangige Diffusion
des NP aus dem Kern.
MDCK-Zellen  wurden
mit einem NP-Plasmid
transfiziert und in
Medium mit DMSO
(Kontrolle), Staurosporin
als  Apoptoseinduktor,
Staurosporin und Kas-
.

pase-3-Inhibitor oder
Staurosporin und Lepto-
mycin B inkubiert. Nach
6 h wurden die Zellen
mit 4% Paraformalde-
hyd fixiert, mit Azeton
permeabilisiert und
gegen virales NP
gefarbt.

Staurosporin + Staurosporin +
Z-DEVD-FMK Leptomycin B
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Im Hinblick auf frihere Daten zum regulierten RNP-Export (Pleschka S. et al., 2001)
drangt sich die Frage auf, ob der Raf/Mek/Erk-Signalweg und der Kaspase-3-

abhangige Weg miteinander interferieren ?

4.11. Der Raf/Mek/Erk-Weq und der Kaspase-3-Effekt beeinflussen

sich nicht gegenseitiq

Um sicher zu sein, dass die Inhibition von MEK und die Inhibition von Kaspase-3,
sowie die Inhibitoren, keine Auswirkungen auf den jeweils anderen Signalprozess
haben, wurden einerseits ein Western Blot zur Kontrolle der PARP-Spaltung,
andererseits ein Kinase-Assay zur Uberprifung der ERK-Aktivierung gemacht. Wie
man in Abbildung 19 sehen kann, hat der MEK-Inhibitor U0126 keinerlei Einfluss auf
die Aktivierung von Kaspasen und die damit verbundene Spaltung von PARP.
Zudem zeigt der Kaspase-3-Inhibitor Z-DEVD-FMK keinerlei Effekte auf die Aktivitat
von ERK im Kinase-Assay, was den Schluss zulasst, dass es sich um zwei
voneinander unabhangige Signalprozesse handelt, die fur das Virus das gleiche Ziel,

namlich den Export des viralen RNPs aus dem Kern, haben.

- 3
e — 5 » - PARP ungespalten
: AR e gespalten
. P

- - - . - Kinase Assay

mock DMSO U0126 DEVD mock DMSO UQ0126 DEVD
mock infected FPV infected

Abb.19.: Keine gegenseitige Beeinflussung von ERK und Kaspase-3.

MDCK-Zellen wurden mock oder mit Inhibitoren fir 30 min vorbehandelt, fir 60 min mit
FPV (MOI=1) infiziert und nach 24 h Inkubation in Infektionsmedium mit Inhibitoren
lysiert. Das Lysat wurde im Western Blot auf PARP-Spaltung (A) und im Kinase Assay
auf ERK-Aktivitat untersucht (B).
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Zusammenfassend kann man nun schlie®en, dass Apoptoseinduktion proviral wirkt,
indem Kaspase-3-vermittelte Effekte den aktiven Export durch passive Diffusion
unterstutzen.

Worin besteht nun die Rolle von NF-«B in diesem Szenario ?

4.12. Unterschiedlich starke PARP-Spaltung in den A549-Linien

Der NF-kB-Signalweg wurde wie eingangs beschrieben bisher allgemein als
antiapototischer Weg angesehen, der nur in einigen wenigen Zusammenhangen pro-
apoptotische Wirkung hat (Barkett M. und Gilmore TD., 1999). Wirde dies nun im
Umfeld einer Virusinfektion auch zutreffen, so sollte die Apoptoserate in Zellen mit
einem intakten NF-kB-Signalweg geringer sein als jene in Zellen mit einem negativ
regulierten Weg. Wie man nun in Abbildung 20 sehen kann, ist die
Grundapoptoserate in allen Linien etwa gleich hoch; es kommt allerdings nach
Infektion mit Influenza-A-Viren zu drastischen Unterschieden. In Zellen mit intaktem
oder hoch-reguliertem NF-xB kommt es zu starkerer PARP-Spaltung und somit
vermehrter Apoptose. In den IKK-KD und IxB-a-Linien hingegen, in denen man eine

erhdhte Rate erwarten wurde, erkennt man kaum eine vermehrte PARP-Spaltung.

TRE-ARA G A <. - @@  PARP ungespalten

gespalten

S G — —

S S—— w— vt w— . v ERK-Ladekontrolle

Infektion - - - - + + + +
Vektor IKK-EE |KK-KD |kB-a. Vektor IKK-EE IKK-KD 1kB-o

Abb.20.: Unterschiedliche PARP-Spaltung in A549-Zelllinien.
A549-Zelllinien wurden mock oder mit FPV (MOI=1) infiziert. 24 h p.i. wurden die Zellen
lysiert und im Western Blot auf PARP-Spaltung untersucht.
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Die hohere bzw. reduzierte Apoptoserate lauft gleichsinnig mit dem Anstieg bzw.
Abfall der Virustiter in verschiedenen, stabilen Zelllinien mit defektem NF-«xB-
Signalweg. Sieht man nun die Befunde hinsichtlich des RNP-Exports in
Zusammenhang mit Kaspase-3-Aktivierung, so ergibt sich folgendes Bild:

NF-xB wirkt proapoptotisch bei Infektion mit Influenzaviren. Apoptoseinduktion
verbessert die Replikation durch erhdhte RNP-Export-Rate, was zu hoheren Titern
fuhrt. Offen bleibt nun die Frage welche(r) Faktor(en) flr die proapoptotische

Funktion von NF-kB verantwortlich sind.

4.13. Das proapototische Protein TRAIL wird nach Infektion NF-xB-

abhangiqg requliert

Zur Identifikation moglicher Proteine, die an der Apoptoseregulation beteiligt sind und
durch eine Influenza Infektion dereguliert werden, wurden RNase-Protection-Assays
durchgefuhrt. Mit dieser Methode lasst sich die induzierte Transkription
verschiedener Gene auf mRNA-Ebene analysieren. Die Auswertung eines Assays,
mit dem die Expression von insgesamt 8 verschiedenen apoptoseregulierenden
Genen analysiert wird, ergab, dass nur ein einziges Gen eine eindeutige Regulierung
nach Infektion in Abhangigkeit von NF-kB zu erkennen lies (Abbildung 21a). Bei
diesem Protein handelt es sich um das proapototische Protein ,TNF-ahnlicher
Apoptose-induzierender Ligand“ (TNF-related apoptosis-inducing ligand, TRAIL), das
nach Bindung an seinen Rezeptor ahnlich dem Fas/FasL-System rezeptorvermittelte
Apoptose induziert (Wiley SR. et al., 1995). Im Western Blot in Abbildung 21b sieht
man, dass TRAIL auch auf Proteinebene nach Infektion induziert wird. Mittels
intrazellularer FACS-Farbung lasst sich die TRAIL-Induktion nach 8 h ebenfalls
deutlich nachweisen. Dies trifft neben FPV auch fir den Influenzastamm PR8 und

das rekombinante Influenzavirus ANS1 zu.
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Abb.21.: Influenzainfektion induziert

NF-xB-abhangig TRAIL.

TNFRp55 A549-Zelllinien wurden mock oder FPV
(MOI=1) infiziert. 24 h p.i. wurden die
Zellen mit Trizol lysiert und RNA
isoliert. Im RNase Protection Assay (a)
wurde die Regulation verschiedener
proapoptotischer Gene untersucht. (b)

RIP A549 Zellen wurden mit FPV (MOI=1)

L32 infiziert und nach verschiedenen Zeiten
lysiert. Im Western Blot wurde die

GAPDH Induktion von TRAIL untersucht.

TRAIL
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4.14. TRAIL-Rezeptor 1 und 2 werden unabhangiq von NF-«xB auf

A549-Zellen exprimiert

Eine Grundvoraussetzung fur eine mogliche Rolle des Faktors TRAIL in der
Apoptoseinduktion ist das Vorhandensein der entsprechenden Rezeptoren auf der
Zelloberflache. Die TRAIL-Rezeptoren 1 und 2 bilden Heterodimere aus, die Uber
eine death domain oder ,Todesdomane“ das Todessignal in der Zelle nach
Ligandenbindung weiterleiten (zur Ubersicht: Srivastava RK., 2001). Wie man aus
den FACS-Profilen in Abbildung 22 ersehen kann, sind beide Rezeptoren auf A549-
Zellen und den etablierten Linien vorhanden. Ihre Expression variiert zwar leicht, was
allerdings ohne erkennbaren EinfluR auf die TRAIL-induzierten Effekte zu sein

scheint.
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Abb.22.: Die TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 sind auf allen A549-Zellen und
verschiedenen stabil transduzierten Zelllinien exprimiert.

A549-Zelllinien wurden mit Antikdrpern gegen DR4 und DR5 gefarbt. Im FACS wurde die
Oberflachenexpression der Rezeptoren Uberprift.
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4.15. Die TRAIL-Rezeptorexpression wird durch Influenza

Virusinfektion nicht verandert

Der Einfluss einer Infektion auf die Expression von Oberflachenrezeptoren wurde fur
eine Reihe von Viren gezeigt. Das Masernvirus beispielsweise reguliert seine
Rezeptoren CD46 und SLAM nach Infektion sehr rasch herunter (Erlenhoefer et al.,
2002). Oberflachenrezeptoren wie der Epidermal Growth Factor Rezeptor wird nach
Bindung an den Liganden internalisiert und spater wieder an die Oberflache
zurUcktransportiert (Lai WH. et al., 1989).

Ob ein derartiger Regulationsmechanismus fur TRAIL-Rezeptoren wahrend einer
Influenzainfektion zutrifft, sollte mittels FACS-Farbung untersucht werden. Wie in
Abbildung 23 beispielhaft am DR4-Rezeptor zu sehen ist, kommt es Uber einen
Zeitraum von 6 h zu keiner erkennbaren Verschiebung im FACS-Profil, was den
Schluss zulasst, dass die Infektion wohl zu keiner Anderung in der

Rezeptorexpression fuhrt.
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Abb.23.: Expression von TRAIL-Rezeptor 1 (DR4) wird durch Infektion nicht reguliert.
A549-Zellen wurden mit FPV (MOI=5) infiziert und inkubiert. Zu verschiedenen Zeiten
wurden die Zellen trypsinisiert und gegen DR4 gefarbt. Im FACS wurden die Farbungen
anschlieltend ausgewertet.

4.16. NF-«B reqguliert die virusinduzierte Expression von TRAIL

Sollte die TRAIL-vermittelte Apoptose nun wirklich eine Rolle spielen, musste die
TRAIL-Expression in den Zellen nach Infektion auch entsprechend unterschiedlich
hoch sein.

Eine intrazellulare FACS-Farbung ergab, dass 8 h nach Infektion die TRAIL-
Expression sowohl in den A549-Vektor-Zellen als auch in den IKK-EE Zellen
hochreguliert wird, wahrend in den IKK-KD und mut-lIkB-a-Zellen keinerlei Induktion

von TRAIL nachweisbar ist (Abbildung 24). Dieser Befund bestatigt die Ergebnisse
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des RNase-Protection-Assays und zeigt eine NF-kB-abhangige Induktion von TRAIL

nach Virusinfektion auf Proteinebene.
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.24.: NF«B reguliert die TRAIL-Induktion.

A549-Zellinien wurden mit FPV (MOI=1) infiziert. Nach 8 h wurde die Expression von
TRAIL durch intrazellulare Farbung mit monoklonalen Antikdrpern gegen TRAIL
nachgewiesen. Die Auswertung erfolgte im FACS.

4.17.

Titerruckganqg durch Zugabe von loslichem TRAIL-R2 ins

Infektionsmedium

Der proapoptotische Stimulus, der durch Influenza-induzierte TRAIL-Expression und

Sekretion in den Zellen ausgeldst wird, sollte nun mittels Gabe von |8slichem
rekombinantem TRAIL-R2-Fc (soluble death receptor 5 (sDR5)) verhindert werden.
Handelt es sich bei den Virustiter-Anstiegen um einen TRAIL-induzierten Effekt sollte

das mit diesem Ansatz eindeutig auf TRAIL zurtckzuflhren sein.

75



4.Ergebnisse

In Abbildung 25 sieht man, dass die Replikation nach 9 h und 24 h p.i. durch die
Gabe von léslichem TRAIL-R2-Fc gehemmt wird, wahrend der I6sliche TNFR2-Fc
(sTNFR2), der als Negativkontrolle verwandt wurde, nur minimalen Effekt auf die
Virusreplikation zeigt. TNFR2 wurde als Kontrolle ausgewahlt, da TNF-a wie TRAIL
apoptoseinduzierend wirkt und virusinduziert exprimiert wird. Dieses Ergebnis legt
einen direkten Zusammenhang zwischen einer effizienten Virusreplikation und

TRAIL-induzierter Apoptose nahe.

140 -
120 -
100

% Virusreplikation
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Abb.25.: Zugabe von sDRS5 zu Influenza virusinfizierten Zellen fitihrt zum Riickgang der
Titer neugebildeter Viren.

A549-Zellen wurden mit FPV (MOI=1) infiziert. Zum Infektionsmedium wurde PBS, sDR5
(10pg/ml) oder sTNFR2 (10pg/ml) zugegeben. Die Uberstande wurden 9 h oder 24 h p.i.
abgenommen und die Virustiter mittels Plaquetitration auf MDCK-Zellen bestimmt.
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4.18. Zugabe von rekombinantem TRAIL fuhrt zu erhohten Titern in

A549-Zellen und kompensiert die NF-kxB-Defizienz

Als zusatzlicher Beleg fur eine Rolle von TRAIL in der Influenza-A-Virusvermehrung
dient die Zugabe von rekombinantem, humanem TRAIL zum Infektionsmedium bei
Infektion der A549-Zellinien. Ist ein TRAIL-induzierter Apoptoseweg fur die
unterschiedlich effiziente Virusreplikation in den verschiedenen A549-Zelllinien
verantwortlich, so sollte es in Abhangigkeit der zugegebenen TRAIL-Menge zu einem
Angleichen der Virustiter kommen.

In Abbildung 26 sieht man klar einen Einfluss der TRAIL-Gabe auf den Virustiter.
Wahrend sehr hohe Konzentrationen an TRAIL im Medium zu einem zu raschen
Absterben der Zellen und damit zu ineffizienter Virusreplikation in allen Linien fuhrt,
zeigt sich bei der Gabe von 10ng/ml zu Vektor, IKK-KD und IkB-a bzw. 50ng/ml
TRAIL zu IKK-EE-Zellen ein Angleichen der Virustiter auf ein annahernd gleiches
Niveau. Dies erhartet die Hypothese, dass TRAIL-induzierte Kaspase-3-vermittelte

Apoptose eine wichtige Rolle fur eine effiziente Influenza-A-Virusvermehrung spielt.
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Abb.26.: Zugabe von TRAIL fiihrt zum Angleichen der Titer neugebildeter Viren in
infizierten A549-Zellen.

A549-Zelllinien wurden mit FPV (MOI=1) infiziert. 6 h p.i. wurden verschiedene Konzen-
trationen rekombinantes TRAIL zugegeben. 9 h p.i. (3 h nach TRAIL-Gabe) wurden die
Uberstéande abgenommen und titriert. 77
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5. Diskussion

Die Untersuchung von Virus-induzierten Signalwegen zum besseren Verstandnis der
Zellantwort und der daraus resultierenden Virusabwehr ist in den letzten Jahren
immer mehr in den Blickpunkt der Forschung gerlckt. Fur das Influenza-A-Virus
wurde gezeigt, dass es den JNK-Signalweg aktiviert (Ludwig S. et al., 2001) und das
diese Aktivierung antiviral wirkt. Als Gegenstrategie des Virus wird wahrend der
Infektion das NS1-Protein exprimiert, welches die Aktivierung von JNK reprimiert
(Ludwig S. et al., 2002). Infektion mit Influenza-A-Viren fuhrt auch zur Aktivierung des
Raf/MEK/ERK-Signalweges (Pleschka S. et al., 2001). Dieser Signalweg ist im
Gegensatz zum antiviral wirkenden JNK-Signalweg essentiell fur die Virusreplikation,
da eine Inaktivierung von Erk zum Erliegen des viralen RNP-Exportes aus dem
Zellkern fuhrt und somit eine effiziente Bildung von Viruspartikeln verhindert
(Pleschka S. et al., 2001). Der Interferon-Regulatorische-Faktor 3 (IRF-3) wird durch
Influenza-A-Viren Uber Aktivierung der GTPase Rho induziert und wirkt antiviral
(Ehrhardt C., Doktorarbeit 2002).

In dieser Arbeit wurde nun ein weiterer virusinduzierter Signalweg, der IKK-NF-kB-
Signalweg, auf seine Funktion in der Zelle untersucht. NF-«xB reguliert im
Zusammenhang mit einer Virusinfektion einerseits die Expression von Zytokinen
(Pahl H.L., 1999; Knobil K. et al.,, 1998), andererseits die Aktivierung des
apoptotischen Zelltodes (Baichwal V.R. und Baeuerle P.A., 1997; Barkett und
Gilmore, 1999). Die Aktivierung von NF-kB wahrend einer Influenzavirus Infektion
wurde bereits hinreichend dokumentiert (Pahl H.L. und Baeuerle P.A., 1995; Flory E.
et al., 2000; Knobil K. et al., 1998). Die Funktion des Faktors in der infizierten Zelle
ist dagegen weitgehend unklar.

Um diese Frage zu adressieren wurden verschiedene Zelllinien mittels Retroviren
hergestellt, die Konstrukte tragen, welche entweder positiv oder negativ mit dem NF-
kB-Signalweg interferieren. Die Kontrollexperimente (Luciferase-Reporter-Assay und
IxB-a-Degradation) bestatigten die funktionelle Expression dieser Transgene. Die
Infektion der verschiedenen Zelllinien mit Influenza-A-Viren ergab einen
uberraschenden Befund. Eine hohere NF-kB-Aktivierung in den IKK-EE-Zellen aller

Linien (A549, MDCK und Vero) und somit eine hohere Expression an antiviralen
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Zytokinen, besonders IFNP, sollte zu einem geringeren Virustiter als in Kontrollzellen
fuhren, wahrend in den negativ regulierten Zellen (IKK-KD und IkB-a) ein
Titeranstieg der neugebildeten Viren zu erwarten gewesen ware. Die
Replikationskurven allerdings zeigten genau das Gegenteil. Man beobachtete hdhere
Titer in IKK-EE-Zellen, und signifikant niedrigere Titer in IKK-KD- und IkB-a-Zellen.
Aufgrund der Befunde aus Vero-Zellen, die kein intaktes Typ-I-Interferonsystem
besitzen (Diaz M.O. et al., 1988) kann man eine Beteiligung eines der wichtigsten
NF-«B-regulierten antiviralen Zytokine, IFN an den beobachteten Effekten
ausschlieen. Eine Untersuchung der Kulturiberstande auf Expression von TNF-a
blieb erfolglos, was den Einfluss dieses weiteren antiviralen wirkenden Zytokins
ausschlie®t (Lehmann C. et al.,, 1996). Zusammenfassend bleibt an dieser Stelle
festzustellen, dass ein NF-kB-abhangiger, Zytokin-unabhangiger Effekt flir den
Einfluss auf die Virusreplikation verantwortlich ist.

Neben dem Einfluss auf die Zytokinexpression reguliert NF-xB, wie bereits oben
erwahnt, die Apoptose. Die Induktion der Apoptose wahrend einer Influenza-A-
Virusinfektion war bereits Gegenstand vieler Untersuchungen (Chen W. et al., 2001;
Lin C. et al., 2001; Nichols JE. et al., 2001). Es war also wenig Uberraschend, auch in
dem in dieser Arbeit genutztem System Induktion von Apoptose festzustellen (Abb.
9). Auch hier konnte aufgrund der Befunde mit Vero-Zellen kein Einfluss von Typ-I-
Interferon festgestellt werden. In einer friheren Arbeit von Balachandran et al.
(Balachandran S. et al., 2000) wurde gezeigt, dass Typ-I-Interferone die Influenza-A-
Virus-vermittelte Apoptose in Mausfibroblasten verstarken. Diese Verstarkung sollte
uber den FADD/Kaspase-8-Signalweg vermittelt werde. In den hier verwendeten
Zelllinien, die alle epithelialen Ursprungs sind, konnten diese Befunde allerdings nicht
bestatigt werden. Die Tatsache, dass fur diese Arbeit Zellen aus drei verschiedenen
Spezies (Mensch, Hund und Meerkatze) verwendet wurden, darunter eine natirliche
Typ-I-IFN-knock-out Linie (Vero), zusammen mit dem Befund, dass im RNase-
Protection-Assay keine erhdhte Expression von Kaspase-8 nach Infektion zu
erkennen war, unterstitzen die hier erhobenen Daten, die keine prominente
Beteiligung des IFN-Signalweges erkennen lassen. DarlUber hinaus sollte erwahnt
werden, dass Mausfibroblasten keine idealen Wirtszellen fur das Influenza-A-Virus

darstellen.
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Apoptose wurde bisher immer als eine Wirtsabwehrreaktion auf die Infektion mit dem
Influenza-A-Virus gewertet (Watanabe Y. et al., 2002; Mori I. et al., 2002), die eine
Verbreitung des Virus verhindern sollte. In der vorliegenden Arbeit konnte nun
gezeigt werden, dass die Unterdrickung der Apoptose durch Gabe eines
spezifischen Kaspase-3-Inhibitors und eines weiteren relativ unspezifischen
Kaspaseinhibitors zum Infektionsmedium in einer dosisabhangigen Reduktion des
Virustiters fuhrte, was eine wichtige Funktion der Apoptose fur eine effiziente
Virusreplikation zeigt. Wie das Virus allerdings Apoptose induziert, ist nicht eindeutig
zuzuordnen, da es viele verschiedene mogliche Ansatze daflr gibt. Von Schultz-
Cherry et al. wurde gezeigt, dass das NS1-Protein in der spaten Phase der Infektion
proapoptotisch wirkt (Schultz-Cherry S. et al., 2001), wahrend eine andere Arbeit
dem Protein antiapoptotische Wirkung zuschreibt (Zhirnov O.P. et al., 2002). Lin C.
et al. sehen wiederum in der Aktivierung des JNK-Signalweges den fraglichen
Apoptoseausloser (Lin C. et al., 2001). In weiteren Arbeiten von Morris S.J. et al. wird
die Neuraminidase fur die Apoptoseinduktion verantwortlich gemacht (Morris S.J. et
al., 1999). Zusammenfassend kann man sagen, dass all diese Arbeiten zeigen, dass
Apoptose induziert wird. Das ,wie“ und ,warum® jedoch ist sehr breit gefasst. In der
vorliegenden Arbeit wurde nun gezeigt, dass die Uberexpression des
proapoptotischen Proteins Prokaspase-3 und des antiapoptotischen Proteins XIAP
die Virusproduktion positiv bzw. negativ beeinflussen (Abb.14) und dadurch die
Ergebnisse mit den Kaspaseinhibitoren untermauern. All diese Befunde engen auch
die Schllsselfunktion in der Influenza-vermittelten Apoptose auf Kaspase-3 ein, da
XIAP  hauptsachlich Kaspase-3 inhibiert (Deveraux Q.L. et al, 1997).
Breitbandinhibition hingegen, zeigen, verglichen mit der Inhibition von Kaspase-3,
keine starkeren Effekte (Abb.13). Die Uberexpression von Prokaspase-3 in MCF-7-
Zellen, die eine natlurliche Kaspase-3-Defizienz aufweisen, hat eine 30-fache
Erhohung der Virustiter zur Folge (Abb.15). Durch Gabe von Kaspase-3-Inhibitor zu
verschiedenen Zeiten nach Infektion konnte gezeigt werden, dass Kaspase-3 eine
wichtige Rolle in der spaten Phase der Infektion (ab 5h) zu spielen scheint. Dies wird
durch neuere Erkenntnisse unterstutzt, die zeigen, dass das proapototische PB-1F2-
Protein (Chen W. et al., 2001) erst in der spaten Phase der Infektion gebildet wird.
Von anderen wurde gezeigt, dass die Uberexpression des antiapoptotischen Proteins
Bcl-2, die Virusreplikation unterdrickt (Olsen CW. et al., 1996). Interessanterweise

fanden die Autoren heraus, dass nach Uberexpression von Bcl-2 die viralen RNPs im
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Kern der Zellen zurickgehalten werden und nicht exportiert werden konnen
(Hinshaw VS. et al., 1994). Dies konnte nach Inhibition der Apoptoseinduktion auf
verschiedene Weisen von uns ebenfalls beobachtet werden (Abb.17). Die Inhibition
von Kaspase-3 fuhrt zu einer Unterdrickung des RNP-Exports aus dem Zellkern,
ahnlich der Effekte, die man bei Inhibition des Raf/MEK/ERK-Signalweges
beobachtet (Abb.17; Pleschka S. et al., 2001). Wird das NP alleine in Zellen
exprimiert, so liegt es ausschlieBlich im Zellkern vor (Abb.18.; Neumann G. et al.,
1997). Die Induktion von Apoptose durch Zugabe von Staurosporin fuhrte dazu, dass
das NP auch im Zytoplasma der Zelle zu finden war. Dabei handelte es sich um
einen Kaspase-abhangigen Prozess, der durch Zugabe eines Kaspase-3-Inhibitors
verhindert werden konnte. Daruber hinaus scheint dieser Export einem aktiven
Transportprozess zu unterliegen, da die Zugabe von Leptomycin B, einem Inhibitor
der Kernexportmaschinerie (Kai M. et al., 2001) auf die Staurosporin-induzierte NP-
Verteilung keinen Effekt zeigte. In einer Arbeit von Faleiro und Lazebnik wurde
gezeigt, dass die Aktivierung von Kaspasen zu einem Abbau von Proteinen fuhrt, die
am Aufbau des Kernporenkomplexes beteiligt sind, und deren Spaltung eine
Vergroflerung der Kernporen und damit verbunden eine erhohte freie Diffusion von
Proteinen aus dem Zellkern zur Folge hat (Faleiro L. und Lazebnik Y., 2000).

Dies konnte im Kontext einer Influenza-A-Replikation ebenfalls der Fall sein. Das
Virus infiziert die Zelle. Die Zelle reagiert mit einer apoptotischen Antwort. Das Virus
natzt diesen zellularen Abwehrmechanismus um seine Vermehrung zu optimieren.
Es scheint hier zu einem strukturierten Mechanismus zu kommen. Zuerst wird der
Raf/MEK/ERK-Signalweg fur einen optimalen aktiven RNP-Export verwendet. Sobald
die Zelle das Apoptoseprogramm gestartet und die Kaspasen aktiviert hat, fihrt die
Kaspase-induzierte Vergrolerung der Kernporen und damit die freie Diffusion der
RNPs aus dem Kern zu einer hochst moglichen Virusproduktionrate.

Es liegt sehr nahe, dass ein NF-kB-abhangiges, proapoptotisches Protein fir diese
beobachteten ,Effekte“ verantwortlich sein muss und dieses Protein ist TRAIL. Wie
schon fur andere Viren gezeigt wurde (Mundt B. et al., 2003) werden TRAIL und der
TRAIL-Rezeptor wahrend der Infektion hochreguliert. Dabei wurde vermutet, dass es
sich um einen antiviralen Mechanismus handelt, um infizierte Zellen, oder Zellen des
Immunsystems selektiv abzutdten. Aus den RNase-Protection-Assays, dem Protein-
Blot und den intrazellularen FACS-Farbungen ergeben sich eindeutige Beweise fur
die TRAIL-Induktion in Influenzavirus-infizierten Zellen (Abb.21 und Abb.24). Eine
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Regulation der Rezeptoren wahrend der Infektion konnte hingegen nicht festgestellt
werden (Abb.23), was jedoch kaum von Belangen sein durfte, da beide Rezeptoren
in jedem Fall auf allen A549-Zelllinien vorhanden sind (Abb.22).

Durch Zugabe von l6slichem TRAIL-R2 konnte gezeigt werden, dass die neu-
gebildeten Viren abnehmen, was beweist, dass TRAIL Einfluss auf die
Virusvermehrung hat, wahrend die Gabe eines l0slichen TNF-R als Kontrolle
lediglich minimale Effekte zeigte (Abb.25). Die Wiederherstellung der phanotypischen
Verhaltens der Virusreplikation in A549-Zellen mit negativ reguliertem NF-«xB-
Signalweg durch Zugabe von rekombinantem TRAIL bringt den endgultigen Beweis
einer Beteiligung von TRAIL an den Einflissen auf die Virusvermehrung in den
verschiedenen Zelllinien. Die Zugabe von TRAIL, ein sehr potenter
Apoptoseausloser, fihrt wahrscheinlich zum Angleichen der Apoptoseraten in NF-xB
hoch- und herunterregulierten A549-Zelllinien und damit zu einer Angleichung der

Effizienz der Virionenproduktion in den infizierten Zellen.

All diese Befunde ergeben eine interessante Hypothese, die eine neue
Replikationsstrategie eines Virus aufzeigt. Das Influenza-A-Virus nutzt zellulare
Abwehrreaktionen fur die Optimierung der eigenen Replikation aus.

Das Virus infiziert die Zelle und beginnt mit der Replikation des viralen Genoms und
der Bildung viraler Proteine. Die Bindung des NS1-Proteins an dsRNA sorgt dafur,
dass zelluldre ,Uberwachungsproteine“ die dsRNA nicht erkennen und somit keine
antiviralen Schritte einleiten konnen. Trotzdem kann es sein, dass dsRNA in
geringen Mengen nicht ausreichend von NS1-Protein gebunden wird und es so zur
Aktivierung der RNA-abhangigen Proteinkinase PKR kommt bzw. virale Proteine
Mechanismen induzieren. Diese Virusprotein-induzierten Mechanismen bewirken
eine Aktivierung, sowohl des antiapototischen Raf/MEK/ERK-Signalweges, als auch
des NF-kB-Signalweges, der in diesem Zusammenhang wohl eine proapoptotische
Funktion hat. Die NF-kB-abhangige Induktion von TRAIL fuhrt zum Auslésen eines
Todessignals, gefolgt von einer Aktivierung der Kaspasen. Diese Kaspasen, allen
voran Kaspase-3, fuhren zum Abbau von Kernporenproteinen und damit zu einer
Vergroflerung der Kernporen. Diese Kernporen lassen nun die freie, vom aktiven
Transport unabhangige Diffusion der viralen RNPs zu. Mit beginnender
Kaspaseaktivitat kommt moglicherweise die Wirkung des Raf/MEK/ERK-

Signalweges und des damit zusammenhangenden aktiven Transportes zum
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Erliegen, so dass ein Ausweichen auf einen unabhangigen, passiven Mechanismus
die beste Strategie fur eine effiziente Virusausbeute zu sein scheint.

In der fruhen Phase der Replikation ist der aktive Transport unter Beteiligung des
Raf/MEK/ERK-Signalweges die beste Ldésung, da frlihe Apoptoseinduktion eher
kontraproduktiv ware. In der spaten Phase allerdings, wenn die Zelle bereits schwer
geschadigt ist, und der Zelltod kurz bevor steht, sichert die passive Diffusion eine
bestmdgliche Virusausbeute, sodass man von einem flieRenden Ubergang der
Mechanismen ausgehen kann.

AbschlieBend kann man sagen, dass NF-xB im Falle einer Influenza-A-Virus
Infektion proviral und proapoptotisch wirkt und, dass die Apoptose bzw. die
Kaspaseaktivitat flr einen effizienten RNP-Export aus dem Kern und hohe

Virusproduktionsraten von grof3er Bedeutung ist.

Die Aufklarung dieses, flr das Virus essentiellen Mechanismus, gibt auch
begrindete Hoffnung zu neuen antiviralen Behandlungsmoglichkeiten. Erste
Tierversuche mit Kaspase-3-Inhibitor, die im Labor von Oliver Planz an der BFAV in
Tubingen durchgefuhrt wurden, blieben leider ohne signifikantes Ergebnis. Dies lasst
sich dadurch erklaren, dass der Kaspase-3-Inhibitor nur in DMSO I6slich ist und die
erwarteten Effekte durch die toxische Wirkung von DMSO auf die Mause Uberlagert
wurden. Somit konnte nicht genau unterschieden werden, ob DMSO oder der
Kaspase-3-Inhibitor die Virusreplikation nachhaltig beeinflusst haben.

Ein weitaus vielversprechender Ansatz ist die Verwendung von L-Acetylsalicylsaure
(ASS), bekannt als Aspirin (Fa. Bayer). In einer friheren Arbeit von Huang und
Dietsch wurde bereits ein sehr eindrucksvoller Effekt von Aspirin auf die Influenza-A-
Virusreplikation in Zellkultur gezeigt (Huang RT. und Dietsch E., 1988), allerdings
wurden diese Daten weder im Tiermodell weiteruntersucht noch mechanistisch in
anderen Publikationen naher ausgefihrt. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass die Gabe von Aspirin zum Infektionsmedium die Virustiter um mehr als 99%
reduziert, wobei sich eine Konzentration von 5mM Aspirin im Medium als optimal
gezeigt hat. Damals konnte man allerdings den Effekt von Aspirin nicht
mechanistisch erklaren. Heute ist bekannt, dass Aspirin ein sehr spezifischer
Inhibitor der IkB-Kinase 2 (IKKp) ist (Yin MJ. et al., 1998). Die Inhibition von IKK2 und
des NF-kB-Signalweges wurde in dieser Arbeit, wie beschrieben auf andere Weise

durchgefuhrt und ergibt interessanterweise eben diese Effekte auf die Replikation
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von Influenza-A-Viren. In eigenen Experimenten, die hier nicht erwahnt sind, wurden
die Aspirin-Experimente von Huang und Dietsch wiederholt und die Effekte bestatigt.
Dies fuhrte zu einer Serie von Tierexperimenten, gemeinsam mit und im Labor von
Oliver Planz. FUr diese Experimente wurden Mausen in Gruppen verschieden hohe
Dosen Aspirin appliziert. Die ersten Ergebnisse sind sehr vielversprechend. Alle
Mause der Kontrollgruppe starben innerhalb der Versuchsdauer von 10 Tagen,
wahrend die Uberlebensrate nach Aspirinbehandlung, je nach verabreichter
Aspirindosis, 40 bis 60% betragt. Diese Befunde geben Anlass zur Hoffnung, dass
ein gut etabliertes, weltweit zugelassen Medikament, von dem man weil3, dass es
kaum unerwunschte Nebenwirkungen hat ohne Bedenken auch an Kinder
verabreicht werden kann, ein gut wirksames anti-Influenza-Praparat sein konnte.
Interessanterweise findet sich im Beipackzettel von Aspirin der Vermerk: “ Nicht bei
schwerer Virusgrippe verwenden®. Auf eine Anfrage via E-Mail kam es seitens der
Fa.Bayer zu keinerlei Stellungnahme.

Die Tierexperimente mit Aspirin sollen in Zukunft weiter ausgeweitet werden, so dass
die genaue Wirkungsweise von Aspirin auch im Tiermodell geklart wird. Es soll dabei
die inhibierende Wirkung von Aspirin auf den NF-kB-Signalweg im Lungengewebe
von Mausen nach Gabe von Aspirin mittels eines Beatmungsgerates (gen. Nebulizer;
O.Planz, BFAV Tubingen) untersucht werden. Dies wurde die Rolle des NF-kB-
Signalweges flur eine Influenza-A-Virusinfektion in vivo zeigen und dadurch, den in
dieser Arbeit erhobenen Daten und der Hypothese uber den zugrundeliegenden

Mechanismus, weiteres Gewicht verleihen.

Zusammenfassend bildet diese Arbeit eine Uberaus wichtige Grundlage, sowohl flr
die Entwicklung neuer antiviraler Strategien (Aspirin), die das Virus vernichtend
treffen, ohne dem Organismus zu grolden Schaden zuzuflgen, als auch fur das
Verstandnis der molekularen Mechanismen, die diesen Behandlungsmoglichkeiten
zugrunde liegen:

(1) Die Rolle der Apoptose fiir das Virus auf molekularer Ebene, deren Funktion als
pro- oder antiviral lange umstritten war, wurde geklart.

(2) Mit der Rolle von TRAIL in diesem Zusammenhang wurde ein vollig neuer Spieler
in diesem Tauziehen zwischen Wirt und Virus identifiziert.

(3) Die Identifizierung einer proviralen, proapoptotischen Funktion von NF-xB war

ebenfalls Uberaus Uberraschend und bildet durch das Vorhandensein des selektiven

84



5.Diskussion

Inhibitors Aspirin die Grundlage einer neuen Behandlungsmaoglichkeit bei Influenza-

A-Virusinfektionen.
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6. Zusammenfassung

Die Aktivierung von Transkriptionsfaktors NF-xB ist ein Charakteristikum viraler
Infektionen, einschliel3lich der Infektion durch Influenza-A-Viren (Hiscott J. et al.,
2001). Da die Expression vieler proinflammatorischer und antiviraler Zytokine, wie
IFNB oder TNF-o durch NF-kB kontrolliert wird, hat sich ein Konzept entwickelt,
welches besagt, dass NF-xB und sein Ubergeordneter Aktivator IKK wichtige
Bestandteile der angeborenen, antiviralen Immunitat im Kontext einer Infektion mit
RNA-Viren sind (Chu WM. Et al., 1999). Im Gegensatz zu dieser weithin akzeptierten
Ansicht, wurde in der hier vorliegenden Arbeit gezeigt, dass die Aktivierung von NF-
kB fur eine effiziente Influenzareplikation von groRer Wichtigkeit ist. Auf einer
molekularen Ebene wurde dies durch die NF-kB-abhangige virale Aktivierung des
proapoptotischen Faktors TRAIL gezeigt, welcher die Virusvermehrung sowohl auto-
als auch parakrin erhoht. Somit kann man sagen, dass NF-kB im Kontext einer
Influenza-A-Virusinfektion sowohl proapoptotisch als auch proviral wirkt.

Die Induktion der Apoptose ist ein weiteres, charakteristisches Merkmal, das man im
Zusammenhang mit Virusinfektionen beobachten kann. Da die Rolle der Apoptose
wahrend einer Influenza-A-Virusinfektion noch unklar war, wurde diese Frage
adressiert. Dabei wurde versucht mit einem wichtigen, virus-induzierten Apoptose-
Effektor, namlich Kaspase-3 zu interferieren. Uberraschenderweise wurde die
Influenzavermehrung in Anwesenheit eines Kaspase-3-Inhibitors stark negativ
beeinflusst. Im Einklang mit diesem Befund konnte gezeigt werden, dass die
Virustiter in Zellen, in denen XIAP Uberexprimiert wurde, rucklaufig waren.
Gegengleich fiihrte Uberexpression von Prokaspase-3 zu einem Titeranstieg.
Mechanistisch scheint der Blockade der Virusvermehrung eine Retention der viralen
RNP-Komplexe im Zellkern zu Grunde zu liegen, die die Bildung von reifen
Viruspartikel verhindert. Die Erklarung durfte in der Aktivitat von Kaspase-3 zu finden
sein, die an dem Abbau von Kernporenkomplexproteinen in apoptotischen Zellen
beteiligt ist und was in Folge die freie Diffusion viraler RNPs ermoglichen durfte.
AbschlieBend entwickelte sich aufgrund der vorliegenden Arbeit eine neue
Hypothese Uber die Rolle des IKK-NF-«B-Signalweges, seinen Einfluss auf die

Apoptoseregulation in Influenza-infizierten Zellen und der Auswirkung auf das Virus.
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7. Summary

Activation of the transcription factor NF-«B is a hallmark of infections by viral
pathogens including influenza-A-viruses (Hiscott J. et al., 2001). Since gene
expression of many proinflammatory and antiviral cytokines, such as IFNJ of TNF-a
is controlled by NF-kB the concept emerged that NF-«xB and its upstream regulator
IKK are essential components of the innate antiviral immune response to infections
with RNA viruses (Chu WM. et al., 1999). In contrast to this common view this work
presents data that for efficient influenza virus production NF-xB activity is required.
On a molecular level this is due to NF-kB-dependent viral induction of the
proapoptotic factor TRAIL which enhances virus propagation in an auto- and
parakrine fashion. Thus, NF-xB acts both proapoptotic and proviral in the context of
an influenza virus infection.

Induction of apoptosis is a hallmark observed upon infection with many viral
pathogens, including influenza-A-virus. Since the consequences of apoptosis
induction for the outcome of an influenza virus infection are not clear, we have
addressed this issue by interfering with the function of a major virus-induced
apoptosis effector, caspase-3. Surprisingly, influenza virus propagation was strongly
impaired in the presence of a caspase-3 inhibitor in cultures cells. Consistent with
these findings, virus yields are reduced in cells expressing XIAP and enhanced when
procaspase-3 is overexpressed. Mechanistically, the block in virus propagation
appears to be due to retention of the viral RNP complexes in the nucleus preventing
formation of progeny virus particles. An explanation might given by an effect of
caspase-3, which is involved in cleavage of protein of the nuclear pore complex in
cells undergoing apoptosis, which results in fusion of the pores and might thus allow
free diffusion of viral RNA complexes.

Finally, this work presented here led to a new hypothesis concerning the role of the
IKK-NF-kB-pathway, its influence on the regulation of apoptosis in influenza infected

cells and the outcome for the virus.
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CAT
cDNA
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cRNA
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DNA
DOC
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dsRNA
ECL
EDTA
EGF
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Activator protein 1
Ammoniumpersulfat
activated transcription factor
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bovine albumin

BES buffered saline
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