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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Die ambulant erworbene Pneumonie ist eine akute Infektion des Lungengewebes und
fuhrt weltweit zu einer hohen Morbiditat und Mortalitat. Neben bakteriellen Erregern zah-
len Influenza-A-Viren (IAV) zu den haufigsten isolierten Erregern. Schwere Verlaufe einer
IAV-Infektion kdnnen zu einem akuten Lungenversagen fuhren. Als ursachlich hierfur
wird ein diffuser Alveolarschaden mit Barrierestorung der alveolo-kapillaren Membran an-
gesehen, infolge dessen der pulmonale Gasaustausch gestort ist. Ein wesentlicher Fak-
tor des Alveolarschadens scheint eine erhohte Apoptoserate von Typ-IlI Alveolarepithel-
zellen (AEC Il) zu sein. Allerdings sind die zugrundeliegenden Mechanismen der Apopto-
seinduktion wahrend der |AV-Infektion bisher nur unvollstandig verstanden. Insbeson-
dere die Rolle der mitochondrialen Dysfunktion ist weitgehend unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird erstmals in einem humanen ex vivo Lungenmodell der
zeitliche Infektionsverlauf von IAV in AEC |l Zellen mittels Lebendgewebemikroskpie ge-
zeigt. Zeitgleich konnten Alterationen an den Mitochondrien beobachtet werden. Uber-
dies gelang nach Etablierung eines in vitro Infektionsmodells mit A549-Zellen fur die Le-
bendzellmikroskopie die Messung mitochondrialer Funktionen wahrend der |AV-
Infektion. Dabei konnte demonstriert werden, dass mitochondriale Funktionen tber einen
langen Zeitraum wahrend der |AV-Infektion erhalten bleiben. Trotz frihzeitiger Caspa-
sen-3/7-Aktivierung finden mitochondriale Alterationen erst sehr spat im Infektionspro-
zess statt. Sobald diese eintraten, konnte eine Abrundung der Mitochondrien, ein Verlust
des mitochondrialen Membranpotentials, die Rekrutierung von BCL-2-associated X pro-
tein sowie eine Freisetzung von cytochrom C detektiert werden, welche eine starke
Caspase 3/7-Aktivierung induzierte und zur Apoptose der infizierten Zelle fuhrte.
Schlussfolgernd zeigen die Ergebnisse, dass |IAV-infizierte AEC Il Gber einen langen Zeit-
raum der Infektion stabile mitochondriale Parameter aufweisen und erst mit deren spater
Alteration Apoptose in infizierten Zellen auftritt, trotz bereits voraktivierter Effektor-Caspa-
sen. Hiermit geben die vorliegenden Daten Hinweise auf die zentrale Bedeutung der Mi-

tochondrien im IAV-Infektionsprozess bis hin zur Induktion des Zelltodes.



Abstract

Abstract

Community acquired pneumonia is an acute infection of lung tissue and causes high mor-
bidity and mortality worldwide. Influenza A virus (IAV) is the most common isolated path-
ogen besides bacteria. Severe IAV infections can lead to acute lung injury. The cause of
this is considered to be a diffuse alveolar damage with disruption of the alveolar-capillary
barrier resulting in disturbance of pulmonary gas exchanges. An important factor of alve-
olar damage seems to be an increased apoptosis rate of type Il alveolar epithelial cells
(AEC Il). However, the underlying mechanism of apoptosis induction during 1AV infection
and the contribution of mitochondrial alterations in particular are currently only partially
understood.

In this thesis it was possible for the first time to show the effects of an AV infection in real
time on mitochondria in AEC Il using spectral confocal microscopy. Moreover, after es-
tablishment of an in vitro infection model with A549 cells for live cell imaging, mitochon-
drial activity could be measured. It could be demonstrated that mitochondrial activity was
unaffected over the timespan of an IAV infection. Even though early caspase 3/7 activa-
tion was detected, mitochondrial alterations took place very late during the infection pro-
cess. As soon as mitochondrial alterations occured, mitochondrial fragmentation, loss of
mitochondrial membran potential, recruitment of BCL-2-associated X protein and the re-
lease of cytochrom C could be detected, which induced a strong caspase 3/7 activation
und led to apoptosis of the infected cells.

In summary, the results indicate that IAV infected AEC Il preserve mitochondrial activity
over a long timespan and despite preactivated effector caspases, only dying cells have
alterations of mitochondria. The available data hereby supports the importance of mito-

chondria during the IAV infection process up to the induction of cell death.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ambulant erworbene Pneumonie

Die ambulant erworbene Pneumonie (community acquired pneumonia; CAP) ist definiert
als eine akute mikrobielle Infektion des Lungenparenchyms und zahlt weltweit zu den
haufigsten Infektionserkrankungen [1-3]. Durch jahrliche Epidemien und landerubergrei-
fende Pandemien hat sie Auswirkung auf die Sozialgesellschaft, Okonomie und Weltpo-
litik [4, 5]. Weltweit steht die CAP an dritter Stelle der zehn haufigsten Todesursachen
und fuhrt jahrlich zu etwa drei Millionen Todesfallen, insbesondere bei Kindern unter 5
Jahren und alteren Menschen uber 65 Jahre [3, 6]. In Deutschland wird die Inzidenz auf
9.7 Falle pro 1000 Einwohner und Jahr geschatzt [2]. Aufgrund der hohen Hospitalisie-
rungsrate von 46,5 % der Falle stellt die CAP auch in Deutschland eine grol3e 6konomi-
sche Belastung dar [7]. Begunstigte Faktoren fur eine Hospitalisierung und damit auch
schwere Verlaufsformen sind u.a. hoheres Alter, Komorbiditaten und Immunsuppression
[2, 7]. Die Diagnose CAP ergibt sich aus den klinischen Symptomen wie Husten mit Aus-
wurf, Fieber und Dyspnoe in Verbindung mit typischen auskultatorisch hérbaren Rassel-
gerauschen und dem radiologischen Nachweis eines pneumogen Infiltrates [2]. Der hau-
figste ursachliche Erreger einer CAP ist Streptococcus pneumoniae [1, 3]. Neben Bakte-
rien werden respiratorische Viren wie Influenzaviren, respiratorische Synzytial-Viren, Pa-
rainfluenzaviren oder Rhinoviren als Erreger isoliert [8]. In Deutschland sind Viren far
etwa 12 % aller CAP Falle verantwortlich, darunter zahlen IAV zu den haufigsten Erregern

bei Erwachsenen [9, 10].

1.2 Influenza-A-Virus Infektion

IAV gehoren zur Gruppe der Orthomyxoviridae, die in Typen A, B und C eingeteilt wer-
den. Von klinischer Bedeutung sind die Typen A und B, weil sie saisonale Epidemien
wahrend der kalten Jahreszeit auf der Nordhalbkugel von Dezember bis April verursa-
chen [8]. Aufgrund der Vielzahl verschiedener Varianten werden |AV zusatzlich in weitere
Subtypen anhand ihrer zwei antigenwirksamen Glykoproteine Hamagglutinin (HA) und
Neuraminidase (NA) auf der Oberflache der Virushulle eingeteilt. Neben den humanpa-
thogenen saisonalen Subtypen H1 - H3, N1 und N2 konnten noch weitere 18 HA und 11
NA Varianten aus Tieren, vornehmlich Wildvogeln, isoliert werden [11].

Zwei verschiedene |IAV-Ausbriuche sind in der Bevolkerung bekannt: saisonale und spo-

radisch pandemische Ausbriche. Die Ursache fur saisonale Epidemien ergibt sich aus
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Mechanismen der Antigenvariation auf der Oberflache der Virushille. Durch fehlende
Korrekturfahigkeit der RNA-Polymerasen entstehen eine Reihe von Punktmutationen in
den Genen der viralen Oberflachenantigene HA und NA. Dieser Prozess, auch bekannt
als antigen drift, fuhrt dazu, dass Viren Abwehrmechanismen des Immunsystems unter-
wandern und im Wirt bereits vormals gebildete Antikorper gegen die genetisch leicht ver-
anderten Viren ihre Wirksamkeit verlieren [12-15]. Jahrlich zirkulieren auf diese Weise
Viren des gleichen Subtyps mit veranderten HA- und NA-Proteinen in der Bevolkerung
und I6sen Epidemien mit grof3en gesundheitlichen und 6konomischen Schaden aus [12].
Pandemische Ausbriche werden im Gegensatz dazu durch das Erscheinen neuartiger
IAV-Stamme ausgeldst. Die sporadischen Ereignisse entstehen durch den Prozess des
antigen shift, bei dem eine Zelle von zwei unterschiedlichen IAV-Subtypen infiziert wird
und die Gensegmente der Viren untereinander ausgetauscht werden. Dabei besitzen ins-
besondere Schweine als ,mixing vessel* eine besondere Bedeutung bei der Entstehung
neuer pathogener Influenzaviren. Sowohl aviare als auch humane Influenzaviren kdnnen
im Respirationstrakt von Schweinen replizieren, was eine genetische Reassortierung
begunstigt und eine Durchbrechung der Speziesbarriere von humanen, aviaren und
porzinen Virusstammen ermdglichen kann [12, 14, 16]. Die neuartigen Virusstamme infi-
zieren eine Bevolkerung, die noch keine spezifische Immunitat besitzt wodurch es in
Folge zu einer hohen Infektionsrate mit schneller Ausbreitung kommen kann [13]. Im letz-
ten Jahrhundert kam es zu vier Influenza-Pandemien mit jeweils unterschiedlicher Her-
kunft: ausgeldst durch H1N1 in 1918 (,Spanische Grippe®), H2N2 in 1957 (,Asiatische
Grippe®), H3N2 in 1968 (,Hongkong Grippe“) und zuletzt durch H1N1 in 2009 (,Schwei-
negrippe”) [16]. Nach jeder Pandemie etabliert sich der neue Virusstamm in der humanen

Bevolkerung und ersetzt bzw. zirkuliert zusammen mit vorherigen Subtypen.

1.2.1 Klinik

Die Ubertragung von IAV geschieht durch eine Trépfchen- oder Schmierinfektion. Das
klinische Bild ist gekennzeichnet durch plotzlichen Krankheitsbeginn, hohes Fieber, Mus-
kel- und Kopfschmerzen und ein allgemeines Schwachegefuhl. Zusatzlich konnen nicht-
produktiver Husten, Halsschmerzen, Konjunktivitis sowie klarer, wassriger Tranenfluss
und nasaler Ausfluss auftreten. Abhangig vom Alter und Gesundheitszustand des Pati-
enten variieren die Krankheitsverlaufe von milden und grippalen Symptomen bis hin zu

schweren Pneumonien [12]. In der kdrperlichen Untersuchung konnen sich unspezifische
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Befunde wie Rhinitis und eventuell pfeifende Atemgerausche zeigen. Die Rasselgerau-
sche als klinisches Korrelat eines pneumonischen Infiltrates fehlen im Allgemeinen und
treten erst bei Komplikationen auf [8]. Als Hinweise fur eine virale Pneumonie kdnnen
interstitielle bilaterale Infiltrate in der Thoraxrontgenaufnahme erscheinen [17]. Zur wei-
teren Diagnostik und insbesondere auch zur Abgrenzung von bakteriellen Pneumonien
wurden Influenza-Schnelltests mit Nachweis von verschiedenen Influenza-A/B-Antigenen
aus Nasen- und Rachenraum entwickelt. Allerdings besitzen diese Tests nur eine geringe
Sensitivitat, sodass zusatzlich polymerase chain reaction (PCR) gestutzte Verfahren ge-
nutzt werden [12, 18]. Komplikation einer IAV-Infektion ist die primare Pneumonie mit
respiratorischem Versagen und Entwicklung eines acute respiratory distress syndrome
(ARDS) [8, 12, 17, 18]. Deutlich ofter treten allerdings sekundare bakterielle Infektionen
im Verlauf oder in Folge einer |IAV-Infektion auf, verursacht durch Bakterien wie Strep-
tococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus (auch methicillinresistente Stamme), Ha-
emophilus influenzae und Streptococcus pyogenes [12, 19]. Bakterielle Superinfektionen
steigern haufig die Schwere des Krankheitsverlaufes mit Risiko eines ARDS und sind
folglich auch ein haufiger Grund einer IAV verbundenen Hospitalisierung [20, 21].

1.2.2 Therapie und Pravention

Der Umfang einer Therapie bei IAV-Infektionen hangt stark von den klinischen Sympto-
men des Erkrankten ab. In den meisten Fallen ist von einer unkomplizierten Infektion der
oberen Atemwege auszugehen und die Therapie beschrankt sich auf unterstutzende
MalRnahmen wie ausreichende Volumentherapie und Fiebersenkung [13, 22]. Allerdings
kann bei hochgradigem Verdacht, insbesondere wahrend der Saison, bei Patienten mit
hohem Risiko fur Komplikationen innerhalb von 48 h nach Symptombeginn eine antivirale
Therapie eingeleitet werden [13]. Dafur sind zwei Klassen von Virusstatika in Europa und
den USA fur die Therapie von milden bis schweren IAV-Infektionen zugelassen [12].
Amantadin und Rimantadin sind Vertreter der Klasse von M2-Membranproteinhemmer
und wirksam gegen IAV. Allerdings haben M2-Membranproteinhemmer keine Wirkung
gegen Influenza-B-Viren (IBV). Zudem haben aktuell zirkulierenden IAV Resistenzen ent-
wickelt, sodass eine Anwendung in der klinischen Praxis nicht mehr empfohlen wird [12,
23]. Die zweite Klasse umfasst Neuraminidasehemmer wie Oseltamivir, Zanamivir und
Peramivir. Sie verhindern die Freisetzung von neugebildeten Viren aus infizierten Zellen
und besitzen Wirksamkeit gegen IAV und IBV [13, 22]. Wahrend bei unkomplizierten IAV-

Infektionen lediglich eine geringe Verkurzung der Krankheitsdauer erzielt wird, kamen
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Studien an hospitalisierten Patienten zu dem Ergebnis, dass eine frihe Gabe von Neu-
raminidasehemmern zu einer statistisch signifikanten Senkung des Mortalitatsrisikos
fuhrten [24, 25]. Aus diesem Grund empfehlen verschiedene Fachgesellschaften eine
frihe antivirale Therapie bei Patienten, die wegen einer IAV-Infektion stationar aufge-
nommen werden, eine schwere komplizierte und progressive Erkrankung aufweisen oder
zu einer Risikogruppen angehdren [23]. Jedoch wurden bereits gegenluber Oseltamivir
Resistenzen beobachtet, vermutlich ausgeldst durch eine Genmutation im NA-Protein [8,
10, 12, 13]. So fuhrte beispielsweise ein Aminosaureaustausch von Histidin gegen Tyro-
sin im NA-Protein des H1N1-Viruses wahrend der Influenza-Saison von 2007-2008 zu
einer Resistenzbildung gegenuber Oseltamivir [12]. Die effektivste Methode zur Praven-
tion und Kontrolle von Influenzaausbrichen sind Impfungen [22, 23]. Als Impfstoffe wer-
den Todimpfstoffe mit drei oder vier Antigenen von zwei inaktivierten Subtypen des IAV
und von einem (trivalent) oder von beiden IBV-Typen (tetravalent) verwendet [23]. Die
saisonalen Veranderungen von NA und HA auf der Virusoberflache erfordern die jahrliche
Entwicklung neuer Impfstoffe. Auf Basis klinischer Informationen, Daten aus Laboren und
nationalen Uberwachungseinrichtungen erstellt die Weltgesundheitsorganisation Emp-
fehlungen fur die Zusammensetzung der Impfstoffe [12]. In Deutschland ist der tretrava-
lente Impfstoff seit 2018 Standard aufgrund der schwer verlaufenden Saison 2017/2018,
in der beide IBV-Typen in der Bevolkerung zirkulierten [26]. Die standige Impfkommission
vom Robert-Koch-Institut empfiehlt eine Impfung fur alle Personen tber 60 Jahren, Risi-
kopatienten mit chronischen Erkrankungen und Schwangeren ab dem zweiten Trimenon
sowie Bewohnern von Alters- und Pflegeheimen. Zudem ist sie indiziert bei Personen,
die im Gesundheitswesen oder im engen Kontakt mit Gefligel/Wildvogeln arbeiten [23,
26]. Obwohl Impfungen nach wie vor den besten Schutz vor einer IAV-Infektion darstel-
len, sind die Impfquoten in Deutschland niedrig [23]. Laut Robert-Koch-Institut waren le-
diglich 34,8 % aller Personen uber 59 Jahre und 24 % der chronisch Kranken im Jahr
2018 geimpft [27].
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1.3 Pathogenese der Influenza-A-Virus Infektion

1.3.1 Aufbau und Replikation von Influenza-A-Viren

AV sind behullte Viren mit einer einzelstrangigen, negativen RNA. Die Virushulle besteht
aus der Plasmamembran der infizierten Wirtszelle, in der das Virus sich zuvor vermehrt
hat. Eingelagert in die Lipiddoppelschicht der Plasmamembran sind die drei viruseigenen
Transmembranproteine HA, NA und das Matrixprotein 2 (M2) (Abbildung 1) [11, 28]. HA,
mit dessen homotrimerischen Spikes, bildet den Hauptanteil und ragt zusammen mit NA,
einem Homotetramer, Uber die Virushulle hinaus. Wahrend HA und NA mit /ipid rafts der
Virushulle assoziiert sind, ist M2 an Cholesterol gebunden [28]. M2 hat die Funktion eines
Protonenkanals und bildet mit 16-20 Molekullen pro Virus den kleinsten Anteil der Hulle
[28]. Auf der Innenseite der Lipiddoppelschicht befindet sich eine Schicht des Matrixpro-
teins 1 (M1) die eine Matrix bildet und den Viruskern einschlie3t [11, 28, 29].

Das Genom besteht aus acht RNA-Segmenten, die zusammen mit dem Nukleoprotein
(NP) die viralen Ribonukleoprotein (vRNP) Komplexe bilden. Die acht Segmente sind
nummeriert in absteigender Richtung nach ihrer Lange und kodieren jeweils fur ein bis

zwei virale Proteine (Tabelle 1).

NA
HA %
& Detailansicht vRNP

PA——FB2

M1
VRNP

%/ :P,\{Z' ‘ % -
=

Abbildung 1: Schematische Darstellung des Influenza-A-Virus. Auf der AuRenseite der Virushiille sind
die Oberflachenproteine Hamagglutinin (HA), Neuraminidase (NA) und Matrixprotein M2 (M2). Der Virus-
Kern wird vom Matrixprotein M1 (M1) ausgekleidet und enthalt die Virus-RNA mit den 8 Segmenten, die
jeweils zusammen mit den Nukleoproteinen (NP) und dem RNA-Polymerase-Komplex aus PB2 (basisches
Polymeraseprotein 2), PB1 (basisches Polymeraseprotein 1) und PA (saures Protein) den viralen Ribonuk-
leoprotein (VRNP)-Komplex bilden. Die Abbildung wurde modifiziert nach Grant E.J. et al. [15].
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Zu jedem dieser einzelnen Segmente ist jeweils ein RNA-Polymerase-Komplex zugeho-
rig, das aus den drei Untereinheiten der viralen Polymerase besteht: basisches Poly-
meraseprotein 2 (PB2), basisches Polymeraseprotein 1 (PB1) und saures Protein (PA)
[30]. Die Segmente 1, 3, 4, 5 und 6 kodieren jeweils fur PB2, PA, HA, NP und NA. Das
Segment 2 kodiert fur PB1 und besitzt bei einigen IAV-Stammen einen zusatzlichen Le-
seraster, das fur PB1-F2 kodiert, einem viralen Protein mit proapoptotischer Aktivitat [31].
Die Segmente 7 und 8 kodieren jeweils fur zwei Proteine. Das Segment 7 kodiert fur die
beiden Matrixproteine M1 und M2. Aus dem alternativen splicing-Produkt des Segmentes
8 entstehen zusatzlich das Nicht-Strukturprotein 1 (NS1) und 2 (NEP/NS2) [11]. Mittels
HA bindet IAV an N-Acetyl-Neuraminsauren, Derivate der Sialinsaure, auf der Oberflache
der Wirtszelle. Die endstandigen Kohlenstoffatome der Sialinsdure bilden eine a-2,3-
oder a-2,6 glykosidische Verbindung mit Galactose aus, welche jeweils in eine
unterschiedliche sterischen Konfiguration resultiert. HA-Molekule der verschiedenen IAV-
Subgruppen praferieren eine dieser Verbindungen und nutzen sie als Rezeptor fur die
Aufnahme in die Wirtszelle [11].

Segment Kodiertes Protein Proteinfunktion
1 PB2 (basisches Polymera- | Polymerase-Untereinheit, MRNA-Cap Erkennung
seprotein 2)
2 PB1 (basisches Polymera- | Polymerase-Untereinheit, Endonuklease, RNA-Elongation
seprotein 1)
PB1- F2 alternatives Leseraster, proapoptotische Aktivitat
PA (saures Protein) Polymerase Untereinheit, Protease
HA (Hamaggutinin) Oberflachenprotein, Hauptantigen, Rezeptorbindung und
Membranfusion
5 NP (Nukleoprotein) bindet RNA, Kernimport Regulation
NA (Neuroaminidase) Oberflachenprotein, Sialidase, Virus-Release
7 M1 (Matrixprotein 1) VRNA-Interaktion, Regulation RNA-Kernexport, virales
budding
M2 (Matrixprotein 2) Protonenkanal, Virus-uncoating und -assembly
8 NS1 (Nicht-Strukturprotein | Interferonantagonist
1)
NEP/NS2 (Nicht-Struktur- RNA Kernexport
protein 2)

Tabelle 1: Influenza-A-Virus Proteine und ihre Funktion. Die Tabelle wurde modifiziert nach Bouvier N.
M. and P. Palese [11].
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Bei aviaren IAV-Stammen bindet HA bevorzugt an die hoch exprimierten a-2,3-
Verbindungen im Intestinaltrakt von Vogeln und stellt dort den primaren Repliationsort
dar. Humanpathogene |IAV-Stamme binden vorwiegend an a-2,6-Verbindungen, die im
humanen Respirationsepithel der Trachea hoch exprimiert werden. Allerdings konnte
gezeigt werden, dass die humane Lunge beide a-2,6- und a-2,3-Verbindung aufweist
[32]. Damit kdnnen sowohl humanpathogene als auch aviare Viren an die AEC Il anheften
und schwere Pneumonien verursachen [11, 29, 32]. Nach Bindung an der Oberflache der
Wirtszelle wird IAV durch rezeptorvermittelte Endozytose aufgenommen und ein
Entmantelungsprozess beginnt bei dem die virale RNA freigesetzt wird. Durch die
zellulare Ansauerung des Endosoms wird die Struktur des viralen HA-Molekuls verandert,
sodass eine Verschmelzung der Virusmembran mit der Membran des Endosoms
ermoglicht wird [33, 34]. Dariiber hinaus vermittelt der saure pH-Wert ein Offnung der
M2-Protonenkanale, welche wiederum zu einer Ansauerung im Virus fuhrt, die eine
Losung aller Proteinverbindungen bewirkt und eine Freisetzung der vRNPs ins zellulare
Zytoplasma erlaubt [11, 35]. Aufgrund ihrer GroRe konnen die VRNP-Komplexe nicht
passiv in den Zellkern diffundieren und bendtigen folglich einen aktiven Transport in den
Zellkern. Alle Proteine des VRNP-Komplexes verfugen Uber Kernlokalisations-sequenzen
die eine Erkennung durch zellulare a-Importine ermoglicht [11, 36, 37]. Mittels a-
Importine kdnnen die viralen Proteine an die Kernporen binden, um anschlielend aktiv
in den Zellkern aufgenommen zu werden [36]. Im Zellkern erfolgt die Replikation und
Transkription des Virusgenoms. Die RNA-Polymerase synthetisiert mit Hilfe der viralen
RNA mit negativer Polaritat als Vorlage zwei RNA-Varianten mit positiver Polaritat: eine
messenger RNA (mRNA) und eine complementary RNA (cRNA). Die mRNA dient als
Vorlage fur die virale Proteinsynthese und die cRNA wird von der viralen Polymerase flr
die Synthese neuer genomischer viralen RNA genutzt [11]. FUr die Initiierung der viralen
RNA-Synthese nutzt IAV 5’-Cap-Primer von der Vorlaufer-mRNA der Wirtszelle, dieser
Prozess wird auch ,cap snatching“genannt. Durch diese Markierung kann die virale RNA
wie die Wirts-mRNA erkannt und transkribiert und anschlieBend aus dem Zellkern
transportiert werden, um als Vorlage am rauen endoplasmatischen Retikulum (ER) fur
die virale Proteinsynthese genutzt zu werden [11, 29]. Beim Export von vRNA-
Segmenten aus dem Zellkern sind M1 und NS2 involviert. Dabei interagiert M1 mit NP
und bringt die VRNA mit den NP-Proteinen als vVRNP-Komplex zusammen [38]. Die virale
Proteinsynthese erfolgt am rauen ER und die Membranproteine HA, NA und M2 werden
mittels des zelleigenen Golgi-Apparats zur apikalen Zellmembran transportiert [39].
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Nachdem eine ausreichende Menge an HA- und NA-Proteinen an der Lipiddoppelschicht
akkumuliert sind, wird der budding Prozess und damit die Abspaltung der neu gebildeten
Virionen initiiert. Mit Hilfe von M1 und M2 werden die neu synthetisierten Viruspartikel
versammelt und die Membran beginnt sich auszustulpen. Nur diejenigen Viren mit
vollstandigem Genom kénnen spéter Zellen infizieren. Uber die HA-spikes sind Viren an
der Zelloberflache fixiert und werden mittels Sialidase-Aktivitat der NA endgultig von der
Wirtszelle abgespalten. Daruber hinaus entfernt die NA alle Sialinsaurereste an der
Virushulle und verhindert so ein Aneinanderklumpen der neu gebildeten Viren [11].

1.3.2 Pulmonale Folgen einer schweren Influenza-A-Viruspneumonie

Wahrend bei milden Verlaufen einer IAV-Infektion vor allem das obere Respirations-
epithel beteiligt ist, sind bei schweren Infektionen vorwiegend distale Lungenabschnitte
betroffen [40]. Die dortige Infektion des Alveolarepithels kann zusammen mit der genera-
lisierten Inflammationsreaktion zu gravierenden Lungenschaden fihren, infolge dessen
es zur Ausbildung eines ARDS kommen kann [41, 42]. Das ARDS ist eine akute lebens-
bedrohliche, schwere Schadigung der Lunge und eine haufige Komplikation bei Patienten
mit einer primaren viralen Pneumonie, die durch hochpathogene aviare Viren wie H5N1
aber auch durch H1N1 verursacht werden [42-45]. Der typische histopathologische Be-
fund eines ARDS ist ein diffuser Alveolarschaden, der charakterisiert ist durch intraalve-
olare und interstitielle Odeme, Hamorrhagien, Kapillarthrombosen sowie Ausbildung hy-
aliner Membranen [40]. Verursacht wird der Alveolarschaden durch den Untergang von
AEC und Endothelzellen innerhalb der Alveole. Es kommt zum Verlust der alveolaren
Integritat mit Storung der alveolo-kapillaren Barriere, was zu einem vermehrten Austritt
von Flussigkeit, Plasmaproteinen und Zellen aus den Lungenkapillaren in die Alveole
fuhrt. Das schwere Lungenddem bewirkt wiederum eine Verlangerung der Diffusionsstre-
cke von Atemgasen, wodurch es zu einer Verschlechterung der Gasaustauschflache
kommt [46].

Bei den Pathomechanismen des IAV-induzierten Alveolarschadens nimmt insbesondere
das Alveolarepithel eine bedeutende Rolle ein: AEC sind einerseits eine wesentliche
Komponente der alveolo-kapillaren Barriere, andererseits stellen AEC Il auch die pri-
maren Zielzellen von |AV dar [32, 42]. AEC werden in AEC | und AEC Il eingeteilt. AEC |
sind flache Zellen, die den groten Anteil der Zellen in der Alveole ausmachen und den

Gasaustausch zwischen Blut und Luft im Alveolarraum ermoglichen. AEC Il kleiden le-
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diglich 5 % der Alveolaroberflache aus und stellen surfactant bereit, welches fur die Auf-
rechterhaltung der Oberflachenspannung notwendig ist und antimikrobielle Eigenschaf-
ten besitzt [47]. Wahrend einer schweren IAV-Infektion macht der Zelltod von AEC somit
den Hauptanteil bei der Zerstorung der alveolo-kapillaren Barriere aus, wobei dieser ver-
mutlich sowohl aus der direkten zytopathologischen Wirkung von IAV als auch aus einer
uberschieenden Immunantwort resultiert [42]. Retroperspektive Analysen von Patien-
tenfallen, die mit dem aviaren H5N1-Virus infiziert waren, zeigten, dass es sich bei der
Mehrheit der Falle um junge und gesunde Patienten handelte und 75% davon ein todlich
verlaufendes ARDS entwickelten [44]. Als ursachlich fur die hohe Letalitat bei jungen
Patienten wurde eine UberschieRende Immunantwort postuliert [48, 49]. Bei post mortem
Untersuchungen an letal verlaufenden H1N1-Infektionen waren beispielsweise sehr hohe
Expressionen von proinflammatorischen Zytokinen und Chemokinen, u.a. von macro-
phage inflammatory protein 1-beta (IL-1p), Interleukin-1 (IL-1), IL-6, IL-8 sowie tumor ne-
crosis factor-a (TNF-a.), im Lungengewebe zu beobachten [50]. Die grol3e Menge dieser
proinflammatorischen Mediatoren wird durch einwandernde Neutrophile sowie den resi-
denten Alveolarmakrophagen produziert. Durch die Freisetzungen von Chemokinen
kommt es zur weiteren Rekrutierung von Neutrophilen sowie Monozyten, die sich in der
Lunge zu Alveolarmakrophagen und dendritischen Zellen differenzieren [48, 49]. Neutro-
phile tragen vermutlich durch Produktion von reaktiven Sauerstoffspezien zur Schadi-
gung von AEC bei. Die eingewanderten Alveolarmakrophagen hingegen produzieren ne-
ben Zytokinen wie IL-1p und TNF-o auch tumor necrosis factor related apoptosis inducing
ligand (TRAIL), der Apoptose von AEC induzieren kann und so den weiteren Progress
eines ARDS begunstigt [42, 49]. Allerdings scheinen auch virale Faktoren Apoptosepro-
zesse in AEC zu beeinflussen. In vitro und in vivo Untersuchungen legen nahe, dass |IAV
alleine Apoptose induzieren, um effektiv in der Wirtszelle replizieren zu konnen [51].
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1.4 Mitochondrien

1.4.1 Aufbau und Funktion von Mitochondrien

Mitochondrien sind Zellorganellen mit einer zentralen Rolle bei der Regulation des Ener-
giestoffwechsels, insbesondere bei der Synthese von Adenosintriphosphat (ATP). lhre
spezielle Morphologie dient der Subkompartimentierung zahlreicher biochemischer Pro-
zesse wie der Synthese von Eisen-Schwefel-Cluster, Ham-Molekulen und Aminosauren
sowie Synthese und Abbau von Proteinen [52]. Als einzige Zellorganellen besitzen Mito-
chondiren eine eigene DNA, die sich von der somatischen DNA des Kerns unterscheidet.
Allerdings codiert die mitochondriale DNA (mtDNA) nur fur 13 Proteine, von denen alle
Bestandteile der Atmungskette sind. Die Uberwiegende Mehrheit der mitochondrialen
Proteine, die zum Aufbau bendtigt werden, sind im Kern codiert und werden zu den Mi-
tochondrien transportiert. Mitochondrien werden von zwei Membransystemen begrenzt,
der inneren und auleren mitochondrialen Membran (Abbildung 2) Die innere Membran
ist weitgehend undurchlassig und bildet die Hauptbarriere zwischen Zytosol und Mito-
chondrienmatrix. Die auflere Membran hingegen enthalt Poren und Kanale, die von Klei-
nen Molekulen und lonen passiert werden konnen.

Der Raum zwischen innerer und aul3erer Membran ist der Intermembranraum, wo wich-
tige Proteine fur Transport- oder Apoptoseprozesse wie beispielsweise cytochrom C lo-

kalisiert sind. Innerhalb der Mitochondrienmatrix befindet sich die mtDNA, Ribosome und

AuRere mitochondriale Membran

Intermempranraum

Christae

lnnere mitachondriale Membran

Abbildung 2: Schematische Struktur eines Mitochondriums. Die kompartimentierte Struktur aus aulle-
rer und innerer mitchondrialer Membran, Intermembranraum und der mitochondrialen Matrix bildet einen
Reaktionsraum fiir verschiedene chemische Prozesse. Die Einstillpungen, Christae, der inneren Membran
vergrofiern die Oberflache. Mittels der Elektronen-Komplexe | (Ubichchinon-Oxidoreduktase, griin), Il (Suc-
cinat-Dehydrogenase, orange), Il (Cytochrom-C-Reduktase, lila) und IV (Cytochrom-C-Oxidase, grau)
werden Wasserstoffprotonen (H*) tiber die innere mitochondriale Membran gepumpt und ein mitochondri-
ales Membranpotential (mAW) wird generiert. Die ATP-Synthase nutzt den Protonengradient (Komplex V,
schwarz) fir die oxidative Phosphorylierung von ATP. Die Abbildung wurde modifiziert nach Kuhlbrandt W.
[53].
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Enzyme fur die oxidative Phosphorylierung, den Citratzyklus, der B-Oxidation von Fett-
sauren sowie der Oxidation von Pyruvat [52, 53]. Uber zahlreiche Einstiilpungen christae
wird die Oberflache der inneren Membran vergrof3ert. An der inneren Membran befinden
sich die einzelnen Komplexe der Atmungskette. Die Komplexe I-1V sind eine Reihe hin-
tereinander angeordneter Redox-Molekule, die Elektronen aufnehmen bzw. abgeben
konnen. Die freigesetzten energiereichen Elektronen werden zum Transport von Proto-
nen aus der Matrix in den Intermembranraum genutzt, was die Bildung eines Protonen-
und Spannungsgradienten bewirkt und folglich das mitochondriale Membranpotential
(mAW) entstehen lasst. Der elektrochemische Protonengradient wird von der ATP-
Synthase (Komplex V) fur die Phosphorylierung von ATP genutzt [52, 54]. ATP wird an-
schlielend zu Orten der Zelle mit hohem Energieverbrauch transportiert. Die Mitochond-
rien bewegen sich dabei entlang der zellularen Mikrotubuli, reguliert von Kinesin-und Dy-
nein-Motorproteinen [55]. Innerhalb der Zelle bilden Mitochondrien dynamische, tubulare
Netzwerke aus. Ihre Form und Grofie konnen dabei abhangig vom Zelltyp und physiolo-
gischen Zustand der Zelle variieren. Viele dieser Veranderungen basieren auf der Fahig-
keit von Mitochondrien zu fusionieren oder sich zu teilen. Beide Ereignisse werden auch
als fusion und fission bezeichnet und stellen aktive Prozesse dar, die ein Zusammenspiel
spezialisierter Proteine erfordern. So sind drei GTPasen fur die fusion von Mitochondrien
notwendig. Die Proteine Mitofusin-1 und -2 auf den Aulenmembranen benachbarter Mi-
tochondrien kdnnen dimerisieren und induzieren eine Verschmelzung der beiden Aul3en-
membranen. Die fusion der Innenmembranen erfolgt anschlieRend mit Hilfe von OPA-1,
ein Protein des Intermembranraums. Mitochondriales fission erfordert eine Rekrutierung
des dynamin-related protein (Drp1) vom Zytosol zur mitochondrialen Auf3enmembran.
Bei der richtigen Verteilung und Funktion von Drp1 ist das mitochondrial fission 1 Protein
beteiligt, welche an der mitochondrialen Aulenmembran lokalisiert ist [55]. Dysfunktio-
nen innerhalb dieses dynamischen Netzwerkes erscheinen beispielsweise wahrend der
frihen Phase von Zelltodprozessen, in welcher Mitochondrien fragmentieren und eine
erhohte fission Aktivitat aufweisen [55].

1.4.2 Rolle von Mitochondrien bei der angeborenen Immunantwort

Das angeborene Immunsystem stellt die erste unspezifische Abwehr gegen eindringende
Pathogene dar. Die Voraussetzung fur eine effektive Aktivierung der angeborenen Im-
munabwehr ist die Erkennung von eindringenden Pathogenen durch die Wirtszelle [56].

Die Erkennung erfolgt mithilfe sogenannter pattern recognition receptors (PRRs), die in
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der Keimbahn codiert sind und unabhangig vom immunologischen Gedachtnis in Immun-
zellen einschlieRlich Makrophagen, dendritischen Zellen, B- und T-Zellen sowie Epithel-
zellen und Fibroblasten exprimiert werden [57]. Die verschiedenen Klassen von trans-
membranen und zytosolischen PRRs detektieren konservierte, molekulare Muster von
Pathogenen (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) und initiieren Uber eine
Aktivierung von zellularen Signalkaskaden die Induktion von Transkriptionsfaktoren, was
eine Expression von proinflammatorischen Mediatoren zur Folge hat [56, 57]. Zur Klasse
der PRRs gehdren toll-like-Rezeptoren, nucleotide oligomerization domain-like-Rezepto-
ren, C-type lectine-Rezeptoren und retinoic acid-inducible gene I-like-Rezeptoren
(RLRs). Bei der Detektion von Viren sind insbesondere die drei zytosolischen RLRs be-
teiligt: retinoic acid-inducible gene | (RIG-1), melanoma diffe- rentiation-associated gene
5 (MDAS) und laboratory of genetics and physiology 2 [56-58]. RLRs erkennen durch
virale Transkription entstandene intrazellulare RNA und induzieren die Produktion von
Typ-I-Interferonen (IFN) und profinflammatorischen Zytokinen. Die Struktur der Rezepto-
ren beinhaltet zwei signalgebenden n-terminale caspase activation and recruitement do-
main (CARD) eine zentrale DexD/H-box RNA helicase-Domane zur Detektion der zyto-
solischen RNA und eine c-terminale regulierende Domane. Studien konnten Mitochond-
rien mit dem Adaptermolekll mitochondrial antiviral signalling protein (MAVS) als wich-
tige Strukturen bei der RLR-Signalkaskade identifizieren (Abbildung 3). MAVS ist mit sei-
ner c-terminalen Transmembrandomane an die auf3ere mitochondriale Membran gebun-
den und dient als Vermittler zwischen Rezeptoren und pro-inflammatorischen Transkrip-
tionsfaktoren wie nuclear factor kB (NF-kB) und interferon reguatory factor (IRF) [59-61].
An dem n-terminalen Ende des MAVS-Molekuls sind CARD-Domanen, die mit den
CARD-Domanen der RLR interagieren konnen. Nach Aktivierung rekrutiert MAVS eine
Reihe von Signalmolekule, wie tumor necrosis factor receptor-associated Faktor, family
member-associated NF-kB-Aktivator oder TNFR1-associated death domain Protein, die
zusammen mit MAVS durch spezielle Kinasen zur Phosphorylierung von NF-kB und IRF
fuhren [58]. Morphologische Veranderungen von Mitochondrien aufgrund von fission und
fusion scheinen fur eine Verstarkung oder Abschwachung des MAVS-vermittelten antivi-
ralen Signalweges mitverantwortlich zu sein. So bewirkt eine fusion des mitochondrialen
Netzwerkes eine erhohte Interaktion von MAVS mit den nachgeschalteten Signalmoleku-
len [58]. Wahrend der IAV-Infektion scheint die IFN-Antwort Gberwiegend durch eine RIG-
I-Aktivierung induziert zu werden [62, 63]. Allerdings ist der genaue Mechanismus bisher
nur unvollstandig verstanden [64]. Eine Studie von Killip M. J. et al. konnte zeigen, dass
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sowohl die RNA-Synthese von IAV als auch deren nuklearer Export zur IFN-Induktionen
notwendig ist [65]. Andererseits scheinen VRNPs in der frihen IAV-Infektion mit Mito-
chondrien assoziiert zu sein und uber eine Interaktion mit RIG-I zur Inhibition der MAVS-
vermittelten IFN-Induktion zu fuhren, welche von der viralen Synthese unabhangige Me-
chanismen vermuten lasst [64].

Neben PAMPs konnen PRRs auch zellulare Schaden und Stresssignale mittels zelleige-
ner Moleklle, damage-associated molecular patterns (DAMPs), erkennen. DAMPs sind
zumeist intrazellulare Bestandteile, die wahrend pathologischen Prozessen ausgeschut-
tet werden. Sie dienen anderen Zellen als Warnsignale, um weitere Gewebeschaden zu
minimieren und die Wiederherstellung der Gewebeintegritat zu fordern [58]. Als wichtige
Quelle von DAMPs konnten Mitochondrien identifiziert werden [58, 66, 67]. Aufgrund ihrer
bakteriellen Herkunft besitzen Mitochondrien verschiedene morphologische und bioche-
mische Merkmale von Bakterien, die bei einer Freisetzung von PRRs erkannt werden
konnen [58, 66]. Beispielsweise enthalt mtDNA ahnlich zu bakterieller DNA hypermethy-
lierte CpG-Elemente, die von toll-like-Rezeptor 9 erkannt werden und nachfolgend die
Aktivierung von neutrophilen Leukozyten induziert [68, 69]. Studien an Patienten mit
schwerem Trauma und hamorrhagischem Schock konnten demonstrieren, dass freige-
setzte mtDNA im Blut dieser nachweisbar war und eine in-vivo-Applikation von mito-
chondrialen Bestandteilen in Mausen zu einer schweren systemischen Lungen- und Le-
berentzindung fuhrte [58, 69].

Mitochondrium
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i IL-1B
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Abbildung 3: Antivirale Inmunantwort an Mitochondrien. Virale RNA wird im Zytosol von retinoinduci-
ble gene I-Rezeptor (RIG-1) erkannt. Das Mitochondrial antiviral signalling protein (MAVS) interagiert mit
RIG-I und vermittelt nachfolgenden Signalkaskaden zur Aktivierung von pro-inflammatorischer Transkripti-
onsfaktoren wie nuclear factor kB (NF-«kB) und interferon reguatory factor (IRF). Die Transkriptionsfaktoren
induzieren die Expression von Typ | interferon (IFN) und cytokine wie interleukin 1-8 (IL-1B8) im Rahmen
der antiviralen Immunantwort. Die Abbildung wurde modifiziert nach Mills E. L. et al. [61].
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1.5 Apoptose

Apoptose ist eine Form des kontrollierten Zelltodes, der einen zellularen, molekularen
Apparat involviert. Als Mechanismus zur Erhaltung eines biologischen Gleichgewichts
besitzt Apoptose eine wichtige Bedeutung bei der Beseitigung unbrauchbarer und even-
tuell schadlicher Zellen, ohne jedoch eine Immunantwort zu initiieren. Das morphologi-
sche Bild ist gekennzeichnet durch Schrumpfung des Zytoplasmas, begleitet von Chro-
matin-Kondensation (Pyknosis), Fragmentierung des Zellkerns und Abschnurung von
Plasmamembranvesikeln (apoptotic bodies). Gemal aktuellen Konzepten erfolgt die Ein-
teilung von Apoptoseprozessen in verschiedene Typen, die durch multiple Signalwege
induziert werden und sich anhand molekularer Bestandteile, morphologischer Manifesta-
tionen, biochemischen Merkmalen und immunologischen Konsequenzen unterscheiden.
Die am besten charakterisierten Typen sind der intrinsische und der extrinsische Apopto-
seweg. Zentrale Komponenten beider Apoptosewege sind proteolytisch wirksame
Caspasen, die als Proenzyme, sogenannten Initiator-Caspasen, produziert werden und
durch Spaltung von Effektor-Caspasen aktiviert werden Die Effektor-Caspasen 3, 6 und
7 wiederum spalten Proteine der zellularen Homoostase, die zum Uberleben der Zelle
wichtig sind einschlie3lich Strukturproteine, Signalproteine und DNA-Reparaturproteine
[70].

1.5.1 Extrinischer Apoptoseweg

Der extrinsische Apoptoseweg wird durch Storung der extrazellularen Mikroumgebung
initiiert, die eine Aktivierung von Zellmembran verankerten Todesrezeptoren zur Folge
hat. Die Rezeptoren gehoren der Tumornekrosefaktor-Rezeptor-Familie (TFN) an und
besitzen eine zytoplasmatische Proteindomane (death domain, DD). Zu den TFN-
Rezeptoren gehoren beispielsweise der Fas-Rezeptor und TNF-Rezeptor-1. lhre Ligan-
den umfasse u.a. Fas-Ligand (FasL), TRAIL und TNF-a [70]. Nach Bindung eines spezi-
fischen Liganden kommt es an TFN-Rezeptoren zur Rekrutierung der DD enthaltenden
Adaptermolekule Fas associated DD oder TNF receptor—associated DD , die zusammen
mit dem Rezeptoren an ihren zytosolischen Enden Multiproteinkomplexe ausbilden kon-
nen, um nachfolgenden proapoptorische Signalwege zu aktivieren [70, 71]. Die Rezep-
torbindung von Fas associated DD bildet zusammen mit der Initiator-Caspase 8 einen
death-inducing signaling complex, der eine Autokatalysierung und damit Aktivierung von
Caspase 8 induziert. Die Menge an aktivierter Caspase 8 kann anschlielend Uber die
Spaltung der Effektor-Caspasen 3, 6 und 7 Apoptose einleiten [70].
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1.5.2 Intrinsischer Apoptoseweg

Der intrinsische Apoptoseweg umfasst Reaktionen auf Stresssignale aufgrund von Sto-
rungen der intrazellularen Homoostase und wird Uber die Mitochondrien reguliert. Wich-
tigster Schritt bei dieser Art der Apoptoseinduktion ist die irreversible Permeabilisierung
der auleren mitochondrialen Membran, kontrolliert von proapoptotischen und antiapo-
ptotischen Mitgliedern der B-cell lymphoma-2 (Bcl-2)-Protein-Familie [70, 72]. Als Antwort
auf apoptotische Stimuli induzieren BCL-2 antagonist killer 1 (BAK) und BCL-2-
associated X protein (BAX) die mitochondriale Membranpermeabilisierung (Abbildung 4).
Beide proapoptotischen Bcl-2-Proteine besitzen die Fahigkeit, Poren in die aul3ere mito-
chondriale Membran zu formen [70]. Im physiologischen Zustand ist BAK an der dul3eren
mitochondrialen Membran lokalisiert, wahrend BAX kontinuierlich zwischen Zytosol und
Mitochondrium zirkuliert. Apoptotische Signale verursachen Konformationséanderungen
von BAK und BAX, die zu einer Porenbildung in der mitochondrialen Membran und nach-
folgend zum Verlust des mAW fuhren. Dadurch kommt es zur Freisetzung proapoptoti-
scher Proteine u.a. aus dem Intermembranraum, wie beispielsweise cytochrom C. Zu-
sammen mit apoptotic protease-activating factor 1 bildet cytochrom C im Zytosol das
Apoptosom aus, welches Uber die Bindung und Aktivierung der Caspase 9 als deren Ak-
tivierungsplattform dient. Die aktivierte Caspase 9 spaltet nachfolgend Caspase 3, 6 und
7, was wiederum zur Apoptose der Zelle fuhrt [70, 72]. Reguliert werden proapoptotische
Bcl-2 Proteine vor allem posttranslationell. Uberwiegen antiapoptotische Bcl-2-Proteine,
wie Bcl-2, Bel-XL und Mcl-1, kommt es zur Inhibition von BAX und BAK, direkt durch
Verhinderung ihrer Oligomerisierung oder indirekt durch Forderung der zytosolischen
Translokation von BAX [70]. Die Aktivitdt von BAX und BAK wird auf3erdem von BH3-
only Proteine, wie Bim, Bid oder Puma kontrolliert, proapoptotischen Initiatorproteinen,
die indirekt Uber Bindung und Neutralisierung von antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen eine
Membranpermeabiliserung verhindern [70, 72]. BH3-only Proteine entsprechen zellulare

Stresssensoren und unterliegen selbst diversen transkriptionalen und posttranslationalen
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Abbildung 4: Mitochondrial vermittelter intrinsicher Apoptoseweg. (1) Durch die zytosolische Translo-
kation von BCL-2-associated X protein (BAX) zum Mitochondrium kommt es zusammen mit BCL-2 anta-
gonist killer 1 (BAK) zur Ausbildung von Poren an der &ufteren mitochondrialen Membran. (2) Infolgedes-
sen kommt es zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (AW). (3) Uber die Poren wird die
Freisetzung von Cytochrom C gefordert, was welches zusammen mit apoptotic protease-activating factor
1 (Apaf-1) im Zytosol das Apoptosom formt (4). (5) Das Apoptosom aktiviert die Pro-Caspase 9, welche
als aktive Protease die Pro-Caspase 3 spaltet und in Folge ihre Aktivierung induziert. (6) Caspase 3 fihrt
zur Apoptose mit Proteolyse von Zellbestandteilen. Die Abbildung wurde modifiziert nach Galluzzi L. et al.
[72].

Mechanismen. Uber Transkriptionsfaktoren und micro-RNAs kann ihre Expression regu-
liert werden. Die Aktivitat und Verfugbarkeit wird durch Phosphorylierungen, Proteolyse
oder Sequestrierung kontrolliert [73]. So kann Caspase beispielsweise die Spaltung von
Bid bewirken. Das dabei entstehende Fragment truncated bid fuhrt zur Inhibierung von
Bcl-2, Bel-XL, was durch Uberwiegen von BAX und BAK eine mitochondriale Porenbil-
dung verursacht. Auf diese Weise kann auch durch extrazellulare Stimulation von TNF-
Rezeptoren die mitochondriale Membranpermeabilisierung beeinflusst werden [70, 72,

74].

1.5.3 Zellulare Apoptoseinhibitoren
Neben den antiapoptotischen Bcl-2 Proteinen, die vorwiegende beim intrinsischen
Apoptoseweg eine wichtige Rolle einnehmen, existieren weitere zellulare Inhibitoren, die

Caspasen inaktivieren und in Folge Apoptose inhibieren konnen. Die wichtigste Gruppe
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beinhaltet die Mitglieder der inhibitor of apoptosis proteins (IAPs). IAPs werden definiert
durch das Vorhandensein einer baculovirus IAP repeat (BIR)-Domane, welche Protein-
Protein-Interaktionen ermdglicht. Bisher sind acht verschieden IAPs identifiziert wurden:
XIAP, clAP-1, clAP-2, NIAP, ILP-2, Livin, clAP-Bruce und Survivin [75, 76]. Allerdings
konnte nur fiir XIAP eine aktive Inhibition von Caspasen beschrieben werden. Uber seine
BIR2-Domane ist XIAP in der Lage das katalytische Zentrum von Caspase 3 und 7 zu
binden, um ihre Aktivierung zu inhibieren [77]. Die BR3-Doméane hingegen kann das n-
terminale Ende der kleinen Untereinheit von Caspase 9 binden, um ihre Dimerisierung
zu verhindern. Die Caspase 9 wird so in einem inaktiven, monomeren Zustand gehalten
[78]. Andere Domanen in IAPs sind CARD-Domanen, Ubiquitin-konjugierende Domanen
und really interesting new gene (RING) Domanen. Alle Domanen kdnnen nur indirekt
Apoptoseprozesse inhibieren. So sind IAPs in der Lage durch die RING-Domane E2
Ubiquitin-gebundene Enzyme zu binden, welche fur die Degradation von Proteinen ver-
antwortlich sind. Das clAP-Bruce-Protein fuhrt beispielsweise durch seine Ubiquitin-kon-
jugierende Domane zu einer Ubiquitinylierung von Caspase 9, was einen Abbau des Pro-

teins verursacht [76].

1.6 Apoptoseprozesse wahrend der Influenza-A-Virus Infektion

Untersuchungen zur Apoptoseinduktion durch IAV gewinnen zunehmend an Bedeutung
fur das Verstandnis der Viruspathogenitat [51, 79-82]. Verschiedene in-vitro und in-vivo-
Studien konnten intrinsische und extrinsische Apopotosewege in infizierten Zellen nach-
weisen [83-87]. Auch post-mortem-Untersuchungen an H1N1 erkrankten Patienten zeig-
ten, dass Apoptose von AEC zum Alveolarschaden bei schweren Krankheitsverlaufen
beitragt [50]. Allerdings sind die genauen Regulationsmechanismen der IAV induzierten
Apoptose bisher nur unvollstandig verstanden und verschiedene zellulare als auch virale
Faktoren werden diskutiert. Wie viele andere Viren scheint IAV Uber seine viralen Prote-
ine zellulare Apoptoseprozesse zu modulieren (Tabelle 2) [54]. Das virale Protein NA
fuhrt beispielsweise zu einer vermehrten Expression des proapoptotischen fransforming
growth factor pwahrend der IAV-Infektion, was Uber einen auto-und parakrinen Mecha-
nismus zur Apoptose fuhrt [88]. NP kann mit dem antiapoptotischen Protein Clusterin
interagieren, was die Einleitung des intrinsischen Apoptoseweges verhindert, indem es
BAX bindet und so seine Translokation zu den Mitochondrien unterbindet. Die Expression
von NP fiihrt zu einer erniedrigten Bindung zwischen Clusterin und BAX. Eine Uberex-
pression von Clusterin hatte hingegen eine verringerten Apoptosinduktion zur Folge [89].
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Influenza A-Virus-Protein Bedeutung bei Apoptose

PB1-F2 induziert Apoptose durch Formation von lonenkana-

PB1- F2 ]
len in die mitochondriale Membran [31, 90]
NP-Expression induziert intrinsische Apoptose durch Interak-
tion mit antiapoptotischem Protein Clusterin [89]
NP induziert Apoptose durch Herunterregulation der Expres-
NP (Nukleoprotein) sion von apoptosis inhibitor protein 5 (AP15) [91]

NP-Interaktion mit RING finger protein 43 (RNF43) resultiert
in Stabilisation von p53 mit konsekutiver Apoptoseinduktion
[92]

NA induziert Apoptose Uber transforming growth factor

NA (Neuroaminidase)
Apoptose [88]

M2 induziert Inhibition von lysosomaler Autophagosom-De-
M2 (Matrixprotein 2) gradation und fiihrt zu einer vermehrten Apoptoseinduktion
[93]

NS1 Bindung an p85 Untereinheit von PI3K und nachfol-
gende Aktivierung von PKB inhibiert proapoptotische Fakto-

NS1 (Nicht-Strukturprotein 1) ren [94]

NS1-Expression induziert Apoptose in mit Todesrezeptor-Lig-
and FasL vorstimulierten Zellen [95]

Tabelle 2: Influenza-A-Virus Proteine und ihre Bedeutung bei der Apoptose

Die proapoptotische Wirkung von NP kann ebenfalls Uber die Suppression des antiapo-
ptotischen Proteins API5, welches die vom Transkriptionsfaktor E2F1-abhangige
Apoptose antagonisiert, ausgelost werden [91]. Zudem scheint NP mit dem zellularen
RING finger protein 43 interagieren zu konnen, welches wiederum uber Ubiquitinierung
des Tumorsuppressorproteins p53 zu dessen Stabilisierung fuhrt und in der Zelle eine
erhohte Apoptoserate induziert [92]. NS1 hingegen beeinflusst in Abhangigkeit seiner
Expression die Apoptoseprozesse unterschiedlich [52]. Das virale Protein ist in der Lage
die zellulare IFN-Antwort zu inhibieren [96]. In einer Studie von Schultz-Cherry S. et al.
fuhrte die Expression von NS1 des aviaren H5N1 Virus zu einer starken Apoptoseinduk-
tion in MDCK- und HeLa-Zellen [89]. Da die NS1 induzierte Apoptose in mit FasL vorsti-

mulierten Zellen signifikant erhoht war, wird vermutet, dass NS1 maoglicherweise in der
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Fas-gesteuerten Apoptoseinduktion wahrend der extrinsischen Apoptose eine Rolle
spielt [90]. Nachfolgende Studien zeigten jedoch, dass NS1 auch antiapoptotische Eigen-
schaften aufweist. So konnten IAV bei denen ein funktionsfahiges NS1-Protein fehlte ef-
fektiver replizieren und hohere Apoptoseraten induzieren im Vergleich zu Wildtyp-Viren
[97]. Daruber hinaus kann IAV durch Bindung von NS1 an phosphatidylinositol-3-kinase
(PI3K) auch den PI3K- und akt/protein kinase B (PKB) Signalweg aktivieren, um eine
antiapoptotische Antwort in Zellen zu bewirken [94, 98]. Das M2-Protein scheint im Zu-
sammenhang mit Autophagieprozessen Apoptose in infizierten Zellen zu induzieren. Da-
bei kann M2 die Verschmelzung von Autophagosomen und Lysosomen blockieren, ein
Prozess, welcher der infizierten Zelle als Uberlebensstrategie dient. In infizierten Zellen,
bei denen Autophagieprozesse inhibiert waren, zeigte sich eine vermehrte Apoptosein-
duktion [93]. Hinweise einer mitochondrialen Beteiligung bei Apoptoseprozessen wah-
rend der IAV-Infektion kommen von Studien Uber das virale PB1-F2-Protein. Es besitzt
eine mitochondrial targeting sequence an seinem c-terminalen Ende und ist in der Lage
in Zellkulturen den Verlust des mAWY herbeizufuhren mit Induktion von Apoptose [31, 90].
Ein moglicher Mechanismus, der zum Verlust des mAW fuhren konnte, ist die direkte
Interaktion zwischen PB1-F2 mit den beiden mitochondrialen Membranproteinen voltage
dependent anion channel 1 und adenine nucleotide translocator 3, was eine Membran-
permeabilisierung herbeifuhrt [99]. Fur eine direkte Membranpermeabilisierung spricht
aullerdem, dass PB1-F2 direkt und unspezifisch Poren in Lipiddoppelmembrane induzie-
ren kann und so zu einer Destabilisation der mitochondrialen Membran fuhrt [100].

Obwohl Apoptoseinduktion als zellularer Abwehrmechanismus gegen eindringende Viren
betrachtet wird, konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass IAV die Apoptose
von infizierten Zellen zum Vorteil seiner Replikation nutzen kann. Insbesondere die Akti-
vierung von Caspase 3 scheint fur eine effektive Virusreplikation notwendig zu sein, denn
eine Hemmung der Caspasenaktivitat fuhrt zu einer Retention der neu gebildeten vRNPs
im Nukleus [101]. AuBerdem kann die Uberexpression des antiapoptotischen mitochond-
rialen Bcl-2-Proteins eine verringerte Virusproduktion verursachen, was vermuten Iasst,
dass die virale Replikation auch vom intrinsischen Apoptoseweg abhangig ist [33]. So
zeigte eine Studie von Tran A. T. et al. eine Spaltung von BAD, einem Mitglied der
porapoptotischen Bcl-2-Proteine, und in Folge eine cytochrom C Freisetzung sowie
Caspase-3-und 7-Aktivierung zu spaten Zeiten der Virusreplikation. Eine Deletion von
BAD fuhrte hingegen zu einer verminderten Apoptoseinduktion in IAV infizierten Zellen
[87]. Zudem scheint IAV nur durch eine Translokation von BAX an die Mitochondrien mit
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Folge einer mitochondrialen Membranpermeabilisierung zur Apoptose zu fuhren. Zellen
mit fehlendem BAX-Protein sterben zwar wahrend der |IAV-Infektion, allerdings einen al-

ternativen Zelltod durch Autophagieprozesse [86].
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1.7 Fragestellung

IAV-Infektionen stellen aufgrund der hohen Morbiditat und Letalitat eine grof3e soziooko-
nomische Belastung fur die Gesellschaft dar. Komplikationen sind eine primare Vi-
ruspneumonie, die zu schweren Schaden des Alveolarepithels mit Ausbildung eines
ARDS fuhren kann. Verschiedene Studien konnten zeigen, dass Apoptose von AEC wah-
rend der IAV-Infektion induziert wird und dies zur Pathogenese eines schweren Verlaufs
beitragt. Die zugrundeliegenden Mechanismen und Faktoren der Apoptoseinduktion sind
bisher allerdings unvollstandig verstanden. Insbesondere die Rolle der mitochondrialen
Dysfunktion ist weitgehend unbekannt. Zudem wurden in den meisten Modellen Uber |IAV-
induzierte Apoptose Uberwiegend Summensignalantworten untersucht. Allerdings ist
eine individuelle Betrachtung mit zeitlicher Auflésung und Korrelation der Apoptosepro-
zesse fur ein besseres Verstandnis von Virus-Wirts-Interaktionen wichtig, es wurde je-
doch in der Regel nicht durchgefuhrt. Ziel der vorliegenden Arbeit war deshalb, ein ge-
eignetes Modell zur Lebendzell- und Gewebsmikroskopie zu etablieren, um Apoptosepro-
zesse und die Rolle der Mitochondrien hierbei im zeitlichen Verlauf wahrend der 1AV-
Infektion zu untersuchen. Vor diesem Hintergrund wurden die folgenden Fragestellungen

bearbeitet:

1. Induzieren IAV mitochondriale Alterationen in AEC Il des humanen Lungengewe-

bes?

2. Wie stellen sich die mitochondrialen Prozesse im zeitlichen Verlauf der IAV-

Infektion dar?

3. Welche Rolle spielen mitochondriale Veranderungen und einhergehende Dys-
funktion in Hinblick auf die IAV-induzierte Apoptose?
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2 Material und Methoden

2.1 Material
2.1.1 Zelllinien

Bezeichnung

Herkunft

Madin-Darby Canine Kidney-Zellen

MDCK-Zellen (Spezies Hund)

A549-Zellen

Alveolarepithelzellen (Spezies Mensch)

Tabelle 3: Zelllinien

2.1.2 Pathogene

PR8 NS1-GFP(H1N1)
GFP)

Bezeichnung Virusstamm Herkunft
Pan/99(H3N2) H3N2 A/Pa.nama/2007/1999 PD Dr. T. Wolff, Robert-

Deutschland

Tabelle 4: Pathogene

2.1.3 Stimulanzien

Bezeichnung Herkunft
Staurosporin, Streptomyces sp. Cell Signaling Technology
Wasserstoffperoxid (H202) Sigma Aldrich

Prof. Dr. Timothy Mitchell, Universtiy of

Pneumolysin o
Birmingham, UK
Oligomycin Sigma Aldrich
Tabelle 5: Stimulanzien
2.1.4 Enzyme
Bezeichnung Herkunft
Trypsin/EDTA (1 x) Sigma Aldrich
TPCK Trypsin Sigma Aldrich
Tabelle 6: Enzyme
2.1.5 Plasmide
Herkunft

Bezeichnung

cytoATEAM

mitoATEAM

Prof. Hiromi Imamura, Kyoto Universitat

Japan

Tabelle 7: Plasmide
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Beide Plasmiden wurden von Imamura H. et al. entwickelt und sind Forster-Reso-
nanzenergie-Transfer (FRET) basierende ATP-Indikatoren, ATeam (adenosine 5"
triphosphate indicator based on epsilon subunit for analytical measurements) genannt,
bestehend aus der ATP sensitiven e-Untereinheit, welche von der FoF+-ATP- Synthase
von bacillus subtilis abstammt. Durch eine zusatzlich n-terminale mitochondriale Sig-

nalsequenz wird eine mitochondriale Lokalisierung erreicht (mitoATEAM) [102].

2.1.6 Zell- und Gewebekulturmedien mit Zusatzen

Bezeichnung Zusammensetzung

Hams F12, 500 ml
Kulturmedium FCS, 10 %

Glutamin, 1 %

phenolrotfreies Hams F12, 500 ml
Infektionsmedium BSA (LOsung, steril), 0,3 %
Glutamin, 1 %

DMEM + L-Glutamin, - D-Glucose

Galaktosemedium FBS, dialysiert, 2 %
D-(+)-Galaktose, 1 %

Hams F12, 500 ml
Kryokonservierungsmedium FCS, 10 %
DMSO, 10 %

Tabelle 8: Medien und Zuséatze fiir A549-Zellen

Bezeichnung Zusammensetzung

MEM, 500 ml
FCS, 10 %
Glutamin, 1 %

Penicillin/Streptomycin, 1 %

Kulturmedium
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Avicel-Uberschichtungsmedium (10 ml)

Avicel Stocklosung, 2,5 %, in Aqua bidest.,
autoklaviert, 4,86 ml

2x konzentriertes MEM Medium, autokla-
viert, 4,86 ml

BSA (Losung, steril), 0,3 %, 66,7 ul
NaHCO3 Stocklésung, 5 % in Aqua bidest.,
steril filtriert, 100 pl

DEAE-Dextran Losung, 1 % in Aqua bi-
dest., steril filtriert, 100 pl

TPCK Trypsin Stock (1 mg/ml), 10 pl

PBS**/BSA fur Virusinkubation

Dulbeccos PBS w Ca?*/Mg?*, 500 ml
BSA (Losung steril), 0,3 %

Tabelle 9: Medien und Zusatze MDCK-Zellen

Bezeichnung

Zusammensetzung

Kultivierungs- und Infektionsmedium

RPMI-1640, 500 mi
BSA 30% (w/v) Solution, steril, 1 %
Glutamin, 1 %

Penicillin/Streptomycin, 1 %

Tabelle 10: Medien und Zusétze fiir humanes Lungengewebe

2.1.7 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung Hersteller
Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets Roche
D-(+)-Galaktose Sigma Aldrich
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma Aldrich
Dithiothreitol (DTT) Roth

DMEM + L-Glutamin, — D-Glucose

Life Technologies

Ca?*/Mg?* (1 x)

Dulbecco's Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS) w/o

Life Technologies

Dulbeccos PBS, 10x Pulver konzentriert

Life Technologies
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Dulbeccos Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) w
Ca?*/Mg?* (1 x)

Life Technologies

Entwickler

Kodak

Ethanol, 299,8 %, vergallt

Roth

Ethanol, absolut, unvergallt

Fischer Chemicals

Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)

Roth

Fetale Calf Serum (FCS)

Life Technologies

Fetales Bovines Serum (FBS), dialysiert

Life Technologies

Fixierer

Kodak

Formaldehydl6sung (37 %)

Sigma-Aldrich

Glutamin Life Technologies
Glyzerin Roth
Ziegenserum Sigma Aldrich
Hams F12 PAA

Isopropanol Roth
Kaleidoscope™ Prestained Standard Bio-Rad
Kristallviolett Merck

Methanol Roth

Milchpulver Roth

Minimal Essential Medium (MEM)

Life Technologies

MitoTracker® Deep Red FM

Life Technologies

MitoTracker® Orange

Life Technologies

N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) Serva
Natriumchlorid (NaCl) Roth
Natriumdihydrogenphosphat (NaH2PO4) Roth
Natriumfluorid (NaF) Sigma Aldrich
Natriumhydrogencarbonat (NaHCOs) Merck
Natriumpyrophosphat (NasP207) Sigma Aldrich
Natriumvanadat (NaVO3) Sigma Aldrich
Nonidet® P40 (99 %) (NP40) Fluka
Odyssey-Blocking-Puffer LI-COR
Penicillin/Streptomycin BIOCHROM AG
PFA Sigma Aldrich
Ponceau S Sigma Aldrich
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RPMI-1640 Gibco
Salzsaure (HCI) Roth
SDS Serva
Syto82 Life Technologies
Tetramethylrhodamin-Ethylester (TMRE) Life Technologies
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan Roth
Triton X-100 Serva
Tween-20 Roth
ViaFect™ Transfection Reagent Promega
B-Mercaptoethanol Roth
Tabelle 11: Chemikalien und Reagenzien
2.1.8 Puffer und Losungen
Bezeichnung Zusammensetzung
1 mM NaHPO4

0,01 M PBS-Waschpuffer

(fur Immunfluoreszenzfarbung)

1 mM NaH2PO4
150 mM NaCl, pH 7,6

alles in Aqua bidest.

10 x-PBS (Waschpuffer fur Western Blot)

PBS (10 x Pulver) in 10 | Aqua bidest.
+ 0,05 % Tween- 20
fur 1 x-PBS: 1:10 verdunnt mit Aqua bi-

dest.

10 x-SDS-Elektrophoresepuffer

1 x-SDS-Elektrophoresepuffer: 1:10 ver-
dunnt in Aqua bidest.

10 x-Transferpuffer

Tris-Base 30,3 g

Glycin 144 g

mit Aqua bidest. auf 100 ml

1 x-Transferpuffer: 1:10 verdunnt in Aqua
bidest. + 20 % Methanol (v/v)
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4 x-SDS-Probenpuffer (Lammli-Puffer)

1,25 ml Tris-Cl (0,5 M, pH 6.8)

5 ml SDS (10 % Stock)

1,25 ml Bromophenolblau (1 % Stock)
2,5 ml Glyzerin

vor Verwendung 10 % B-Mercaptoethanol

versetzt

Kristallviolett-Formaldehydldsung

(a) Kristallviolett-Losung (20 % Ethanol
(v/v), 1 % Formaldehydlosung (w/v)
Kristallviolett in Aqua bidest.)

(b) Formaldehyd-L6sung (10 %(v/v) von
37 %ige Formaldehyd-L6sung in Aqua bi-
dest.)

(c) Kristallviolett-Losung

Formaldehydl6sung (1:10)

Milchpulverldsung

5 % Milchpulver (w/v) in 1x PBS-T

Odyssey-Pufferlosung

Odysseypuffer: PBS (1 x) (1:1)

PFA-Fixierlosung

3,7 % PFA in PBS

Phosphoproteinwaschpuffer

In 1 xPBS

1 M NaF

150 mM NasP207
200 mM NaVOs

Phospho-Zelllysepuffer

je 1 mi

100 pl Tris/HCI (50 mM/ pH 7,4)

810 pl Phosphoproteinwaschpuffer

50 uI NP40 1 %

40 pl Complete Protease Inhibitor Cock-
tail Tabletten

37




Material und

Methoden

Sammelgellosung

Aqua bidest. (3,6 ml)

40 %iges Bis-Acrylamid Ratio 19:1
(0,8 ml)

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (1,5 ml)
SDS (10 % wi/v) (60 pl)

APS 10 % (60 pl)

TEMED (15 pl)

Trenngellosung 12 %

Aqua bidest. (5,386 ml)

40 %iges Bis-Acrylamid Ratio 19:1 (5,64
ml)

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 (3,75 ml)

SDS (10 % wi/v) (150 pl)

APS 10 % (75 pl)

TEMED (15 ul)

Tris-EDTA-Puffer

10 mM Tris Base
1 mM EDTA Lésung, pH 9,0

Verdunnungsmedium

(far Immunfluoreszenz)

10 mM PBS
1 % BSA (w/v)
0,05 % Tween-20 (v/v)

Permeabilisierungsmedium

(far Immunfluoreszenz)

Triton X-100, 1 %
PBS, 50 ml

Blockingmedium

(far Immunfluoreszenz)

Wirtsserum des sekundaren Antikorpers,
5%

verdunnt in Verdunnungsmedium

Tabelle 12: Puffer und Losungen
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Bezeichnung Spezies Verdiinnung Nummer Bezugsquelle
Cleaved , .
Cell Signaling
Caspase 3 Ziege 1:1000 #9661
Technology
(Asp175)
Caspase 8 Cell Signaling
Maus 1:1000 #9746
(full; cleaved) Technology
Caspase 9 Cell Signaling
Kaninchen | 1:1000 #9502
(full; cleaved) Technology
Beta-Aktin Kaninchen 1:1000 #A1978 Sigma Aldrich
Tabelle 13: Prim&derantikorper fiir Western Blot
Bezeichnung Spezies Verdiinnung Nummer Bezugsquelle
Anti-Maus 1gG-
Ziege 1:2000 sc-2005 Santa Cruz
HRP
Anti-Kaninchen
Ziege 1:2000 sc-2004 Santa Cruz
lgG-HRP
Anti-Ziege 1gG-
Esel 1:2000 sc-2033 Santa Cruz
HRP
Anti-Kaninchen
IRDye 800 Ziege 1:2000 610-131-121 Rockland
(far LICOR)

Tabelle 14: Sekundarantikorper fiir Western Blot
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Bezeichnung Spezies Verdiinnung Nummer Bezugsquelle
Nucleoprotein M101100NPG5
Maus 1:100 EVL
(Influenza A)
cytochrom C Maus 1:200 556432 BD Bioscience
BAX (clone .
Maus 1:200 2281MC100 Trevigen
YTHGAT7)
TOM 20 Kaninchen | 1:200 sc-11415 Santa Cruz
Tabelle 15: Primarantikorper fiir Inmunfluoreszenz
Bezeichnung Spezies Verdiinnung Nummer Bezugsquelle
Anti-Kaninchen- ) )
Ziege 1:8000 A-11070 Life Technologies
Alexa Fluor 488
Anti-Maus-Alexa
Ziege 1:8000 A-11017 Life Technologies
Fluor 488
Anti-Maus-Alexa _ _
Ziege 1:8000 A-21127 Life Technologies
Fluor 555
Anti-Maus-Alexa _ _
Ziege 1:8000 A-21237 Life Technologies
Fluor 647

Tabelle 16: Sekundarantikoper fiir Immunfluoreszenz

2.1.10 Kits und Assays

Bezeichnung

Hersteller

DC Protein Assay

Bio-Rad

DyLight™ 594 Microscale Antibody Labeling Kit

Thermo Scientific

Pierce ECL Western Blotting Substrate

Thermo Scientific

Tabelle 17: Kits und Assays

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Hersteller
Biomax Light Rontgenfilme Sigma Aldrich
Combitips (1, 2, 5 und 10 ml) Eppendorf
Einweg-Pipetten, serologisch (2, 5, 10 und 25 ml) Falcon
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Immun-Blot® PVDF Membrane 0.45 ym

Bio-Rad

Kryorohrchen (1, 5 und 2 ml)

Roth

MicroAmp™ Optical 96-well reaction plate

Applied Biosystems

Mikrotiterplatten, 96 well

Sarstedt

Petrischalen (10cm Durchmesser ) Falcon
Pipettenspitzen, gestopft, low binding (1000, 200, 10 ul) Biozym
Reaktionsgefalle (0,5, 1 und 2 ml) Sarstedt
Schraubbecher (100 ml) Sarstedt
Whatman-Papier vWR
Zellkulturflaschen (75 cm?) Sarstedt
Zellkulturplatten (24, 12 und 6 Vertiefungen) BD
Zellschaber Sarstedt
Zentrifugenrohrchen (25 und 50 ml) Falcon
Ibidi u-slide, 8-well (glass bottom) Ibidi
Ibidi u-slide, 8-well Ibidi
Skalpell FEATHER®
Objekttarger SuperFrost®
Tabelle 18: Verbrauchsmaterialien
2.1.12 Gerate
Bezeichnung Hersteller

Brutschrank Thermo Electron Corpo-
ration
Hochstauflosungsmikroskop, ELYRA PS.1 Zeiss

Feinwaage HM-300

A&D Instruments

Filter Max F5 Multi-Mode

Molecular Devices

Kreisschuttler GFL 3005

GFL

Labdancer (Mini-Tischvortex)

vWR™ Avantor

Life-Cell-Imaging Mikroskop LSM 780 Zeiss
Magnetruhrer D-6011 Neolab
Mini Trans Blot® Cell-Tank-Blot-System inklusive Zubehor | Bio-Rad
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Mini-Protean® TetraCell- Elektrophoresekammer mit Zube-

hor

Bio-Rad

Neubauer-Zahlkammer

Laboroptik

Odyssey-Scanner

LI-COR Biosciences

pH-Meter 766 Calimatic

Knick

Sicherheitswerkbank HERAsafe KS

Thermo Electron Corpo-

ration
Smart Office Scanner PL2546 PlusTek
SpectraMax M2 Multimode Reader Molecular Devices
Thermomixer Comfort Eppendorf
Vakuumsaugpumpe Millipore
Waage 440-33 KERN

Zentrifuge Biofuge primo

Heraeus Instruments

Tabelle 19: Geréate

2.1.13 Software

Software

Hersteller

Adobe Photoshop Elements 7.0

Adobe Systems

ImageJ open source
Imaris v8.1.2 Bitplane AG
Prism 6 GraphPad

SoftMax Pro 6.4

Molecular Devices

ZEN 2.1

ZEISS

ZEN 2012

ZEISS

Tabelle 20: Software
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2.2 Methoden

2.2.1 Zell- und Gewebekultur

Samtliche zellbiologische Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen unter einer Zell-
kulturbank unter der Sicherheitsstufe S2. Soweit nicht anders vermerkt erfolgten Kultivie-
rung, Stimulation und Infektion aller Zellen und Gewebe stets bei 37 °C und 5 % CO2 in
einem Zellkulturschrank.

2.2.1.1 Auftauen von Zellen

Fir die Aussaat der A549- und MDCK-Zellen wurden die Kryorohrchen zunachst vorsich-
tig im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut, anschlielend in 10 ml Hams F12 (mit 10 % FCS,
1 % Glutamin) resuspendiert und fiir 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und die Zellen mit 12 ml frischem Medium in T75-Zellkulturflaschen ausgesat.
Am nachsten Tag wurde das Medium ausgetauscht.

2.2.1.2 Anlegen von Kryostocks

Fur die Konservierung wurden die Zellen wie in Kapitel 2.2.1.3 beschrieben von der Zell-
kulturflasche abgeldst, 5 min bei 900 rpm zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das
Zellpellet wurde daraufhin mit dem entsprechenden Medium, welches zuvor mit 10 %
DMSO versetzt wurde, resuspendiert und je 1 ml der Zellsuspension auf Kryordhrchen
verteilt. Um Kristallisationsschaden wahrend des Einfrierens zu verhindern, wurden die
Zellen in einer mit Isopropanol gefullten Box fur mindestens 24 h bei -80 °C eingelagert.
Danach wurden sie in flussigen Stickstoff Uberfuhrt.

2.2.1.3 Kultivierung und Aussaat von A549-Zellen

Bei der A549-Zelllinie handelt es sich um humane AEC, die aus einem Lungenkarzinom
entnommen wurden und Eigenschaften von AEC Il besitzen [103]. Die Zellen wurden in
T75-Zellkulturflaschen kultiviert und zweimal wdochentlich beim Erreichen einer Kon-
fluenz von 70-80 % passagiert. Das Medium wurde dafur abgenommen, die Zellen mit
10 ml PBS gewaschen und fur 5 min bei 37 °C mit 2 ml Trypsin/EDTA abgeldst. Die
enzymatische Reaktion wurde mithilfe des zuvor abgenommenen Mediums gestoppt und
die Zellsuspension 5 min bei 900 rpm zentrifugiert. AnschlieRend wurde der Uberstand
abgenommen, das Zellpellet mit 5-8 ml Medium geldst und fur weitere Passagen im Ver-
haltnis 1:5 bzw. 1:10 in die Zellkulturflaschen ausgesat. Fur geplante Experimente wurde
zunachst die Zellzahl bestimmt, dafur wurden 10 yl der Zellsuspension mit 10 pl Trypan-
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blau vermischt und mittels einer Neubauer-Zahlkammer in allen 4 Quadranten unter ei-

nem Mikroskop ausgezahlt. Die Zellzahl pro ml berechnete sich mit der folgenden Formel:

Zellzahl Mittelwert der Zellzahl aus 4 Quadranten

ml T 2x Verdiinnungsfaktor x Kammerkonstante (104)

Die Zellsuspension wurde entsprechend im Kulturmedium verdunnt und ausgesat.

2.2.1.4 Kultivierung und Aussaat von MDCK-Zellen

MDCK-Zellen sind aus der Niere eines gesunden Hundes entnommen und werden stan-
dartmaRig fiir die Titration und Vermehrung von Influenzaviren verwendet [104]. Ahnlich
der A549-Zellen wurden die Zellen in T75-Zellkulturflaschen mit 12 ml MEM (mit 10 %
FCS, 1% Glutamin, 1% Penicillin/Streptomycin) kultiviert. Zweimal pro Woche wurden die
Zellen passagiert, sobald sie eine 95-prozentige Zelldichte erreichten. Das Kulturmedium
wurde dafur abgenommen, die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieRend mit 2 ml
Trypsin bei 37 °C abgeldst. Nachdem die enzymatische Reaktion mit Medium abgestoppt
und die Zellen abzentrifugiert wurden, konnte das Zellpellet im frischen Medium gelost

und die Zellen erneut ausgesat werden.

2.2.1.5 Transiente Transfektion von A549-Zellen

Fur die FRET basierte Bestimmung des intrazellularen ATP-Gehalts wurden A549-Zellen
transient mit beiden Plasmiden mitoATEAM und cytoATEAM transfiziert. Die Zellen wur-
den mit einer Zellzahl von 2,5 x 10* bzw. 3 x 10* pro well mit einem Volumen von 250 pl
in einem 8-Well Ibidi uy-slide ausgesat. Am Folgetag der Aussaat wurde je 30 ul OptiMEM
in 1,5 ml Reaktionsgefal3e vorgelegt und 0,4 ug der Plasmid-DNA hinzugegeben. An-
schlieBend erfolgte die Zugabe von je 1 ul ViaFect™ transfection reagent und die Ansatze
wurden fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die Zellen
mit je 170 ul frischem Medium versehen, welches nach Ablauf der 15 min Inkubationszeit
mit je 30 pl des Transfektionsansatzes aufgefullt wurde. Nach 6 h wurde der Transfekti-
onsansatz abgesaugt und durch frisches Medium ersetzt. Am nachsten Tag wurde die
Transfektionseffizienz mittels eines Fluoreszenzmikroskops uberpriuft und das Medium
erneut durch Frisches ausgetauscht. Fur die Infektionsversuche wurde das Medium 48 h
nach erfolgreicher Transfektion durch je 200 pl Infektionsmedium (phenolrotfreies Hams
F12 mit 0,3 % BSA, 1 % Glutamin) mit H3N2 bzw. ohne Virus zur Kontrolle ersetzt. Die

Funktion der ATP-Sensoren wurde mithilfe des mitochondrialen ATP-Synthase-
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Hemmers Oligomycin Uberprift. Nach 24 h Inkubation mit galaktosehaltigem Medium
wurden die Zellen mit 10 pg/ml Oligomycin fur 30 min stimuliert. Die Galaktose sensibili-
siert die Zellen fur mitochondriale Inhibitoren, weil die ATP-Synthese auf die Mitochond-
rien verlagert wird. Vor jeder Messung wurden die slides fur eine Stunde im zuvor auf 37
°C und 5 % CO: eingestellten Fluoreszenzmikroskop equilibriert.

2.2.1.6 Kultivierung von humanem Lungengewebe

Das humane Lungengewebe entstammt von Patienten, die sich Lungentumorresektionen
unterziehen mussten. Die Berliner Thoraxchirurgien des Helios Klinikums Emil von Beh-
ring Zehlendorf, dem DRK Klinikums Mitte, dem Vivantes Klinikum Berlin Neukdlln und
der Charité Campus Mitte stellen in freundlicher Unterstutzung diese Proben peri-opera-
tiv her und zur Verfugung. Das tumorfreie Normalgewebe dieser Proben findet dabei Ver-
wendung. Alle Patienten wurden vor der Operation uber die Probenentnahme aufgeklart
und gaben ihr schriftliches Einverstandnis fur die weitere Verwendung ihres Gewebes zu
Forschungszwecken. Die Studie wurde von der Ethikkommission der Charité (Projekte
WEAZ2/050/08 und EA2/023/07) genehmigt. Das Lungengewebe wurde nach der Ent-
nahme in sterilem RPMI-1640 gekuhlt bei 4°C per Bote an das Labor verschickt. Dort
wurden die Gewebeproben unmittelbar prapariert und mit einem Skalpell in einer Pet-
rischale auf Eis in ca. 1 mm dunne Scheiben geschnitten. Die Stlicke wurden gewogen,
mit zusatzfreiem RPMI-1640 gewaschen und in 24-well-Platten tber Nacht bei 37 °C und
5 % CO2 mit je 1,5 ml RPMI-1640 (mit 30 % BSA, 1 % Glutamin, 1 % Penicillin/Strepto-
mycin) inkubiert. Am nachsten Tag erfolgte die Uberfiinrung in ein mit 250 yl Medium
gefullten 8-well Ibidi u-slide. Vor jeder Versuchsreihe wurden die Proben fur 1 h bei 37
°C und 5 % COz2 vor inkubiert.

2.2.2 Influenza-A-Virus Infektion von Zellkulturen und humanem Lungengewebe

2.2.2.1 Virusvermehrung

Far die Vermehrung von H3N2 A/Panama/2007/1999 und A/Puerto Rico/8/34 (NS1-GFP)
wurden MDCK-Zellen verwendet. Die Zellen wurden dafur in T75-Zellkulturflaschen kul-
tiviert und nach Erreichen einer Zelldichte von 95 % eingesetzt. Die Infektion erfolgte
nach einmaligem Waschen mit PBS mit einer Multiplizitat der Infektion (MOI) von 0,001
fur 45 min bei Raumtemperatur. Nach jeweils 10 min wurden die Flaschen geschwenkt,
um eine gleichmafige Verteilung der Viren zu erreichen. Die Virusverdinnungen erfolg-
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ten in PBS™/BSA und es wurden je 1 ml pro Zellkulturflasche eingesetzt. Die Viren wur-
den abgesaugt und die Zellen mit frischem MEM (mit 10 % FCS, 1 % Glutamin, 1% Pe-
nicillin/Streptomycin) inkubiert. Das Medium wurde zuvor mit 1 mg/ml TPCK-Trypsin ver-
setzt, welches fur die Produktion von neuen infektiosen Viren notig ist. Nach 48 h Inku-
bation wurden die Zelliberstande abgenommen, bei 2500 rpm fir 5 min zentrifugiert und
aliquotiert fur eine Lagerung bei -80 °C.

2.2.2.2 Plaqueassay

Der Virustiter von H3N2 A/Panama/2007/1999 wurde mittels eines Avicel-Plaqueassay
ermittelt, welcher die Quantifizierung von infektiosen Viruspartikeln in einer virushaltigen
Losung ermaglicht. Auf Grundlage des zytopathischen Effekts von IAV auf Zellen wird ein
Virustiter ermittelt und als plaquebildende Einheit (plaque forming unit, pfu) angegeben.
MDCK-Zellen wurden in 12-well Platten ausgesat und 24 h nach Erreichen der Konfluenz
mit je 150 pl einer Verdunnungsreihe, der zur Uberprufenden Probe, infiziert. Die Verdun-
nungen (10" bis 10-'°) wurden mit PBS in 1,5 ml Reaktionsgeféaften angefertigt. Das Virus
wurde fur 45 min schwenkend bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde Avi-
celmedium, welches mit 1 mg/ml TPCK-Trypsin versetzt war, auf die Zellen gegeben und
fur 48 h im Zellkulturschrank inkubiert. Das Medium stellt sicher, dass ausschlieRlich an-
grenzende Zellen infiziert werden und die ausgebildeten Plaques im Zellrasen der Virus-
verdinnung entsprechen. Nach 48 h Inkubationszeit wurde das Avicelmedium durch
grundliches Waschen mit PBS entfernt bis keine Avicelflocken mehr sichtbar waren. An-
schlielend wurden die Zellen mithilfe einer 10 % Formaldehyd- und 1 % Kristallviolettlo-
sung fixiert und gefarbt. Die Plaques wurden ausgezahlt und die pfu/ml zusammen mit
dem eingesetzten Volumen errechnet. Auf dieser Grundlage konnte die MOI fur alle Zell-

kulturexperimente ermittelt werden.

2.2.2.3 Infektion von Zellen

Fur die Infektionsversuche mit Pan/99(H3N2) wurden A549-Zellen ausgesat und am
nachsten Tag fur die Infektion vorbereitet. Zur einheitlichen Infektion wurde eine MOI von
5 gewahlt. Die hohe MOI gewahrleistete, dass alle Zellen infiziert wurden. Das Virus
wurde mit phenolrotfreiem Hams F12 (mit 0,3 % BSA, 1 % Glutamin) verdinnt, die Volu-
mina wurden je nach Versuchsaufbau an die jeweiligen Zellkulturschalen angepasst. Das
Medium wahrend der Infektion enthielt kein TPCK-Trypsin und die MOI wurde fur die
zuvor gewahlten Zellzahlen bei der Aussaat errechnet; basierend auf einem theoreti-
schen Wachstumsfaktor von 2. Das Kulturmedium der Zellen wurde nach einmaligem
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Waschen mit PBS durch phenolrotfreiem Hams F12 (mit 0,3 % BSA, 1 % Glutamin) mit
H3N2 bzw. ohne Virus zur Kontrolle ersetzt. Anschliefend erfolgte die Inkubation in ei-
nem Zellkulturschrank fur die entsprechenden Zeitpunkte (1, 16, 24 und 48 h). Zu ent-
sprechenden Zeitpunkten wurden die Zellen entweder fur die Lebendzellmikroskopie vor-
bereitet, fixiert fur Immunfluoreszenzanalysen oder fur die Proteinextraktion lysiert. Fur
die Quantifizierung von Viruspartikeln wurden die Zelluberstande gesammelt, bei 13000

rpm fur 10 min und 4 °C zentrifugiert und aliquotiert bei - 80°C gelagert.

2.2.2.4 Infektion von humanem Lungengewebe

Fur die Infektion humanen Lungengewebes wurden die Proben auf einem sterilen Tuch
trocken getupft und zusammen mit dem in RPMI-1640 (mit 30 % BSA, 1 % Glutamin, 1
% Penicillin/Streptomycin) verdunnten PR8 NS7-green fluorescent protein (GFP) (H1N1)
Virus jeweils in ein well eines Ibidi u-slide gegeben. Fur die Darstellung der Zellorganellen
wurden die Lebendfarbstoffe Tetramethylrhodamin Ethyl Ester (TMRE), CellEvent™
Caspase-3/7Green Substrat, MitoTracker®Orange und Syto82, der die DNA in Zellker-
nen markiert, verwendet. Das Gewebe wurde je nach Fluoreszenzfarbstoff fir 30 min bis
2 h vor der Messung mit dem Farbstoff im Zellkulturschrank inkubiert, anschlie®end drei-
mal mit HBSS gewaschen und mit neuem Medium versehen. Das Caspase 3/7-Substrat
wurde direkt auf die Lungenproben gegeben, ohne den Farbstoff auszuwaschen. Die Le-
bendzellmikroskopie erfolgte Uber 48 h bei 37 °C und 5% CO:in einem Zellinkubator.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Proteinextraktion und Proteinquantifizierung

Fur die Proteingewinnung wurden A549-Zellen in 6-Well Platten mit einer Zellzahl von
1x10° pro well in 1 ml ausgesat und am nachsten Tag infiziert. Zur Vermeidung der De-
gradation durch Proteasen erfolgten alle Arbeitsschritte auf Eis. Das Infektionsmedium
wurde abgesaugt und es folgte die Zugabe von 100 pul eiskaltem Phospho-Zelllyse-Puffer.
Nach 10 min Inkubationszeit wurde das Zelllysat mit einem Zellschaber abgelost und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal} uberfuhrt. Um die Proteine vom uberschussigen Zellabfall zu
befreien wurden die Proben fur 10 min bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Anschlie-
Rend wurde der Uberstand abgenommen und die Proben bis zur Weiterverarbeitung bei
-20 °C gelagert. Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mithilfe eines DC-
Protein-Assays und wurde nach Herstellerangaben durchgefuhrt. Der DC-Protein-Assay

ist ein kolorimetrisches Verfahren, welches auf der Methode der Proteinbestimmung nach
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Lowry basiert [105]. Nach Zugabe von Folin-Ciocalteau-Phenol-Reagens zu einem zuvor
gebildeten Kupfer-Protein-Komplex wird das Reagens zusammen mit Kupfer im Komplex
reduziert. Die Absorption kann bei der Wellenlange von 750 nm gemessen werden und
korreliert mit der Menge des vorhandenen Proteins. Anhand der Standards von 1,5-0,2
mg/ml BSA wurde eine Standardkurve erstellt. Anschlielend wurden die Lysate 1:4 mit
4 x Lammli-Puffer verdunnt, fur 5 min bei 95 °C auf einem Heizblock denaturiert und bei
-20 °C gelagert.

2.2.3.2 Western Blot

Die Proteine wurden anhand ihres Molekulargewichts in einem 12 %igen SDS-Trenngel
mittels Gelelektrophorese aufgetrennt. Das Trenngel und das Sammelgel, welches die
Probensammlung vor der Auftrennung ermaoglicht, wurden in einer Giel3vorrichtung zwi-
schen zwei Glasplatten gegossen. Die Gele wurden anschlieRend in eine Laufkammer
gespannt und die Kammern mit einem geeigneten Laufpuffer gefullt. Fur die Proteinauf-
trennung wurden pro Gel je 60 oder 80 ug Protein eingesetzt. Zusatzlich wurde fur jedes
Gel ein vorgefarbter Proteinmarker als Grofienmarker mitgefuhrt. Die Proteinauftrennung
erfolgte bei 100-120 V und die Gelelektrophorese wurde gestoppt, sobald die Proben den
unteren Rand des Gels erreicht hatten. Im Anschluss wurden die zuvor aufgetrennten
Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Tragermembran fur 1 h bei 100 V transferiert. Der
Transfer erfolgte in einer mit eiskalten Transferpuffer gefullten Blotkammer, in welcher
die Trenngele zusammen mit der Tragermembran und zwei Lagen Whatman-Papier pro
Seite eingespannt wurden. Um den Erfolg des Western Blots zu Uberprifen und die Pro-
teine auf der Membran zu fixieren, wurde eine PonceauS-Farbung durchgefuhrt. An-
schlieBend wurde die Membran fur 1 h in 5 % Milchpulverlésung schwenkend bei RT
inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die primaren Antikorper wur-
den im Verhaltnis 1:1000 fur die ECL-basierte Detektion in 5 % Milchpulverlosung oder
fur die LICOR-basierte Detektion in Odyssey-Puffer verdiannt und bei 4 °C Uber Nacht
inkubiert. In einem dreimaligen Waschgang wurde der Uberschiussige Primarantikorper
von der Membran entfernt und die Membran anschlieRend fur 1 h schwenkend bei RT
mit einem entsprechenden sekundaren Antikorper inkubiert. Die eingesetzten Sekun-
darantikorper fur die Detektion mittels ECL wurden in 5 % Milchpulverlosung im Verhalt-
nis 1:20000 verdunnt, die fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikorper fur das LICOR-
System in Odyssey Puffer im Verhaltnis 1:2000. Nach dreimaligem Waschen erfolgte die
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Detektion entweder direkt in einem LICOR-Scanner oder die Membran wurde nach Her-
stellerangaben mit einem ECL-Reagenz inkubiert und mithilfe eines Rontgenfilmes be-
lichtet. Die Caspasen 3, 8 und 9 wurden mittels ECL detektiert und das dazugehorige
Aktin auf derselben Membran mittels LICOR Odyssey nachgewiesen.

2.2.4 Immunhistochemie

2.2.4.1 Probenfixierung

Zur indirekten Immunfluoreszenzanalyse wurden A549-Zellen in einem 8-well Ibidi u-
slide, die einen optischen Glasboden besitzen, mit einer Zellzahl von 7 x 104 pro well in
250 ul ausgesat. Am nachsten Tag folgte die Infektion mit Pan/99(H3N2), um 48 h nach
Beginn der Infektion die Zellen mit einer 3,7 %igen Paraformaldehydldésung (PFA) zu fi-
xieren. Nach Absaugen des Mediums wurden die Zellen mit 200 pl PFA versetzt, welches
fur 15 min bei RT unter dem Abzug mit den Zellen inkubiert wurde. Im Anschluss folgte

ein dreimaliger Waschvorgang mit PBS.

2.2.4.2 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Detektion von Zellorganellen- und strukturen mittels Fluoreszenzfarbstoffen wurden
A549-Zellen nach der Fixierung fur 5 min bei RT mit 1 % Triton (200 pl je well) inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen dreimalig mit PBS gewaschen. Es folgte eine 30-minu-
tige Inkubation mit Blockingmedium (PBS, 1 % BSA, 0,05 % Tween-20 mit 5 % des Se-
rums vom Sekundarantikorper), was unspezifische Bindungen der Antikorper verhindert.
Das Medium wurde anschlielfend abgenommen und die Zellen mit 200 pl des in PBS (mit
1 % BSA, 0,05 % Tween-20) verdunnten Primarantikorpers bei 4 °C Gber Nacht inkubiert.
In einem dreimaligen Waschvorgang mit PBS wurde der uberschussige Primarantikorper
von den Zellen entfernt, um anschlieend den Sekundarantikdrper erneut bei 4 °C Uber
Nacht zu inkubieren. Fur einige Experimente erhielten die Zellen eine zweifache Fluores-
zenzfarbung und der Vorgang wurde wiederholt. Am nachsten Tag wurden die Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und zur Farbung der Zellkerne fur 20 min bei RT mit 200 pl
4’,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)-L6sung versehen. Es folgte ein dreimaliger Wasch-
vorgang und die Zellen wurden fur die Experimente mittels hochauflosender Mikroskopie
in 200 yl CFM3-Medium oder PBS, welches zuvor mit 0,01 % Natriumazid versetzt wurde,

bei 4 °C gelagert.
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2.2.5 Lebendzell- und gewebsmikroskopie

Fur alle Experimente der Lebendzell- und Gewebsmikroskopie erfolgte die mikroskopi-
sche Auswertung mithilfe des LSM 780 Mikroskop, einem konfokalen Laser-Scanning-
Mikroskop der Firma Zeiss. Fur die Aufnahmen wurden die folgende Objektive verwen-
det: 40x Wasser-Objektiv (Plan Apochromat, Differentialinterferenzkontrast-DIC) M27,
Numerische Apertur 1,2) und ein 63x OIl-Objektiv (Plan Apochromat, DIC M27, Numeri-
sche Apertur 1,4). Wahrend der Lebendzell- und gewebsmikroskopie wurden die Kultur-
platten in einer speziellen Inkubationskammer im Mikroskop platziert. Damit konnten
stabile Kulturbedingungen von 37 °C und 5 % COz Uber einen Zeitraum von 48 h konti-
nuierlich aufrechterhalten werden. Die verwendeten Zellmedien wurden fur jeden Ver-
such vorgewarmt auf die Zellen bzw. auf das Gewebe gegeben. Spezielle Messungen
mittels Lebendmikroskopie werden in den folgenden Kapiteln aufgefuhrt.

2.2.5.1 Mitochondriales Membranpotential und Caspasen-3/7-Aktivierung

Das mAW wurde zusammen mit der Aktivierung von Caspasen 3/7 wahrend der
Pan/99(H3N2) Infektion in einer Zeitserie Uber 48 h gemessen. Zunachst wurden A549-
Zellen fur 30 min mit 10 nM TMRE inkubiert, welches abhangig vom mAWY in alle Mito-
chondrien diffundiert. Der Uberschussige Fluoreszenzfarbstoff wurde anschlieRend mit-
tels eines dreimaligen Waschvorgangs abgewaschen und das Medium durch phenolrot-
freies Hams F12 (mit 0,3 % BSA, 1 % Glutamin) mit Pan/99(H3N2) bzw. ohne Virus er-
setzt. FUr die Messung der Apoptoseinduktion wurde das Medium zusatzlich mit dem
CellEvent™ Caspase-3/7-Green-Substrat versetzt (im Verhaltnis von 1:500 verdunnt).
Das Substrat besitzt eine DEVD-Peptid-Sequenz, welche mit einem Nukleinsdurefarb-
stoff verbunden ist. Die Sequenz verhindert, dass der Farbstoff an die DNA bindet,
wodurch initial keine Fluoreszenz messbar ist. Mit der Anwesenheit aktivierter Caspasen
3/7 wird der Farbstoff von dem DEVD-Peptid abgespalten und kann an die DNA binden,
wodurch ein Fluoreszenzsignal im Zellkern sichtbar wird. Das TMRE- und Caspasen-3/7-
Signal wurde uber einen Zeitraum von 48 h kontinuierlich alle 10 min aufgenommen. Far
die Berechnungen des mAW pro Zelle wurde das TMRE-Signal, welches auf die Kontrolle
normiert war, auf die gesamte Zellzahl relativiert. Fur die Messung des Caspase-3/7-Sig-
nals nach Zugabe von Apoptose induzierender Substanzen wurden A549-Zellen in 96-
well-Platten ausgesat. Es folgte die Infektion mit Pan/99(H3N2) und die Stimulation mit
entsprechenden Substanzen fur 48 h. Die Caspasen-3/7-Aktivitat wurde unter Inkubation
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mit 2,5 mM H20O2, 4 uM Staurosporin und 1 ug/ml Pneumolysin gemessen. Das Fluores-
zenzsignal wurde an den entsprechenden Zeitpunkten bei einer Wellenlange von 530 nm

in einem Mikroplatten-Reader gemessen.

2.2.5.2 Messungen intrazellularen ATP-Konzentration mittels Forster-Resonanz
-Energie-Transfer

Far die mitochondriale und zytosolische Bestimmung der ATP-Konzentration erfolgte die
Transfektion mit den Plasmiden beider ATP-Sensoren wie in Kapitel 2.2.1.5 beschrieben.
Die Messungen basieren auf dem FRET-Mechanismus, bei dem ein strahlungsfreier
Energietransfer zwischen einem Donor- und Akzeptorchromophor erfolgt. Fur den effek-
tiven Transfer wird eine Distanz zwischen beiden Chromophoren von maximal 10 nm
bendtigt und das Emissionsspektrum des Donors muss mit dem Absorptionsspektrum
des Akzeptors Uberlappen [106]. Der FRET-basierte ATP-Sensor ATEAM setzt sich aus
einem Fluoreszenzpaar zusammen. Dabei ist das cyanfluoreszierende Protein (CFP) mit
der monomeren Variante des Venus-Proteins, ein gelb fluoreszierendes Protein (YFP)
Uber die e-Untereinheit der FoF+-ATP-Synthase von bacillus subtilis verbunden. Die phy-
siologische Rolle der e-Untereinheit ist die Regulation der FoF1-ATP-Synthase abhangig
von dem intrazellularen ATP-Gehalt. Nach der Bindung von ATP verandert die Unterein-
heit ihre Konformation von einer relaxierten in eine gefaltete Form, wodurch die rdumliche
Nahe beider Fluoreszenzproteine variiert. In Anwesenheit von ATP faltet sich die Un-
tereinheit zusammen und verringert die Distanz beider Proteine zueinander, auf diese
Weise wird die FRET-Effizienz verstarkt und Licht vermehrt bei 527 nm emittiert. Die re-
laxierte Form bei lokal geringeren ATP-Konzentrationen verringert die raumliche Nahe
des Akzeptors YFP zum zugehorigen Donor, der FRET-Effekt verringert sich und Fluo-
reszenzenergie wird groftenteils bei 475 nm von CFP emittiert. Wahrend das eine
ATEAM-Konstrukt hauptsachlich im Zytosol exprimiert wird (cytoATEAM), wurde durch
eine zusatzlich am N-terminalen Ende lokalisierte mitochondriale Signalsequenz (2x Cy-
tochrome C-Oxidase-Untereinheit VIIl) eine mitochondriale Lokalisierung erreicht (mito-
ATEAM) [102]. Fur die exakte Trennung der sehr ahnlichen Emissionsspektren von CFP
und YFP wurde bei der Analyse der FRET-Signale spektrale, konfokolae Lebendzellmik-
roskopie eingesetzt. Die ATP-Sensoren wurden in allen FRET-Experimenten bei einer
Wellenlange von 458 nm angeregt. Bei der mikroskopischen Auswertung wurden je Zeit-
punkt und Kondition mindestens 10 Zellen pro Experiment analysiert.
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2.2.5.3 Mitochondriale Motilitat

A549-Zellen wurden in einem 8-well u-slide (ibiTreat) mit einer Zellzahl von 7x10* pro
well in 250 pl ausgesat und am Tag darauf mit Pan/99(H3N2) infiziert. Nach entsprechen-
den Zeitpunkten (1, 16, 24 und 48 h) wurden die Zellen mit MitoTracker®Orange fur 30
min im Zellkulturschrank gefarbt. Der Fluoreszenzfarbstoff wurde in phenolrotfreiem
Hams F12 (mit 0,3 % BSA, 1 % Glutamin) verdunnt mit einer Endkonzentration von 100
nM. Die Zellen wurden anschlieRend dreimal mit PBS gewaschen, danach mit frischem
Medium versetzt und fur eine kurze Zeit in der Inkubationskammer kalibriert. Die mito-
chondriale Motilitat wurde Uber eine Zeitreihe alle 3 s visualisiert und die Bewegungen
einzelner Mitochondrien mittels eines automatisierten Trackingprogramms der Bildanaly-
sesoftware Imaris gemessen. Dabei wurden zufallig ausgewahlte Bildausschnitte der
Kontrolle und infizierten Probe mit je 10-20 Zellen pro Experiment analysiert. Mithilfe der
Software Imaris wurde ein geeigneter Filter fur die Messung einzelner Mitochondrien Uber
die aufgezeichnete Zeitserie generiert. Die Auswahl und Einstellungen des Trackingpro-
gramms erfolgten mit freundlicher Unterstitzung von Dr. Andreas Nehrlich. Folgende Pa-
rameter des Programms fur die Analyse wurden dafur ausgewahlt: Diameter = 1.0 ym,
Hintergrundsubtraktion, maximale track-Entfernung = 3 ym, maximum gap size = 0 Bil-
der, Trackingalgorithmus = autoregressive Bewegungen. Tracks mit einer Lange von
<0.355 pm bis >8 ym wurden von der Messung ausgeschlossen. Je Zeitpunkt und Kon-
dition erfolgte die automatisierte Auswertung von mindestens 8-10 Zellen pro Bildaus-
schnitt.

2.2.6 Spektrale Konfokalmikroskopie

Die Methode der Fluoreszenzmikroskopie stutzt sich auf die Eigenschaft von Fluorochro-
men, welche das Licht einer bestimmten Wellenlange absorbieren und anschlief3end
Licht einer langeren Wellenlange emittieren konnen. Allerdings wird das Licht bei Proben
wie beispielsweise Lungengewebe, was eine Schnittdicke von etwa 10 ym besitzt, auch
ober- und unterhalb der Fokusebene emittiert. Die ursprunglich scharfe Aufnahme verliert
an Bildqualitat und zuvor sichtbare Strukturen der Probe werden moglicherweise nicht
mehr optisch aufgeldst. Zur Umgehung dieses Problems wurde bei der konfokalen Mik-
roskopie eine Lochblende vor dem Detektor eingefuhrt, welche Lichtsignale au3erhalb
der Fokusebene ausblendet. Die Blende ist derartig angeordnet, dass ihre Offnung und
der Beleuchtungspunkt in der Probe gleichzeitig im Fokus, zueinander konfokal sind.

Folglich wird nur die Fluoreszenz einer optischen Ebene detektiert, was zu einer deutlich
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hoheren optischen Auflosung und einem starkeren Bildkontrast im Vergleich zur her-
kommlichen Lichtmikroskopie fuhrt. Das konfokale Fluoreszenzbild entsteht durch das
digitale Zusammensetzen der einzelnen Bildpunkte, die zuvor durch punktférmiges Ab-
tasten der Probe mithilfe eines Laserstrahls erfasst wurden. Durch Verschieben der Fo-
kusebene konnen die Proben in viele optische Schnitte zerteilt werden, welche dann zu
einem dreidimensionalen Bildstapel zusammengesetzt und digital verarbeitet werden.
Humanes Lungengewebe weist einen hohen Anteil an kollagenen Fasern auf, sodass
sich bei Mikroskopie dieses Gewebes die Problematik der Autofluoreszenz ergibt. Die
spezifischen Spektren der eingesetzten Fluoreszenzfarbstoffe werden Uberlagert und
Strukturen im Praparat konnen nicht mehr sicher zugeordnet werden. Zur Umgehung des
Problems wurde die Methode des spektralen Entmischens bei allen Experimenten der
Lebendgewebsmikroskopie angewendet. Dabei wird das emittierte Fluoreszenzsignal
der Probe Uber ein Prisma im Mikroskop in seine einzelnen Wellenlangen aufgetrennt
und anschlie®end Uber einen Spektraldetektor mit 32 Kanalen den etwa 8 nm breiten
Bildkanalen (A-Kanale) zugeordnet. Das Ergebnis ist ein Bilddatensatz, dessen Pixel die
gesamte spektrale Information enthalt. Die Anteile der verschiedenen Fluoreszenzsig-
nale von Uberlagerten Spektren kdnnen anschliel3end mittels zuvor gemessener Refe-
renzspektren in jedem Bildpixel errechnet und voneinander getrennt werden [106].

2.2.7 Hochauflosende Mikroskopie

Far die sogenannte 3D structured illumination microscopy (SIM) ein Verfahren der hoch-
auflésenden Mikroskopie, wurde ein ELYRA PS.1 Mikroskop mit einem 63x OI-Objektiv
(Plan Apochromat, DIC M27, Numerische Apertur 1,4) verwendet. Bei diesem Verfahren
wird ein 3D-Datensatz der Probe mit einem strukturierten, raumlich angeordneten Anre-
gungslicht erstellt. Zur Erzeugung des SIM-Rohbilddatensatz wurden 15 bzw. 25 Bilder
jeder Ebene mit funf Phasenverschiebungen und drei oder funf Drehungen eines Linien-
gitternetzes aufgenommen. Aus diesem 3D-Rohbilddatensatzes wurde anschlielRend ein
Bild mit gesteigerter Auflosung errechnet. Fur die Bildverarbeitung wurde die ZEN 2.1

Software mit automatisch determinierten Parametern des Herstellers verwendet.

2.2.8 Bildanalyse

Die Bilderfassung und -verarbeitung erfolgte mittels ZEN 2012 Software der Firma Zeiss.
Fur die Quantifizierung des Caspase-3/7-Signals und mAY wurde jeweils eine recht-
eckige region of interest (ROI) in dem Bildausschnitt platziert. Der Bildausschnitt wurde
als 2 x 2 bzw. 3 x 3 tile scan aufgenommen und enthielt ca. 250-500 Zellen. Aus der
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Intensitat aller Bildpunkte in der ausgewahlten ROl wurde der Mittelwert gebildet. An-
schlieRend wurde die Differenz von Werten der Kontrolle und Infektion ermittelt, wobei
die Kontrollwerte das jeweilige Hintergrund Fluoreszenzsignal darstellten. Um das mAW
einzelner Zellen im Bildausschnitt zu messen, wurde die Zellzahl zu den Zeitpunkten
1,16, 24 und 48 h mithilfe eines Zusatzprogrammes von Fiji/lmaged manuell gezahlt und
der resultierende Wert vom Mittelwert der maximalen Intensitat der Bildpunkte subtra-
hiert. Bei Vergleichen von mehreren Bildern wurden die gleichen Einstellungen fur die
Intensitaten einzelner Fluoreszenzfarbstoffe verwendet. Samtliche Bildanalysen erfolgten
mit freundlicher Unterstutzung von Dr. Andreas Nerlich.

2.2.9 Statistische Auswertung

Alle Experimente wurden mindestens dreimal durchgefuhrt. Die mikroskopischen Abbil-
dungen sind reprasentative Versuchsergebnisse aus 3 voneinander unabhangigen Ver-
suchen mit je 2-5 Bildausschnitten. Die Ergebnisse wurden zudem durch einen zweiten
Untersucher kontrolliert. Flr die Abbildung der Western Blots wurden ebenfalls reprasen-
tative Blots aus 3 voneinander unabhangigen Versuchen dargestellt. Die statistische Aus-
wertung der Daten erfolgte mit GraphPad Prism 7 (Version 7.01). Es wurde nicht von
einer Gauly'schen Normalverteilung der Variablen ausgegangen. Zur Analyse der Daten
wurde eine mehrfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) verwendet. Die Statistischen Signi-
fikanzen wurden wie folgt beschrieben: n.s. nicht signifikant; *p<0,05; **p<0,01;
***p<0,001. Zur graphischen Darstellung wurden die Daten als Mittelwerte + Standard

error of the mean (SEM) der jeweiligen Versuchsreihe angegeben.
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3 Ergebnisse

3.1 Influenza-A-Virus induziert mitochondriale Alterationen und Zelltod im

humanen Lungengewebe

Frihere Untersuchungen am Modell der ex vivo infizierten humanen Lunge zeigen, dass
AEC Il die primaren Zielzellen fur die virale Vermehrung von IAV im Menschen sind [32].
Mithilfe dieses in der Arbeitsgruppe bereits etablierten humanen ex vivo Lungenkultur-
modells sollte nun weiterhin untersucht werden, wie sich der zeitliche Verlauf einer IAV-
Infektion im primaren Zielgewebe hinsichtlich Zelltodinduktion darstellt und ob bzw. zu
welchem Zeitpunkt mitochondriale Alterationen diesen Prozess begleiten.

Um die virusinfizierten AEC Il zu identifizieren, wurde das ex-vivo-Lungengewebe mit
einem GFP-exprimierenden PR8 NS1-GFP(H1N1) Virus infiziert. Das Virus beinhaltet
eine trunkierte NS1-Sequenz und kann damit nicht die wirtsseitig induzierte IFN-Antwort
unterdrucken, jedoch ist es voll vermehrungsfahig und zeigt den gleichen zellularen Tro-
pismus wie andere IAV-Subtypen. Mittels spektraler, konfokaler Lebendgewebsmikro-
skopie wurden zunachst GFP-positive Zellen in den Alveolen identifiziert (Abbildung 5 A).
Erste positive AEC Il traten im Zeitraum von 6-10 h nach Infektion auf. Die dreidimensio-
nale Rekonstruktion des Gewebes mittels z-stacks zeigt das kollagene Gerust der Alve-
ole in weil. Schwarze Areale reprasentieren den luftgefullten Anteil der Alveolen. Die
Syto82 markierten Zellkerne zeigen uninfizierte AEC sowie weitere Zellen des dreidimen-
sionalen Gewebeverbandes (ocker). In weiteren Infektionsexperimenten wurde ein ahn-
liches Vorgehen gewahlt, jedoch der Schwerpunkt auf die zeitliche Verfolgung einzelner
virusinfizierter AEC |l gelegt. Dabei unterblieb die Farbung mit Syto82, welches neben
nuklearer DNA auch Mitochondrien markiert, fur die stattdessen MitoTrackerOrange ver-
wendet wurde (Abbildung 5 B). Zu Beginn der Lebendgewebsmikroskopie (12 h nach
Infektion) waren |AV-infizierte AEC Il (cyan) regular im Gewebeverband verortet und zeig-
ten eine stabile Verbindung mit der Basalmembran sowie elongierte und motile Mito-
chondrien. Jedoch zeigte sich nach ca. 20 h eine zunehmende Fragmentierung/Abrun-
dung und ein Stillstand der Mitochondrien sowie eine sukzessive Ablosung der Zelle von
der Basalmembran. Dieser Zelltodprozess inklusive einer vollstandigen Losldésung von

der Basalmembran war nach ca. 38h abgeschlossen.
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PR8 NS1- GFP(H1N1) 12 h PR8 NS1-GFP(H1N1)

Abbildung 5: Spektrale, konfokale Lebendgewebsmikroskopie von Influenza-A-Virus infiziertem hu-
manen Lungengewebe. (A) Humanes ex vivo Lungengewebe wurde mit PR8 NS1-GFP(H1N1)-Virus infi-
ziert und mitttels spektraler, konfokaler Lebendgewebsmikroskopie visualisiert. In der dreidimensionalen
Rekonstruktion des Gewebes mittels z-stacks zeigen sich das kollagene Gerist (weil3) sowie die luftgefill-
ten Anteile der Alveole (schwarz). Mittels Syto82 wurden die Zellkerne von uninfizierten Alveolarepithelzel-
len (AEC) markiert (ocker). Anhand des positiven GFP-Signals konnten ab ca. 12 h nach Infektion die
virusinfizierten AEC im Zellverband identifiziert werden (griin, weilRe Pfeilspitzen). (B) In der zeitlichen Ver-
folgung einzelner virusinfizierter AEC (cyan, weil3e Sterne) mittels Lebendgewebsmikroskopie war zu Be-
ginn (ca. 12 h nach Infektion) eine stabile Verbindung mit der Basalmembran (weil’e Raute) sowie elon-
gierte und motile Mitochondrien (weif3e Pfeilspitzen) zu beobachten. Ab ca. 20 h zeigten sich eine zuneh-
mende Fragmentierung und ein Stillstand der Mitochondrien. Begleitend konnte eine vollstandige Losl6-
sung von der Zellmembran nach ca. 38 h beobachtet werden. Malstabsbalken A: 20 um; B: 5 pm.

Zur Uberprifung einer effizienten Infektion von IAV im ex-vivo-Lungengewebe wurde die
Anzahl infektidser Partikel nach 1, 16, 24 und 48 h im Uberstand mithilfe eines Plaque-
Assays gemessen. Im Zeitraum von 1 bis 48 h nach Infektion mit einer MOI von 0,1 zeigte
sich ein steiler Anstieg der Replikationskurve von Pan/99(H3N2) als Zeichen einer akti-
ven Virusproduktion. Es konnte ein Replikationsanstieg auf ca. 107 pfu/ml beobachtet
werden (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Replikation von Pan/99(H3N2) im hu-
manen Lungengewebe. Dargestellt ist die Replikations-
kurve von Pan/99(H3N2) mit einer multiplicity of infection
von 0,1 im ex vivo Lungengewebe. Nach Messung der
infektiésen Partikel im Uberstand von ex vivo Lungenge-
webe mittel Plaque-Assay zeigt sich ein steiler Anstieg
im Zeitraum von 1-48 h. Dargestellt sind Mittelwerte
1054 +SEM und reprasentative Bildausschnitte aus 3 unab-
hangigen Experimenten.
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3.2 Infektion und Replikation von Influenza-A-Viren in A549-Zellen

Um die mitochondrialen Alterationen wahrend der |IAV-Infektion besser charakterisieren
zu konnen, wurde im nachsten Schritt ein in vitro Infektionsmodell fur die Lebendzellmik-
roskopie etabliert. Als vergleichbares Modellsystem von AEC Il wurden A549-Zellen ver-
wendet und mit dem saisonalen Pan/99(H3N2) IAV (MOI 5) infiziert. Als Voraussetzung
fur reproduzierbare Ergebnisse sollte zunachst das Infektions-und Replikationsverhalten
von Pan/99(H3N2) in A549-Zellen Uberpruft werden.

Immunfluoreszenzfarbungen gegen virales NP zeigten, dass bei einer MOI 5 alle Zellen
nach 16, 24 und 48 h homogen mit IAV infiziert wurden, was dem zeitlichen Zyklus der
Infektion in humanem Lungengewebe entspricht (Abbildung 7 A). Im Vergleich zur Kon-
trolle (Mock) wurde nach 16 h eine deutliche Expression (grun) im Zytosol von virusinfi-
zierten Zellen beobachtet, die ferner auch nach 24 und 48 h vereinzelt im Zellkern nach-
weisbar waren. Bei der mikroskopischen Betrachtung im DIC-Kanal fiel auf, dass alle
Zellen, die NP-positiv waren, prominente Nukleoli im Zellkern aufweisen, welches als Zei-
chen einer unter Virusinfektion veranderten zellularen Homoostase gesehen werden
kann (Abbildung 7 B). Um eine effiziente Virusreplikation zu bestatigen, erfolgte zu den
festgelegten Zeitpunkten (1, 16, 24 und 48 h) die Messung der Anzahl von infektiosen
Partikeln in den enthommenen Zellkulturiberstanden der virusinfizierten A549-Zellen mit-
tels Plaque-Assay. Im Vergleich zur Infektion im ex vivo Lungengewebe mit einer MOI
von 0,1 zeigte sich, dass Pan/99(H3N2) mit einer MOI von 5 im Zeitraum von 1-16 h nach
Infektion einen Anstieg der Replikation auf ca. 10 pfu/ml aufweist (Abbildung 7 C).
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Nach Erreichen eines Plateaus konnte ab 16 h keine weitere Steigerung der viralen Rep-
likation gemessen werden. Tendenziell war ein geringflgiger Abfall nach 24 h zu be-
obachten.
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Abbildung 7: Etablierung eines Influenza-A-Virus Infektionsmodells in A549-Zellen. (A) Dargestellt
sind A549-Zellen nach Infektion mit Pan/99(H3N2) (multiplicity of infection 5) im Vergleich zur Kontrolle
(Mock). Immunfluoreszenzfarbungen gegen virales Nukleoprotein zeigten nach 16 h eine homogene Ex-
pression im Zytosol von virusinfizierten Zellen (griin), die ferner auch nach 24 h und 48 h vereinzelt im
Zellkern nachweisbar war. (B) Bei der mikroskopischen Betrachtung im DIC-Kanal fiel auf, dass alle Nuk-
leoprotein positiven Zellen prominente Nukleoli im Zellkern aufweisen (weile Pfeilspitze), die in der Kon-
trolle nicht zu sehen waren (offene Pfeilspitze). (C) Bei Messung von infektiésen Partikeln im Zelliiberstand
von virusinfizierten A549-Zellen mittels Plaque-Assay zeigte sich ein Replikationsanstieg zwischen 1-16 h
mit einem Plateau ab 16 h. Dargestellt sind Mittelwerte +SEM und reprasentative Bildausschnitte aus 3
unabhangigen Experimenten. MaRstabsbalken: A und B 20 um; D 5 ym.
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3.3 Influenza-A-Virus induziert ex- und intrinsische Apoptose

Verschiedene Studien konnten zeigen, dass IAV in vitro und in vivo Apoptose induzieren
kann und proteolytisch aktive Caspasen der extrinsischen und intrinsischen Apoptose
dabei involviert sind [51, 81]. Da in den meisten Studien der Nachweis von Caspasen in
Western Blots erfolgte, wurden zunachst die Zelllysate von Mock- bzw. virusinfizierter
A549-Zellen mithilfe dieser Methode auf die Aktivierung von Caspasen 8, 9 und 3 Uber-
pruft. Nach 24 h zeigte sich im Western Blot von Zelllysaten der virusinfizierten A549-
Zellen eine Aktivierung von Caspase 8, eine Initiator-Caspase des extrinsischen Apopto-
seweges, die im geringeren Mal auch nach 48 h noch nachweisbar war (Abbildung 8)).
Die Initiator-Caspase 9 der intrinsischen Apoptose wurde ebenfalls wahrend der IAV-
Infektion ab 24 bis 48 h in A549-Zellen aktiviert. Bei weiteren Untersuchungen zum Nach-
weis der Effektor-Caspase 3 zeigte sich, dass IAV nach 24 h eine Aktivierung dieser in-
duzierte, die nach 48 h wieder leicht abnahm. Eine gleichmaRige Proteinbeladung im
Western Blot konnte in allen Experimenten durch Detektion des konstant exprimierten
Strukturproteins Aktin nachgewiesen werden.
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Abbildung 8: Nachweis aktivierter Caspasen 8, 9 und 3 in Zelllysaten von virusinfizierten A549-Zel-
len. A549-Zellen wurde mit Pan/99(H3N2) bzw. Mock infiziert und nach 16, 24 und 48 h Zelllysate fiir
Western Blot Untersuchungen hergestellt. Nach 24 h konnte eine Aktivierung von Caspase 8, 9 und 3 in
virusinfizierten Zellen beobachtet werden, die ebenfalls weniger stark nach 48 hh48h nachweisbar waren.
Aktin diente als Ladekontrolle fir die Proteinkonzentration. Dargestellt sind reprasentative Western Blots
aus 3 voneinander unabhangigen Experimenten.
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3.4 Caspasen-3/7-Aktivierung und Alteration des mitochondrialen Memb-
ranpotentials wahrend der Influenza-A-Virus Infektion

Obwohl eine Aktivierung von Caspasen 8, 9 und 3 wahrend der IAV-Infektion mittels
Western Blot zu bestimmten Zeitpunkten nachgewiesen wurde, ging aus diesen Unter-
suchungen nicht hervor, welche der Initiator-Caspasen 8 oder 9 tatsachlich zu einer Ak-
tivierung von Caspase 3 und damit Apoptoseinduktion fuhrt. Da die Western Blot Unter-
suchungen Summensignalantworten darstellen, wurde in den nachfolgenden Experimen-
ten mittels konfokaler Lebendzellmikroskopie der zeitliche Verlauf der Caspasen 3/7-Ak-
tivierung wahrend der |AV-Infektion gemessen. Um zu Uberprifen, ob es ursachlich durch
mitochondriale Dysfunktion mit Verlust des mAWY zur Aktivierung von Caspase 9 und so-
mit zur Aktivierung von Caspasen 3/7 kommt, wurde im gleichen Infektionsexperiment
zusatzlich das mAWY in virusinfizierten A549-Zellen bestimmt.

In der Echtzeitmessung der Caspasen 3/7-Aktivierung Uber 48 h wurde ab ca. 1 h nach
Infektion ein kontinuierlicher Anstieg in den virusinfizierten A549-Zellen detektiert (Abbil-
dung A). Ab ca. 20 bis 48 h zeigte die Kurve mit Zunahme des Fluoreszenzsignals von
Caspase 3/7 auch eine zunehmende Steilheit an. Gleichzeitig war bei der Messung des
TMRE-Fluoreszenzsignals (Summensignal Uber Zeit) in der gesamten untersuchten Zell-
population kein Abfall des mAY uUber 48 h zu beobachten (Abbildung 9 B).

Bei mikroskopischer Betrachtung von Einzelzellen zeigte sich, dass in Zellen der virusin-
fizierten Probe im Vergleich zur Kontrolle mit intaktem mAY sowie fehlendem Caspase-
3/7-Signal zwei verschiedene Zustande zu beobachten waren (Abbildung 9 C): Es fanden
sich einerseits Zellen mit einem leicht positiven Caspase-3/7-Signal (grun) im Zellkern
und einem intakten mAW (rot). Andererseits solche Zellen, die ein stark akkumuliertes
Caspase-3/7-Signal bei gleichzeitigem Verlust des mAWY aufwiesen. Daneben fielen in
denjenigen Zellen mit leicht positivem Caspase-3/7-Signal im Zellkern bei noch intaktem
mAWY im Zytosol kleine Vesikel auf. In einem weiteren Infektionsexperiment stellten sich
diese als Autophagievesikel mit abgebautem Caspase-3/7-Substrat dar (data not shown).
Zur Kontrolle der Ergebnisse wurde in einem Experiment untersucht, ob potentiell Zelltod
induzierende Stimulanzien zu einer vergleichbaren Caspasen-3/7-Aktivierung fuhren
(Abbildung 9 D). Messungen der Fluoreszenzintensitat des Caspasen-3/7-Signals zeig-
ten einen starken Anstieg nach 16 h Stimulation mit dem bakteriellen Toxin Pneumolysin
von Streptococcus pneumoniae. Ahnlich zu Pan/99(H3N2) fihrte die Stimulation mit
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Staurosporin, ein potenter Apoptoseinduktor, und H2O2, welches mittels Sauerstoffradi-
kale die Zellen schadigt, zu einer Caspasen-3/7-Aktivierung nach 48 h.

A . '] Mock 48h
. .
g
S 1.5

>x
..
E% 1 J/+
2 10 ) § T
[5]
8
X,
0.5 T T T
0 16 24 48

(o v

Caspase 3/7-Signal
[x-fache der Kontrolle]
=

*%

-
[3,]
1

10 [——

B Pan/99(H3N2)

(5,
1

-z
T =
c 9
O) =
7
~ X
& =
[}
[
3
T o
o c
B8
o%w
3

5 Al O PLY
S
e all = STS
0 T T T T 1 0 - HZOZ
0 10 20 30 40 50 0 16 24 48
Zeit [h] Zeit [h]

Abbildung 9: Echtzeitmessung von Caspasen-3/7-Aktivierung und mitochondrialem Membranpo-
tential in virusinfizierten A549-Zellen mittels konfokaler Lebendzellmikroskopie. Nach Infektion mit
Pan/99(H3N2) wurde in Mock bzw. virusinfizierten A549-Zellen mittels konfokaler Lebendzellmikroskopie
die Caspase-3/7-Aktivierung und das mitochondriale Membranpotential (mAW) iber eine Zeitspanne von
48 h gemessen. (A) Ab ca. 1 h nach Infektion zeigte sich ein kontinuierlicher Anstieg der Caspasen-3/7-
Aktivitat mit zunehmender Steilheit der Kurve ab 20 h. (B) Gleichzeitig konnte lber 48 h in den virusinfi-
zierten Zellen keine Abnahme des auf die gesamte Zellzahl normalisierten mAW detektiert werden. (C) In
der mikroskopischen Betrachtung von Einzelzellen zeigte sich in der Kontrolle (Mock) ab ca. 48 h aufgrund
des intakten mAW eine homogene Farbung der Mitochondrien mit dem Lebendfarbstoff TMRE sowie eine
fehlende Caspasen-3/7-Aktivierung. Bei der virusinfizierten Probe zeigten sich hingegen einerseits Zellen
mit noch intaktem AWm und leicht positiven Caspase-3/7-Signal im Zellkern (griin, weile Pfeilspitze) als
auch solche Zellen mit Verlust des mAW und stark positiver Caspasen-3/7-Aktivierung (grun, offene Pfeil-
spitze). Zudem war in diejenigen Zellen mit intaktem mAW ein Abbau des Caspase-3/7-Substrats in kleine
Vesikel zu beobachten (weille Raute). (D) Dargestellt ist der Anstieg der Fluoreszenzintensitat des Caspa-
sen-3/7-Signals nach Stimulation mit 1 ug/ml Pneumolysin (PLY), 4 uM Staurosporin (STS) und 2,5 mM
Wasserstoffperoxid (H20:2). Im Vergleich zu Pan/99(H3N2) flhrte das bakterielle Toxin PLY bereits nach
16 h zu einer starken Caspase-3/7-Aktivierung, bei STS und H202 hingegen erst nach 48 h. Dargestellt
sind Mittelwerte £+ SEM normalisiert auf die Kontrolle aus 3 unabhangigen Experimenten. (*p<0,05;
**p<0,01; ***p<0,001) und reprasentative Bildausschnitte aus 3 unabhangigen Experimenten. Malstabs-
balken: 20 pym.

3.5 Auswirkungen der Influenza-A-Virus Infektion auf die intrazellulare ATP-
Konzentration

Mitochondrien besitzen eine zentrale Rolle im zellularen Energiestoffwechsel und die trei-
bende Kraft bei der mitochondrialen ATP-Produktion ist das mAWY [72].

Nachdem mittels konfokaler Lebendzellmikroskopie in der Summensignalantwort kein
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Verlust des mAW in virusinfizierten A549-Zellen gemessen wurde, sollte im nachsten
Schritt der intrazellulare ATP-Gehalt unter IAV-Infektion untersucht werden.

Um Echtzeitmessungen von ATP im Zytosol und in Mitochondrien durchzufuhren wurden
FRET-basierte Sensoren verwendet. Lebendzellaufnahmen von A549-Zellen, die zuvor
mit dem cytoATEAM- und mitoATEAM-Konstrukten transfiziert wurden, zeigen jeweils
eine zytosolische bzw. mitochondriale Expression (Abbildung 10 A). Nach Messung der
ATEAM-Spektren beider Kompartimente zeigte sich ein unterschiedliches Verhaltnis der
maximalen Fluoreszenzintensitaten der beiden FRET-Partner CFP und YFP in der spekt-
ralen Lebendzellmikroskopie (Abbildung 10 B).
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Abbildung 10: Charakterisierung von FRET-basierten intrazellularen ATP-Sensoren. Dargestellt sind
A549-Zellen, welche mit den ATP-bindenden FRET-Sensoren cyto-und mitoATEAM transfiziert wurden.
(A) Aufnahmen der Lebendzellmikroskopie zeigen nach 48 h eine zytosolische und mitochondriale Expres-
sion von cytoATEAM bzw. mitoATEAM (griin). (B) Mithilfe spektraler Lebendzellmikroskopie wurden die
jeweiligen Fluoreszenzspektren der beiden FRET-Partner yellow fluorescent protein (YFP) und cyan flu-
orescent protein (CFP) ermittelt. Die Intensitatsunterschiede des YFP- auf CFP- normalisierten Fluores-
zenzsignals in ausgewahlten Regionen (R1 - zytosolisch; R2 - mitochondrial) beider Zellkompartimente
indiziert einen héheren ATP-Gehalt im Zytosol im Vergleich zu den Mitochondrien. Nach Inkubation mit
Oligomycin zeigte sich innerhalb von 30min ein CFP-Signalanstieg zytosolisch, der durch die abfallende
ATP-Konzentration und den konsekutiven Anstieg des FRET-Effektes verursacht wurde. MaRstabsbalken:
5 um.
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Da die Spektren auf das YFP-Signal normalisiert werden, kann der Vergleich der CFP-
Maxima eine Aussage Uber die intrazellulare ATP-Konzentration geben. Ein niedriges
CFP-Signal wird durch einen hohen FRET-Effekt verursacht und reflektiert eine hohe
ATP-Konzentration. Demnach ergaben die Messungen der Fluoreszenzspektren eine ho-
here ATP-Konzentration im Zytosol von A549-Zellen als in den Mitochondrien. In allen
durchgefuhrten Experimenten wurde der ATP-Synthase-Inhibitor Oligomycin als Positiv-
kontrolle verwendet. Nach 30-minuatiger Inkubation mit Oligomycin stieg das CFP-Signal
deutlich an, verursacht durch den Abfall des intrazellularen ATP-Gehalts (Abbildung 10
B, unterer Graph).

Nach erfolgreicher Etablierung der ATP-Sensoren erfolgte die Messung der ATP-
Konzentration in virusinfizierten A549-Zellen im Zeitraum von 1 bis 48 h nach Infektion.
In der Auswertung von maximalen Fluoreszenzintensitaten beider FRET-Partner zeigte
sich im Summensignal aller vitaler Zellen, dass es unter der IAV-Infektion sowohl in Mi-
tochondrien (Abbildung 11 A, oberer Graph) als auch im Zytosol (Abbildung 11 A, unterer
Graph) uber 48 h zu keinem Abfall der ATP-Konzentration kommt. Um eine mdglicher-
weise ineffiziente |AV-Infektion nach Transfektion mit den cytoATEAM-und mitoATEAM-
Konstrukten auszuschlieRen, wurde nach 48 h eine Immunfluoreszenzfarbung gegen vi-
rales NP durchgefluhrt, welche im Gegensatz zur Kontrolle deutlich positiv in den virusin-
fizierten Zellen sichtbar war und somit eine erfolgreiche Infektion auch nach Transfektion
bestatigte (Abbildung 11 B). Oligomycin wurde auch hier als Positivkontrolle mitgefuhrt.
Nach 30-minutiger Inkubation zeigte sich eine Abnahme der ATP-Konzentration um ca.
50 % im Zytosol und um ca. 25 % in den Mitochondrien (Abbildung 11 C).
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Abbildung 11: Intrazelluldre ATP-Konzentration in A549-Zellen wahrend der Influenza-A-Virus Infek-
tion. A549-Zellen wurden mit FRET-basierten ATP-Sensoren transfiziert und anschlieBend Mock- bzw. mit
Pan/99(H3N2) infiziert. Fir die Bestimmung der intrazellularen ATP-Konzentration wurde mittels spektraler
Lebendzellmikroskopie zu den entsprechenden Zeitpunkten (1, 16, 24 und 48 h nach Infektion) die Ratio
beider Fluoreszenzspektren von yellow fluorescent protein (YFP) und cyan fluorescent protein (CFP) im
Zytosol (cytoTEAM) und in Mitochondrien (mitoATEAM) ermittelt. (A) Im Vergleich zur Kontrolle (weil3er
Balken) war unter der Influenza A-Infektion (schwarzer Balken) zwischen 1-48 h im Summensignal vitaler
Zellen kein Abfall des ATP in Mitochondrien bzw. Zytosol detektierbar (B) Zur Uberpriifung der Infektions-
effizienz wurden die virusinfizierten Zellen nach 48 h fixiert und mittels Immunfluoreszenzfarbung virales
Nukleoprotein (rot, weile Pfeilspitze) im Zytosol positiv transfizierter Zellen (grin) markiert. (C)
Mitochondrialer und zytosolischer ATP-Abfall nach 30-minutiger Stimulation mit ATP-Synthase-Inhibitor
Oligomycin. Dargestellt sind Mittelwerte + SEM aus 3 unabhangigen Experimenten. MaRstabsbalken: 10
pm.

3.6 Auswirkung der Influenza-A-Virus Infektion auf die mitochondriale Moti-
litat

Da Mitochondrien sich kontinuierlich entlang des mikrotubularen Netzwerkes bewegen
um ATP zu zellularen Kompartimenten mit hohem Energieverbrauch zu liefern, stellt die
mitochondriale Motilitat neben mAW und ATP-Produktion einen weiteren wichtigen Para-
meter zur Beurteilung der mitochondrialen Funktion dar [55]. Um den Einfluss von IAV
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auf die mitochondriale Matilitat zu untersuchen, wurde mittels Lebendzellmikroskopie und
digitaler Bildanalyse eine Methode zu dessen Quantifizierung etabliert. Interessanter-
weise zeigten die virusinfizierten A549-Zellen nach 16 h einen signifikanten Anstieg der
mitochondrialen Motilitat (Abbildung 12). Im weiteren Verlauf konnte zwischen 24-48 h
kein wesentlicher Unterschied zwischen Kontrollzellen und virusinfizierten Zellen ermittelt
werden. Allerdings handelte es sich auch hier um Summensignale, denn bei der mikro-
skopischen Analyse von Einzelzellen in den infizierten Proben konnte ab 24-48 h in ster-
benden Zellen ein Stillstand der Mitochondrien beobachtet werden, was innerhalb von 1-
2 min zur Apoptoseinduktion fuhrte (data not shown).
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Abbildung 12: Influenza-A-Virus beeinflusst mitochondriale Motilitidt in A549-Zellen. A549-Zellen
wurden mit Pan/99(H3NZ2) bzw. Mock infiziert. Anschlieend wurden die Mitochondrien zu den angebenden
Zeitpunkten (1, 16, 24 und 48 h nach Infektion) mit MitoTrackerOrange markiert. Mithilfe digitaler Bildana-
lyse erfolgte die Messung der mitochondrialen Moatilitat. Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen
virusinfizierten Zellen (schwarze Balken) im Vergleich zu Mock (weif3e Balken) ermittelt werden. Dargestellt
sind Mittelwerte +SEM aus 3 unabhangigen Experimenten (*p<0,05, n.s. nicht signifikant).

3.7 Einzelzellanalysen mitochondrialer Alterationen und Apoptoseinduktion
wahrend der Influenza-A-Virus Infektion

Aufgrund der widerspruchlichen Befunde einer Caspasen-3/7-Aktivierung in |AV-
infizierten A549-Zellen bei gleichzeitig vitalen Mitochondrien mit intaktem mAY sowie un-
eingeschrankter / zeitweise erhohter Motilitat, ergab sich die Annahme, dass durch die
gemessenen Summensignale die zellspezifischen Apoptoseprozesse in ihrem zeitlichen
Verlauf nicht ausreichend erfasst werden. Da sich anhand der Ergebnisse von Abbildung

9 C bereits vermuten lie3, dass unter den virusinfizierten Zellen verschiedene Zustande
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zu beobachten sind und nur diejenigen mit dysfunktionalen Mitochondrien tatsachlich in
Apoptose gehen, sollte im nachsten Schritt auf Einzelzellebene untersucht werden, wel-
che zeitliche Korrelation zwischen mitochondrialen Alterationen und Apoptoseinduktion
wahrend der |IAV-Infektion besteht.

Mittels Lebendzellmikroskopie und anschlieRender Immunfluoreszenzfarbung konnte in
den Kontrollzellen nach 48 h ein intaktes mAW (rot) und ein mitochondrial lokalisiertes
cytochrom C (grun) bei gleichzeitiger Abwesenheit aktivierter Caspasen 3/7 (weil3) beo-
bachtet werden (Abbildung 13 A). Aufnahmen mittels hochstauflosender Mikroskopie
zeigten eine normale mitochondriale Morphologie mit elongierten und miteinander ver-
bundene Mitochondrien (Abbildung 13 B). Hingegen konnten in den virusinfizierten Zellen
ab ca. 48 h wiederum zwei verschiedene Zustande beobachtet werden: Es zeigten sich
Zellen mit positivem Caspasen-3/7-Signal bei intaktem mAWY und fehlender Freisetzung
von cytochrom C sowie einer mitochondrialen Morphologie vergleichbar mit Kontrollzel-
len (Abbildung 13 C), auch wenn bereits im Zellkern eine Kondensation der DNA detek-
tiert werden konnte (Abbildung 13 D).
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Abbildung 13: Caspasen-3/7-Aktivierung unabhangig von mitochondrialer Dysfunktion in virusinfi-
zierten A549-Zellen. Die Bildausschnitte zeigen Mock- bzw. virusinfizierte A549-Zellen in der Lebendzell-
mikroskopie mit Messung von Caspasen 3/7 und mitochondrialem Membranpotential (mAW) bei anschlie-
Render Immunfluoreszenzfarbung gegen cytochrom C. (A) Nach 48 h zeigen die Zellen der Kontrolle
(Mock) eine positive TMRE-Farbung aufgrund des intakten mAW (rot), eine mitochondriale cytochrom C
Lokalisation (griin) und die Abwesenheit von Caspasen 3/7 (weil3). (B) In Zellen der infizierten Probe konnte
eine Aktivierung von Caspase 3/7 bei intaktem mAWY und fehlender cytochrom C Freisetzung beobachtet
werden. (C) Mittels structured illumination microscopy, einem Verfahren der hochauflésenden Mikroskopie,
wurden Mitochondrien hinsichtlich ihrer Morphologie untersucht. Dargestellt sind Mitochondrien in Kontroll-
zellen, bei denen zuvor das mitochondriale Strukturprotein TOM20 und die DNA mittels DAPI markiert
wurden. Hier zeigen sich elongierte und untereinander verbundene Mitochondrien (griin, offene Peilspitze)
sowie ein unauffalliger Zellkern (lila, Stern). (C) Im Vergleich hierzu fand sich in Zellen der mit Influenza A-
Virus infizierten Probe nach 48 h eine Caspasen-3/7-Aktivierung ohne Nachweis von mAW-Verlust und
cytochrom C Freisetzung. (D) Trotz bereits kondensierter DNA im Zellkern (weil3e Pfeilspitzen) zeigen die
infizierten Zellen nach 48 h eine vergleichbare mitochondriale Morpholgie zur Kontrolle (offene Pfeilspitze).
Dargestellt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 voneinander unabhangigen Experimenten. Mal3stabs-
balken A+B: 10 um; C+D: 2 pm.
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Im Gegensatz dazu wurden auch solche virusinfizierten Zellen identifiziert, die Zeichen
der Apoptose wie Verlust des mAW, zytosolisches cytochrom C, Caspasen-3/7-Aktivie-

rung und eine abgerundete Zellform aufwiesen (Abbildung 14 A).

VAN Pan/99(H3N2) 48 h

Pan/99(H3N2) 48 h

Abbildung 14: Mitochondriale Alteration mit cytochrom C Freisetzung und BAX-Aktivierung indu-
ziert Apoptose in A549-Zellen wahrend der Influenza-A-Virus Infektion. Bildausschnitte stellen mit
Pan/99(H3N2) infizierte A549-Zellen in der Lebendzellmikroskopie dar mit Messung von mitochondrialem
Membranpotentials (mAW) und Caspasen-3/7-Aktivierung bei anschlieRender Immunfluoreszenzfarbung
gegen cytochrom C und BCL-2-associated X protein (BAX). (A) Infizierte Zellen zeigen eine vollstandige
Apoptoseinduktion nach Verlust des mAW (rot, weille Pfeilspitzen) und Freisetzung von cytochrom C (griin,
weille Pfeilspitzen) bei einer starken Caspasen-3/7-Aktivierung (weil3, weille Pfeilspitzen) sowie deutlich
abgerundeter Zellenmorphologie. (B) In infizierten Zellen mit geringer Caspasen-3/7-Aktivierung (weil3,
Stern) werden Mitochondrien mit intaktem mAW detektiert (griin, offene Pfeilspitzen). Im Vergleich weisen
Zellen mit positiven BAX-Signal (rot, weil3e Pfeilspitzen) einen Verlust des mAW und starke Aktvierung von
Caspasen 3/7 (weil}, Raute) auf. Dargestellt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 voneinander unabhan-
gigen Experimenten. MaRstabsbalken A: 10um; B: 2um.

Da die mitochondriale Membranpermeabilisierung u.a. durch das Bcl-2-Protein BAX re-
guliert wird, welches Poren in die auldere mitochondriale Membran formen kann [70],
wurde in einem weiteren Infektionsexperiment mit ahnlichen Vorgehen zusatzlich die
Translokation von BAX-Molekulen an Mitochondrien untersucht. Dabei zeigte sich, dass
wahrend der |AV-Infektion in denjenigen Caspasen 3/7 positiven Zellen mit Verlust des
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mAY die BAX-Moleklle sich als punktformige Strukturen an Mitochondrien darstellten
(Abbildung 14 B).

In Aufnahmen mittels hochauflosender Mikroskopie waren die BAX-Molekule deutlich mit
den markierten Mitochondrien in den apoptotischen Zellen der infizierten Probe assoziiert
(Abbildung A und B). Bei weiterer Auflosung zeigte sich, dass BAX an der Aulienseite
der stark abgerundeten Mitochondrien verortet ist (Abbildung 15 C).

A Pap/99(H3N2) 48 h B Pan/99(H3N2) 48 h

$ % *

Abbildung 15: Lokalisation von BAX an Mitochondrien von virusinfizierten A549-Zellen. Dargestellt
sind mit Pan/99(H3N2) infizierte A549-Zellen, welche zuvor gegen BCL-2-associated X protein (BAX) und
TOM20 markiert wurden. Mittels structureed illumination microscopy, einem Verfahren der héchstauflo-
senden Mikroskopie. (A) Nach 48h Infektion finden sich in Caspase 3/7 positiven Zellen (weil3, Sterne) die
deutlich abgerundeten Mitochondrien (griin, weifte Pfeilspitzen) mit positiver BAX-Farbung (rot). (B und C)
Bei weiterer Aufldsung zeigt sich, dass der Zellkern von infizierten Zellen fragmentiert ist (blau, weiler
Stern) und die BAX-Molekiile an den mitochondrialen Strukturen lokalisiert sind. (weile Pfeilspitzen). Dar-
gestellt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 voneinander unabhangigen Experimenten. Mafstabsbal-
ken: 2 ym.

3.8 Influenza-A-Virus induziert Verlust des mitochondrialen Membranpoten-
tials, BAX-Translokation und Aktivierung von Caspasen 3/7 in der humanen
Lunge

Die Befunde des Zellkulturmodells zeigen, dass die Mitochondrien in virusinfizierten
A549-Zellen uber einen langen Zeitraum der IAV-Infektion intakt sind, obwohl bereits
Caspasen 3/7 aktiviert wurden. Erst in spaten Stadien der Infektion nach ca. 48 h wurde
die Apoptose uber den Verlust des mAW, Rekrutierung von BAX-Proteinen an die Mito-
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chondrien und der Freisetzung von cytochrom C induziert. Um festzustellen, ob vergleich-
bare Prozesse im humanen Lungengewebe zu beobachten sind, erfolgte die Analyse
einzelner mit IAV infizierter AEC Il in der Lebendgewebemikroskopie.

Die Infektion mit PR8 NS1-GFP(H1N1) zeigte ein intaktes mAWY und die Abwesenheit von
aktivierten Caspasen 3/7 in virusinfizierten AEC Il bis zu einem Zeitpunkt von ca. 32 h
(Abbildung 16 A bis C). Im Zeitraum von 40 h bis 48 h war in den IAV-positiven Zellen ein
Verlust des mAW (grun) begleitet von einer Caspasen-3/7-Aktivierung (cyan) zu beobach-
ten. Im weiteren Verlauf kam es zum Stillstand der Mitochondrien (MitoTrackerOrange,

rot) und zu einer sukzessiven Ablosung der apoptotischen Zelle von der Basalmembran.

32 h 40 h 44 h
JAY PR8 NS1-GFP(H1N1)

.
‘ -

Mito ‘féck”éfr '

Abbildung 16: Verlust von mitochondrialem Membranpotential induziert Apoptose in virusinfizerten
Zellen des humanen Lungengewebes wahrend der Influenza-A-Virus Infektion. Dargestellt ist eine
AEC Il im zeitlichen Verlauf der Influenza-A-Virus Infektion. (A) Ausschnitte der Lebendgewebsmikroskopie
zeigen, dass die infizierte Zelle (cyan, weille Sterne) im Zeitraum von 32 h bis 48 h Caspasen 3/7-positiv
(magenta, weilde Pfeilspitzen) wird und (B) es zum Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (mAY)
(grun, weile Pfeilspitzen) kommt. (C) Im weiteren Verlauf war eine Abrundung der Mitochondrien (MitoTra-
ckerOrange, rot, weil3e Pfeilspitzen) sowie eine Loslésung der virusinfizierten, apoptotischen Zelle von der
Basalmembran zu beobachten. MaRstabsbalken: 2um.

Immunfluoreszenzfarbung von mit PR8 NS1-GFP(H1N1) infiziertem ex vivo Lungenge-
webe gegen TOM20 zeigte, dass virusinfizierten AEC Il eine Fragmentierung der Mito-
chondrien aufweisen (Abbildung 17 A bis C).
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Bei zusatzlichen Markierungen gegen BAX war unter denjenigen infizierten Zellen, wel-
che sich ab ca. 48 h nach Infektion im Apoptoseprozess befanden und sich bereits von
der Basalmembran abgelOst hatten, eine positive Farbung zu detektieren (Abbildung 17
D). In Ubereinstimmung mit den Befunden der Zellkulturen war auch hier die punktfor-
mige Struktur der BAX-Molekule mit den abgerundeten Mitochondrien der virusinfizierten
Zellen assoziiert (Abbildung 17 E).
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IaY Pan/99(H3N2) 48 h

Pan/99(H3N2) 48 h

Abbildung 17: Influenza-A-Virus induziert Translokation von BAX zu den Mitochondrien im huma-
nen Lungengewebe. (A bis C) Dargestellt sind Gewebeschnitte von ex vivo Lungengewebe, welches mit
PR8 NS1-GFP(H1N1)-Virus infiziert und gegen DNA und TOM20 markiert wurde. (A) Die zweidimensionale
Gewebedarstellung zeigt die Verteilung von virusinfizierten (blau, weilte Pfeilspitzen) und nicht infizierten
Zellen (gelb, weiler Stern) in der Alveole. (B und C) Ausschnitte zeigen im Vergleich zu nicht infizierten
Zellen (offene Pfeilspitzen) eine Fragmentierung der Mitochondrien (weil3e Pfeilspitzen) in virusinfizierten
Zellen (weilde Pfeilspitzen). (D) Nach Immunfluoreszenzfarbung gegen aktiviertes BCL-2-associated X pro-
tein (BAX) sieht man, dass diejenigen im Apoptoseprozess befindlichen virusinfizierten Zellen (blau, weil3e
Sterne) nach 48 h im Vergleich zu den anderen infizierten Zellen (offene Pfeilspitzen) eine positive BAX-
Markierung aufweisen (rot, weille Pfeilspitzen) (E) Dargestellt ist eine IAV-positive Zelle (linkes Bild, weiler
Pfeil) im Apoptoseprozess. BAX ist deutlich an den abgerundeten Mitochondrien lokalisiert (rechtes Bild,
weille Pfeile). Dargestellt sind reprasentative Bilder aus jeweils 3 voneinander unabhangigen Experimen-
ten. Malistab A+B: 2 um
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der zentralen Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde in einem ex vivo Lungengewebekulturmodell und in vitro
Infektionsmodell (A549-Zellen) der zeitliche Verlauf mitochondrialer Dysfunktionen hin-
sichtlich des Apoptoseprozesses in infizierten AEC Il mittels Lebendmikroskopie und di-
gitaler Bildanalyse untersucht. Ziel war, die Rolle von Mitochondrien im konkreten Ablauf
des |AV-induzierten Zelltodes besser einordnen zu konnen.

Die Beobachtungen der Lebendmikroskopie zeigten, dass die Mitochondrien von infizier-
ten humanen AEC Il und A549-Zellen Uber einen langen Zeitraum wahrend der IAV-
Infektion intakt und motil waren (Abbildung 18 A). Obwohl bereits ein positives Caspase-
3/7-Signal in den infizierten Zellen zu detektieren war, wurden weder Zeichen mitochond-
rialer Dysfunktion noch der morphologischen Apoptose beobachtet. Die Befunde lassen
vermuten, dass Mitochondrien so lange wie moglich wahrend der IAV-Infektion in ihrer
Funktion aufrechterhalten werden, um die Lebensfahigkeit der Zelle und folglich auch die
Virusreplikation zu sichern. Sobald mitochondriale Dysfunktion eintrat, konnte eine Ab-
rundung der Mitochondrien, ein Verlust des mAW, die Rekrutierung von BAX sowie eine
Freisetzung von cytochrom C detektiert werden. Die Zellen zeigten eine starke Caspase-
3/7-Aktivierung und eindeutige Zeichen der Apoptose (Abbildung 18 B). Aktive Caspasen
in infizierten Zellen scheinen somit nicht per se zu beweisen, dass Zellen kurz vor oder
bereits im Zelltod sind, sondern vermutlich auf dem Weg dorthin. Der entscheidende Aus-
I6ser fur eine tatsachliche Apoptoseinduktion wahrend der IAV-Infektion ist hochstwahr-
scheinlich die Dysfunktion der Mitochondrien, worauf zeitlich dann relativ schnell der Zell-
tod folgt.

Hiermit geben die vorliegenden Daten Hinweise auf die zentrale Bedeutung der Mito-
chondrien im IAV-Infektionsprozess bis hin zur Induktion des Zelltodes.

73



Diskussion

A
Zeit nach Oh =——>» 16h =———> 24h ——> 48h 48 h
Infektion
Zelle Zelle tot
lebendig
Motilitat + ++ ++ + -
Morphologie v/ v v v =
ATP + + + + .
mAY + + + + -
Caspase 3/7 - - + ++ +++
cytochrom C mt mt mt mt cyt
BAX - - - - mt

Abbildung 18: Modell der Zelltodprozesse und Rolle von Mitochondrien wahrend der Influenza-A-
Virus Infektion. (A) Uber einen Beobachtungszeitraum von 48 h wahrend der IAV-Infektion werden die
Mitochondrien in ihrer Funktion erhalten, um die Lebensfahigkeit der Zelle und somit auch die Virusrepli-
kation zu sichern. Dabei sind bereits Caspasen-3/7 aktiviert, obwohl weder eine Veranderung der mito-
chondrialen Morphologie noch ein Verlust des mAW oder weitere morphologische Zeichen der Apoptose
zu beobachten sind. Lediglich die Zellkerne der infizierten Zellen weisen prominente Nukleoli als Zeichen
der Virusinfektion auf. (B) Mit Eintritt der mitochondrialen Dysfunktion kommt es in spateren Stadien der
IAV-Infektion zum Verlust des mAY, zur Abrundung der Mitochondrien, der Translokation von BAX, einer
Freisetzung von cytochrom C, einer starken Caspasen-3/7-Aktivierung sowie zu eindeutigen Zeichen der
Apoptose mit Abrundung der ganzen Zelle und zum Stillstand der Mitochondrien. (mt = mitochondrial, cyt
= zytosolisch, mAW = mitochondriales Membranpotential).

4.2 Bedeutung von Apoptoseprozessen fur die Pathogenese der Influenza-
A-Virus Infektion

Neben dem Auftreten von neuartigen IAV-Stammen mit Gefahr einer weltweiten Pande-
mie, stellen vor allem die jahrlichen IAV-Infektionen nach wie vor eine grof3e Bedrohung
fur die Gesundheit der Bevolkerung dar [13]. In Abhangigkeit von Risikofaktoren und
Komorbiditaten kann eine IAV-Infektion sowohl zu einer milden, selbstlimitierenden Er-
kaltungserkrankung als auch zu einer schweren Pneumonie mit Entwicklung eines ARDS
fuhren [12]. Beobachtungen aus Autopsien von Patienten mit schweren Verlaufen erga-
ben, dass IAV einen diffusen Alveolarepithelschaden verursacht, infolgedessen es durch
Exsudation von Flussigkeit und Proteinen zur Stérung des Gasaustausches kam [49,
107]. Als ein wichtiger Pathomechanismus fur die Schaden am Alveolarepithel wird die
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Apoptose von AEC diskutiert. Dabei wird einerseits angenommen, dass eine uUberschie-
Rende inflammatorische Reaktion mit fehlender Selbstlimitierung die Apoptose der AEC
induzieren kann, andererseits scheinen IAV Apoptoseprozesse der Wirtszelle fur ihre ef-
fektive Replikation zu manipulieren [79-81, 98, 108, 109].

Die Untersuchungen an humanen AEC Il und A549-Zellen zeigen, dass mit IAV infizierte
Zellen in Apoptose gehen. Diese Befunde konnte bereits in mehreren Studien in vitro und
in vivo nachgewiesen werden [110-113]. Die vorliegende Arbeit ist die erste ihrer Art, die
explizit den Apoptoseprozess und die Rolle der Mitochondrien im zeitlichen Ablauf der
IAV-Infektion mittels Lebendmikroskopie untersuchte. Hierbei liel3 sich beobachten, dass
infizierte Zellen Uber einen Zeitraum von ca. 48 h wahrend der |AV-Infektion, trotz Akti-
vierung von Caspase 3/7, am Leben erhalten werden. Moglicherweise ist die Schwelle
an aktivierten Caspasen nicht erreicht, um in der Zelle Apoptose zu induzieren, oder IAV
hemmt zugunsten einer effektiven Replikation zellulare Apoptoseprozesse. Aus der Lite-
ratur sind antiapoptotische Eigenschaften des viralen NS1-Proteins bekannt. NS1 wird
zusammen mit NP in frGhen Stadien der Infektion exprimiert und dient der Suppremierung
der zellularen IFN-Abwehr [94, 97, 114]. Zhirnov O. P. et al. beobachteten eine frihzeitige
Apoptoseinduktion und eine damit verbundene verringerte Replikation in Zellen, die mit
einem NS1-defizienten Virus infiziert wurden. Gleichzeitig konnten die Autoren zeigen,
dass die antiapoptotischen Eigenschaften von NS1 in Zellen mit fehlenden IFN-a/IFN-(3-
Antwort ausblieben, sodass sie einen IFN-abhangigen Mechanismus der Apoptoseinhi-
bition vermuteten [97]. Nachfolgenden Studien identifizierten die PI3K und eine ihrer
wichtigsten Effektorkinase PKB, als molekularen Mechanismus fur die NS1 vermittelte
Apoptoseinhibition [98]. Die Bindung von NS1 an die p85-Untereinheit von PI3K resultiert
in eine Aktivierung von PKB, die wiederum eine Inhibition von proapoptotischen Faktoren
wie Caspase 3 und Caspase 9 zur Folge hat [94, 98]. Zudem wird diskutiert, ob das PDZ-
binding motif von NS1, was aufgrund seiner Eigenschaft an das proaoptotische Protein
scribble zu binden, die Apoptose von mit HS5N1 infizierten Zellen reduzieren kann [114].
Als direkte Inhibitoren der Caspasenaktivitat konnten IAPs ebenfalls eine Zielstruktur zur
Unterdrickung einer vorzeitigen Apoptoseinduktion wahrend der IAV-Infektion darstellen.
Interessanterweise zeigte sich in einer Studie von Rodrigue-Gervais I. G. et al., dass I1AP-
defiziente Mause eine erh6hte Anfalligkeit und Mortalitdt wahrend der IAV-Infektion auf-
weisen. Die erhéhte Mortalitat war dabei durch eine vermehrte Nekrose von AEC zu er-

klaren, die zu einer schweren Degeneration der Bronchien und Epithelzellen flhrte. Eine
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Hemmung des Nekrosesignalweges verminderte die Letalitat der IAP-defizienten Mause,
welches die Autoren vermuten lieB3, dass mdglichweise tber die Aktivierung von IAP ein
gewisser Schutz vor Gewebeschaden entsteht. Einen Unterschied hinsichtlich der Virus-
replikation in Wildtypm&usen und IAP-defizienten M&ausen konnte nicht beobachtet wer-
den [115]. Die Ergebnisse der Studie lassen entgegen der vorangegangenen Hypothese
einen Vorteil fur den Wirt, durch den IAP-vermittelten Antagonismus zur Verhinderung
der Epithelzellnekrose, vermuten. Allerdings fehlen Hinweise aus menschlichen Proben,
beispielsweise aus der humanen Lunge, um die tatséchliche Rolle von IAPs wéhrend der
IAV-Infektion aufzuklaren.

Trotz einer verzogerten Apoptoseinduktion wurde in den Versuchen der vorliegenden Ar-
beit in den infizierten A549-Zellen ab Beginn der Infektion ein kontinuierlicher Anstieg der
Caspasen-3/7-Aktivitat gemessen. Die Aktivierung zeigte sich auch in den western blot
Untersuchungen der Caspase 3. Allerdings werden bei dieser Art von Untersuchung alle
Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten analysiert, sodass die Befunde lediglich Summen-
signalantworten darstellen. Dies konnte dazu fuhren, dass andere zellulare Reaktionen
nicht detektiert werden und es folglich zu generalisierten Schlussfolgerungen kommt, die
nicht Zell individuelle Antworten widerspiegeln. So zeigte die Betrachtung einzelner Zel-
len mittels Lebendzellmikroskopie, dass die Mehrheit der Caspase 3/7-positiven Zellen
eine intaktes mAW, kein ATP-Abfall, keine cytochrom C Freisetzung sowie motile Mito-
chondrien aufweisen. Der Nachweis aktiver Effektor-Caspasen scheint demnach nicht
per se zu beweisen, dass Zellen kurz vor oder bereits im Zelltod sind. Aus der Literatur
ist bekannt, dass die aktive Caspase 3 fur eine effektive Virusreplikation notwendig ist:
Caspasen 3/7 konnten in den infizierten Zellen aufgrund der Virusreplikation aktiviert wor-
den sein. Die Studie von Wurzer W. J. und seinen Kollegen zeigten eine geringere IAV-
Replikation in Anwesenheit eines Caspaseinhibitors. Gleichzeitig konnte eine deutlich
verringerte Replikationseffizienz in MCF-7-Zellen beobachtet werden, bei denen eine de-
letion des Caspase-3-Gens vorlag. Durch eine ektope Expression des Proteins konnte
wiederum die virale Replikation auf das 30-fache erhoht werden. Als ursachlich fur die
erniedrigte Virusreplikation fand sich eine Retention der vVRNPs im Zellkern der Wirts-
zelle, was die Formation neuer, infektioser Viruspartikel verhinderte [101]. Ubereinstim-
mend hierzu konnten Hinshaw V. S. et al. bereits im Jahr 1994 eine reduzierte Virusrep-
likation sowie Retention von VRNP in Zellen beobachten, in welcher das antiapoptotische
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Bcl-2-Protein Uberexprimiert war [110]. Der genaue Mechanismus dieses Caspase-ab-
hangigen Exports der vVRNPs wurde durch Muhlbauer D. et al. in einer weiteren Studie
untersucht. Die Autoren beobachteten, dass zum spaten Zeitpunkt der IAV-Infektion eine
Caspasenaktivitat fur die Degradation des Nukleoporins Nup153 notwendig war. Die De-
gradation fuhrte wiederum zu einer Vergro3erung der Zellkernporen in IAV-infizierten Zel-
len, was einen passiven nuklearen Export der neugebildeten vVRNPs ermoglichte. Da die
Replikation von IAV im Zellkern erfolgt und das Virus zur Vervollstandigung seines Rep-
likationszyklus von zellularen Transportmechanismen abhangig ist, vermuteten die Auto-
ren, dass dieser passive Export zu einer effektiven Replikation beitragt [116]. Erganzend
hierzu konnten Zhirnov O.P. et al. beobachten, dass das virale NP in infizierten Zellen
ebenfalls durch aktive Capasen in seine 53 kDA Form gespalten wird, was ebenfalls die
wichtige Rolle der Caspasen wahrend der IAV-Replikation unterstreicht [117]. Es er-
scheint demnach naheliegend, dass IAV eine Caspasenaktivierung induzieren kann. Be-
lege hierfur konnten sich in einer weiteren Studie von Wurzer W. J. et al. finden, welche
die Folgen einer Aktivierung des NF-kB-Signalweges wahrend einer |IAV-Infektion unter-
suchte. Wahrend der IAV-Infektion wurde dort in den infizierten Zellen eine NF-kB ver-
mittelte Expression der proapoptotischen Faktoren wie TRAIL und FasL nachgewiesen.
Eine Inhibition dieser Faktoren fuhrte zu einer verringerten Virusreplikation, gleichzeitig
schien eine Zugabe von rekombinaten TRAIL oder FasL zu einer erhohten Virusproduk-
tion beizutragen [118, 119]. Ubereinstimmend mit diesem Befund konnte bereits in eini-
gen Studien gezeigt werden, dass IAV Uber die proapototischen Faktoren TRAIL und
FasL den extrinsischen Weg Apoptose induzieren kann [84, 112]. Es ist demnach ein
Modell denkbar bei dem die IAV-Infektion Uber eine NF-kB kontrollierte TRAIL und FasL
Expression die Apoptose via auto und parakrine Mechanismen induziert und so Caspa-
sen fur eine effiziente Replikation aktiviert [51, 116]. Zur Prufung dieses Modells sind
weitere Studien notwendig, die einen Zusammenhang der TRAIL-und FasL-Expression
und Caspasenaktivierung untersuchen. Hierbei kdnnte beispielsweise Uberpruft werden,
ob es in Gegenwart eines Caspaseinhibitors zu einer verringerten Aktivierung von NF-kB
und in Folge dessen zur verringerten TRAIL- und FasL-Expression kommt. Interessant
ware aulRerdem die Konzentration von TRAIL und FasL im zeitlichen Verlauf der IAV-
Infektion zu messen, um eine Abhangigkeit von der Caspasen-3/7-Aktivierung festzustel-
len.

Als entscheidenden Ausloser der Apoptose konnte in der vorliegenden Arbeit die Dys-
funktion der Mitochondrien identifiziert werden. Sobald die mitochondriale Dysfunktion in
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den infizierten A549-Zellen eintrat, konnte eine Abrundung der Mitochondrien, ein Verlust
des mAW, die Rekrutierung von BAX, Freisetzung von cytochrom C detektiert werden
und die Zellen zeigten eine starke Caspase-3/7-Aktivierung sowie eindeutige morpholo-
gische Zeichen der Apoptose. Ubereinstimmend mit diesen Ergebnissen ist aus der Lite-
ratur bekannt, dass die mitochondrialen Bcl2-Proteine bei der Apoptoseinduktion wah-
rend der IAV-Infektion involviert sind. Zur Gruppe der proapoptotischen Bcl-2-Proteine
zahlen BAX und BAK, welche die auf3ere mitochondriale Membranpermeabilisierung di-
rekt regulieren, sowie BID, BIM, Bad, die apoptotischen Reize erfassen und BAX/BAK
aktvieren oder antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 hemmen kénnen [70, 120]. McLean J.
E. et al. konnten beispielsweise zeigen, dass die Apoptoseinduktion wahrend der |AV-
Infektion von BAX und BAK abhéngig ist: In Ubereinstimmung mit den Befunden der vor-
liegenden Arbeit zeigte sich in deren Studie ab 24 h eine erhohte Anzahl apoptotischer
Zellen in der infizierten Probe. Zudem war nach 18 h eine cytochrom C Freisetzung und
BAX-Translokalisation zu den Mitochondrien zu beobachten. Ein Mangel an BAX fuhrte
zu einer verminderten Apoptoseinduktion und Virusreplikation, gleichzeitig war in Zellen
mit defizienten BAX vermehrt andere Zelltodwege wie Autophagie zu beobachten. Inte-
ressanterweise war die BAK Expression wahrend der IAV Infektion herunter reguliert.
Zudem kam es in BAK deletierten embryonalen Mausfibroblasten zu einer verstarkten
Apoptoseinduktion sowie verstarkten Virusreplikation von IAV, was die Autoren vermuten
lieR, dass BAK die virale Replikation supprimieren kann und moglicherweise von |IAV
herunter reguliert wird [86]. Das proapoptotische BAD-Protein scheint ebenfalls fur die
Apoptoseinduktion in infizierten Zellen notwendig zu sein: In einer Studie von Tran A. T.
et al. fuhrte die IAV-Infektion zu einer Spaltung von BAD zu spaten Zeitpunkten der Vi-
rusreplikation. In Zellen mit deletierten BAD zeigte sich eine reduzierte cytochrom C Frei-
setzung mit Suppression des intrinsichen Apoptoseweges, welches eine verminderte Vi-
rusreplikation zur Folge hatte [87]. Das der mitochondriale Apoptoseweg moglichweise
auch fur eine effektive Virusreplikation notig ist, demonstrierte eine Studie an infizierten
Zellen, in welcher eine Uberexpression des antiapoptotischen Bcl-2-Proteins mit vermin-
derten Virustiter assoziiert war und zudem mit einer Glykosylierungsstorung von HA kor-
relierte [83]. Zusammenfassend wird die Erkenntnis, dass der mitochondriale Apoptose-
weg wahrend |AV-Infektion moglicherweise zentral involviert ist, damit noch unterstutzt.

Die alleinige Aktivierung der Effektor-Caspasen 3/7 scheint nicht auszureichen, um in den
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infizierten Zellen Apoptose vollstandig zu induzieren. Folglich fihrt erst die mitochondri-
ale Dysfunktion mit Abrundung der Mitochondrien, Verlust des mAW, Rekrutierung von
BAX sowie Freisetzung von cytochrom C zum Zelltod wahrend der IAV-Infektion.

Die ursachlichen Mechanismen, die zur mitochondrialen Dysfunktion und damit zur tat-
sachlichen Apoptoseinduktion fihren, wurden in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht.
Bisher bleibt unklar, ob die Apoptose durch virale oder zellulare Faktoren induziert wird.
Apoptoseprozesse stellen einen wichtigen Mechanismus der zellularen Virusabwehr dar,
um virusinfizierte Zellen zu eliminieren und eine weitere Virusverbreitung zu verhindern
[121]. Allerdings wurden bereits fur PB1-F2, NP, NA, M1, M2 und NS1 proapoptotische
Eigenschaften beschrieben (zusammengefasst in Kapitel 1.5), was nahelegt, dass 1AV
Fahigkeiten erworben hat, um die zellularen Abwehrmechanismen zum Vorteil seiner
Replikation zu nutzen. Dies schlie3t moglichweise eine frihe Induktion der Caspasenak-
tivitat mit ein, aber nicht notwendigerweise die Ausfuhrung des vollstandigen Apopto-
seprozesses, der hochstwahrscheinlich eine antivirale, zellulare Reaktion ist [80]. Da be-
reits gezeigt werden konnte, dass eine Vielzahl von intrazelluaren Signalwegen wahrend
der IAV-Infektion aktiviert werden, konnte die mitochondriale Dysfunktion in den infizier-
ten Zellen durch zellulare Faktoren ausgelost sein [30, 80]. Hierbei konnte insbesondere
die Aktivierung von BAX von Bedeutung sein: grundsatzlich kann die Translokation und
Aktivierung von BAX durch die Interaktion mit proapoptotischen Bcl-2-Proteine, welche
als ,Sensoren“ von zellularen Stressantworten fungieren, verursacht werden. Daruber
hinaus kann BAX direkt durch intrazellulare Homoéostasestdorungen wie pH-Anderungen,
oxidativen Stress oder ER-Stress aktiviert werden [70, 72]. Beispielsweise induziert das
Tumorsuppressor-Protein p53 bei Akkumulation im Zytosol eine BAX-Translokation zu
den Mitochondrien und kann damit direkt zur Apoptoseinduktion fuhren. Klassischerweise
wird p53 bei DNA-Schaden aktiviert, jedoch kdnnen auch Zellstresssignale seine Aktivie-
rung fordern [70, 120, 122]. Verschiedene Studien zeigen, dass wahrend der IAV-
Infektion erhdhte p53-Proteinspiegel mit der Apoptoseinduktion assoziiert sind [92, 123-
126]. Dabei scheint die erhdhte p53-Aktivitat und Apoptose hauptsachlich in spaten Pha-
sen der IAV-Infektion aufzutreten [124, 126]. Shen Y. et al. beobachteten, dass die Ak-
kumulation und Phosphorylierung von p53 eine Aktivierung von BAX in den virusinfizier-
ten Zellen verursachte [124]. Hingegen zeigte sich bei Inhibition von p53 eine erhohte
IAV-Replikation durch Modulation der IFN-Antwort, welches zusatzlich die Funktion von
p53 als antiviralen Faktor im Rahmen der Immunantwort der Wirtszelle unterstreicht
[125]. Somit konnte die erhdhte Aktivitat von p53 in spaten Phasen der |AV-Infektion,
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ausgelost durch z. Bsp. Zellstresssignale und die antivirale Immunantwort, ein potentiel-
ler Mechanismus der BAX-Aktivierung mit konsekutiver Apoptoseinduktion sein. Ande-
rerseits ist denkbar, dass intrazellulare Signalkaskaden von mitogen-activated protein
kinasen (MAPK) an der BAX-Aktivierung beteiligt sind. Diese Hypothese unterstitzend,
konnte eine Studie von Lu X. et al. demonstrieren, dass es jun-n-terminal kinase (JNK)-
abhangig zur Aktivierung von BAX in A549-Zellen wahrend der IAV-Infektion kommt
[127]. Die JNK gehort zur Familie der MAPK, die verschiedenen extrazellularen Signale
in Zellantworten umwandeln konnen. lhre Aktivierung wurde wahrend der IAV-Infektion
beobachtet [128]. Uber direkte Phosphorylierung kann JNK zu einer Konformationsande-
rung von BAX und anschliel3ender Translokation zu den Mitochondrien fuhren und somit
zur Permeabilisierung der mitochondrialen Membran beitragen [129]. Da die Befunde der
vorliegenden Arbeit darauf hindeuten, dass BAX bei der Apoptoseinduktion wahrend der
IAV-Infektion aktiviert wird, kénnen Untersuchungen zu Mechanismen der BAX-
Aktivierung eine Grundlage fur weitere mechanistische Studien bilden.

Abschliel3end ist zu diskutieren, ob A549-Zellen ein geeignetes Modellsystem sind, um
Apoptoseprozesse wahrend der IAV-Infektion zu untersuchen. Die Zellen sind ein haufig
verwendetes Modellsystem fur die Analyse von Virus-Wirt-Interaktionen. Allerdings han-
delt es sich bei diesen Zellen um Abkdmmlinge eines nicht-kleinzelligen Lungentumors
[103]. Ein wesentliches Merkmal von Karzinomzellen ist u.a. die Fehlregulation von
Apoptoseprozessen [130]. Demnach kann nicht ausgeschlossen werden, dass die beo-
bachteten Mechanismen moglichweise nur in diesen Karzinomzellen aufgrund einer dys-
regulierten Apoptose nachzuweisen sind. Zudem sind Zellkulturen zweidimensionale Un-
tersuchungsmodelle: Infektionsprozesse finden nicht in der physiologischen Lungenum-
gebung statt und der Einfluss von anderen typischen Gewebezellen, wie beispielsweise
Alveolarmakrophagen, fehlt. Aus diesen genannten Grinden wurden die zentralen Be-
funde der A549-Zellen im humanen ex vivo Lungenmodell verifiziert (siehe Abbildung 16
und 17). In der Lebendgewebsmikroskopie liel3 sich nachweisen, dass die IAV-infizierte
AEC Il Uber einen Zeitraum von ca. 40 h ein intaktes mAW besitzen. Mit Stillstand der
Mitochondrien und Verlust des mAW konnte eine Caspase-3/7-Aktivierung mit konseku-
tivem Zelltod der infizierten Zelle beobachtet werden (siehe Abbildung 16). Auch liel3 sich
mithilfe des ex vivo Lungenmodells in den apoptotischen AEC Il eine Translokation von
BAX zu den Mitochondrien nachweisen (siehe Abbildung 17). Zusammen mit den Befun-
den der Zellkultur unterstreichen diese Ergebnisse die zentrale Bedeutung der Mito-
chondrien wahrend des Apoptoseprozess im |IAV-Infektionsprozess.
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4.3 Auswirkungen der Influenza-A-Virus Infektion auf mitochondriale Funk-

tionen

Mitochondrien sind Zellorganellen, die zentral am Energiestoffwechsel und der zellularen
Immunantwort beteiligt sind. Ihre Fehlfunktion wurde bei der Manifestation verschiedener
Lungenerkrankungen beobachtet [131]. Gleichzeitig haben Viren Mechanismen entwi-
ckelt, um Mitochondrien und den Metabolismus sowie das Uberleben der Wirtszelle fiir
eine effektive Replikation zu modulieren [54, 132]. Als primare Zielzellen von |AV besitzen
AEC Il eine zentrale Rolle bei IAV-induzierten Immunreaktionen und Reparaturprozessen
der Lunge [32, 49, 133]. Strukturell unterscheiden sich AEC Il durch ein groReres mito-
chondriales Volumen von anderen Zellen der Lunge wie Endothelzellen oder AEC | [134].
Dem liegt wahrscheinlich zugrunde, dass sie auf einer kontinuierlichen Energieversor-
gung aufgrund ihrer hohen metabolischen und sekretorischen Aktivitat angewiesen sind,
beispielsweise bei der surfactant Produktion [66, 135]. Da Mitochondrien eine wichtige
Rolle fur die physiologische Funktion der Zielzellen von IAV einnehmen, erschien es na-
heliegend, die direkte Auswirkung der Virusinfektion auf die mitochondrialen Parameter
Motilitat, ATP und mAWY zu untersuchen.

4.3.1 Mitochondriales Membranpotential

Das mAW ist ein wichtiger Indikator fur die Intaktheit von Mitochondrien und Zelle, weil
der Verlust des mAY zu einem Zusammenbruch der mitochondrialen Funktionen fuhrt
und somit einen frihen, irreversiblen Schritt der Apoptoseinduktion darstellt [54, 72, 136].
In den Versuchen der vorliegenden Arbeit war das mAW sowohl in AEC Il der Lunge als
auch in A549-Zellen uber langen Zeitraum der IAV-Infektion stabil. Erst bei Analyse auf
Einzelzellebene zeigte sich, dass es mit Dysfunktion der Mitochondrien zu einem Verlust
des mAW kommt, welches dann eine rasche Apoptoseinduktion zur Folge hatte. In wei-
teren Untersuchungen war mit Verlust des mAW eine Translokation von BAX an die Mi-
tochondrien nachweisbar.

Hinweise, dass |AV zur Alteration des mAW mit konsekutiver Apoptoseinduktion fuhrt,
stammen z. B. von der Entdeckung des viralen PB1-F2-Proteins [31]. Als Produkt eines
alternativen Leserasters von PB1 wird es von fast allen IAV-Stammen kodiert und Poly-
morphismen tragen wesentlich zur erhéhten Virulenz des jeweiligen Stammes bei [137].
Studien wiesen nach, dass PB1-F2 mit der inneren und auferen mitochondrialen Memb-
ran interagieren kann und eine Veranderung der mitochondrialen Morphologie sowie den

Verlust des mAY induziert. In Zellen mit einer kiinstlichen Expression von PB1-F2 zeigte
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sich eine Fragmentierung der Mitochondrien mit Verlust des mAY und der Apoptosein-
duktion [31, 90, 138]. Zudem interagiert PB1-2 mit den mitochondrialen Molektlen ANT3
und VDAC1, welches eine erhohte Permeabilitat der mitochondrialen Membran induziert
und Zellen fur apoptotische Reize sensibilisiert [99]. Da die Expression von PB1-F2 in
anderen Studien ihr Maximum nach 5 h erreichte und das Protein relativ schnell protea-
somal abgebaut wurde [31, 139], ist der nach Uberwiegend ab 48 h induzierte Verlust des
mAWY in den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit schwerlich allein durch eine
proapoptotische Wirkung von PB1-F2 zu erklaren. Uberdies scheint die Apoptoseinduk-
tion durch PB1-F2 fur jeden Zelltyp spezifisch zu sein. So konnten Chen W. S. et al.
beobachten, dass hauptsachlich Monozyten betroffen sind. Die Autoren vermuteten,
dass PB1-F2 in vivo die Beseitigung von IAV-infizierten Immunzellen fordert, um eine
effiziente Immunantwort zu verhindern [31]. PB1-F2 von hoch pathogenen IAV-Stammen
scheint auRerdem in HEK293-Zellen das mAWY mithilfe von mitochondrialen Tom40-Ka-
nalen zu reduzieren, was zur Apoptose der infizierten Zellen fuhrt [138]. Insbesondere
konnte dabei eine Suppression der RIG-| vermittelten Signalwege sowie eine Hemmung
des nod-like receptor family pyrin domain-containing 3 (NLRP3) Inflammasoms beobach-
tet werden [31, 138]. Damit Ubereinstimmend demonstrierten Koshiba, T. et al. in einer
Studie die Korrelation zwischen einer verminderten durch MAVS-vermittelten antiviralen
Immunantwort und einem reduzierten mAW [140]. Zusatzlich konnte gezeigt werden,
dass der Verlust des mAW mit einer Verminderung der IL13-Sekretion nach Infektion mit
IAV einhergeht [140]. Ein intaktes mAWY war fur die Interaktion zwischen NLRP3 und Mi-
tofusion-2, einem wichtigen Regulationsprotein der mitochondrialen Fusions-Prozesse,
notwendig. Die Autoren der Studie demonstrierten damit eine Verbindung zwischen Mi-
tochondrien und Inflammasom-Aktivierung [140]. Es ist zu spekulieren, ob PB1-F2 mog-
licherweise Uber eine schnelle Apoptoseinduktion die antivirale Aktivitat des Wirts und
somit eine effiziente Immunantwort eindammen konnte. Weitere Studien Uber den Me-
chanismus der PB1-F2 induzierten Apoptoseinduktion sind notwendig, um dieser Hypo-
these nachzugehen.

Wie bereits erwahnt, konnte eine BAX-Translokation zu den Mitochondrien sowohl in den
A549-Zellen als auch in AEC Il des humanen ex vivo Lungenmodell wahrend der |AV-
Infektion beobachtet werden. BAX gehort zu den proapoptotischen Bcl-2-Proteinen und
kann zusammen mit BAK zum Verlust des mAWY fuhren [44, 46]. Im physiologischen Zu-
stand werden beide Proteine permanent zwischen Zytosol und Mitochondrien transpor-
tiert. Wahrend Apoptose wird der Transport von BAX zurick zum Zytosol blockiert und
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es kommt zu Akkumulation von BAX-Molekulen am Mitochondrium. Dabei verandert BAX
seine Konformation, was eine Oligomerisierung der BAX-Molekule bewirkt, die zu spaten
Stadien der Apoptose zur Ausbildung groRer ,BAX-Cluster”an der auf’eren mitochondri-
alen Membran fuhrt [141, 142]. Eine Studie von Grosse L. et al. konnte mittels hochauf-
|I0sender Mikroskopie zeigen, dass BAX-Molekule sich als ringartige Strukturen an Mito-
chondrien von apoptotischen Zellen zusammenfugen. Gleichzeitig korrelierte die Forma-
tion solcher ,BAX-Ringe®“ mit der Freisetzung von cytochrom C. Die Autoren der Studie
vermuten, dass die Freisetzung der proapoptotischen Proteine wie z. Bsp. cyfochrom C
aus dem Intermembranraum moglicherweise Uber diese ,BAX-Ringe®, die als Poren fun-
gieren, stattfindet [141]. Durch diese Anderung der Integritat der duReren mitochondria-
len Membran kommt es wiederum zum Verlust des mAW und konsekutiv zur Apoptosein-
duktion [120]. Es ware denkbar, dass BAX auch wahrend der IAV-Infektion Uber den ge-
nannten Mechanismus den Verlust mAWYW herbeifuhrt. Aufnahmen der hochauflosenden
Mikroskopie zeigten, dass die BAX-Molekule sich als punkférmige Struktur an den Mito-
chondrien von infizierten, apoptotischen A549-Zellen und AEC Il darstellen (siehe Abbil-
dungen 15 und 17). Allerdings ist die mikroskopische Auflosung bei den Untersuchungen
nicht ausreichend, um die Porenbildung an der mitochondrialen Membran darzustellen.
In der vorliegenden Arbeit konnten Strukturen bis zu einer Auflésungsgrenze von ca. 250
um detektiert werden, die BAX-Poren besitzen dagegen eine Grof3e von durchschnittlich
400 nm [141]. Es bedarf demnach weitere Untersuchungen, um den Mechanismus der
BAX-abhangige mitochondriale Membranpermeabilisierung wahrend der IAV-Infektion zu

klaren.

4.3.2 Mitochondriale ATP-Produktion

Der Hypothese folgend, dass IAV maoglicherweise zu einer Storung der mitochondrialen
Funktionen fuhren kann, wurde der mitochondriale und zytosolische ATP-Gehalt im Ver-
lauf der Infektion in A549-Zellen gemessen. Fir eine dynamische Messung in Echtzeit
erfolgte die Untersuchung mithilfe FRET-basierter ATP-Sensoren. Dabei wurde eine Me-
thode nach Imamura H. et al. verwendet [102]. In Ubereinstimmung mit Ergebnissen die-
ser Studie zeigte sich bei A549-Zellen ein héherer ATP-Gehalt im Zytosol als in den Mi-
tochondrien. Eine mogliche Erklarung fir diesen Befund konnte die Aktivitat der
ATP/ADP-Translokase sein, die ATP in das Zytosol pumpt und somit eine gréBere Diffe-
renz zwischen ATP/ADP erzeugt. Dies wiederum kdnnte ein wichtiger Stimulus fur die
ATP-Synthase zur Produktion von ATP darstellen [102].
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Bei Messung des ATP-Gehalts wahrend der 48-stiindigen IAV-Infektion konnten keine
Anderungen im Zytosol oder den Mitochondrien detektiert werden. Eine insuffiziente In-
fektion mit IAV und damit auch falsch negative Ergebnisse wurden mit positivem Nach-
weis einer NP-Immunfluoreszenzfarbung in den gleichen mit IAV-infizierten und trans-
fizierten A549-Zellen ausgeschlossen. Allerdings handelte es sich hier wie bei den Be-
funden des mAY um Summensignalantworten. Messungen einzelner apoptotischer Zel-
len waren aufgrund methodischer Probleme nicht durchfuhrbar, weil die transfizierten und
gleichzeitig infizierten Zellen im weiteren Verlauf der Infektion schwerer zu identifizieren
waren. Es ist demnach anzunehmen, dass es, entsprechend der Befunde zum mAW
wahrend des Uberwiegenden Zeitraums der |AV-Infektion, zu keinem messbaren Abfall
der ATP-Konzentration kommt. Diese Befunde unterstreichend konnten Ritter J. B. et al.
zeigen, dass eine |AV-Infektion bei Messungen von intrazellularen und extrazellularen
Konzentrationen von Stoffwechselmetaboliten zu keiner Veranderung des Wirtsmetabo-
lismus fuhrte [143]. Es ist denkbar, dass ein Grof3teil mitochondrialer Funktionen, insbe-
sondere eine kontinuierliche Energieproduktion, Uber eine gewisse Zeit der Virusinfektion
erhalten bleiben, um eine effiziente Produktion neuer Viren zu ermdglichen. Studien von
Ackermann W. W. et al. beschrieben bereits 1951 und 1953 die Abhangigkeit der IAV-
Replikation von der zellularen ATP-Produktion [144, 145]. Spater konnte gezeigt werden,
dass ATP bei der Initiation der Transkription durch die RNA-abhangige RNA-Polymerase
[146] und fur den effizienten budding-Prozess von IAV beim Abspalten neuer Virusparti-
kel von der Zelloberflache notwendig sind [147]. Interessanterweise scheint IAV die Er-
haltung der mitochondrialen Funktionen mittels PB2, einer Untereinheit der viralen RNA-
Polymerase, zu beeinflussen [148]. Die Autoren der Studie konnten zeigen, dass PB2
neben einer nuklearen Lokalisation auch eine mitochondriale Kolokalisation aufwies, wel-
che durch eine N-terminale Sequenz von PB2 vermittelt wird. In Experimenten mit rekom-
binant veranderten Viren korrelierte die Inhibition des mitochondrialen Imports von PB2
mit einem reduzierten mAY und fuhrte in Folge zu einem verminderten Virustiter [148].
Andererseits kann spekuliert werden, dass ein Erhalt der ATP-Produktion durch intakte
Mitochondrien wahrend der IAV-Infektion auch von Vorteil fur die Wirtszelle sein konnte.
Beispielsweise sind wichtige Funktionen von AEC Il wie die surfactant-Produktion und
intrazellulare Immunantworten von einer kontinuierlichen ATP Bereitstellung abhangig
[149]. Diesbezuglich sind allerdings noch weitere Studien notig, um die Bedeutung einer
aufrechterhaltenden ATP-Produktion wahrend der IAV-Infektion zu klaren.
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4.3.3 Mitochondriale Motilitat

Viele mitochondriale Funktionen sind mit Veranderungen von Dynamik, Morphologie so-
wie Verteilung innerhalb der Zelle verbunden [55, 132]. Fragmentierte Mitochondrien wur-
den bei Mitophagie und Apoptose beobachtet, elongierte Mitochondrien waren dagegen
mit einer erhdohten Energieproduktion und einer gesteigerten Immunantwort assoziiert
[54, 55, 58, 131]. In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals der Einfluss von |AV auf die
mitochondriale Motilitdt nachgewiesen. Bei Lebendgewebsmikroskopie der humanen
Lunge zeigten sich bewegende Mitochondrien in AEC und Zellen des umgebenden Ge-
webes, vergleichbar zur mitochondrialen Motilitat der A549-Zellen. In infizierten AEC Il
war die mitochondriale Motiliat bis kurz vor dem eigentlichen Apoptoseprozess nachweis-
bar. Bei den A549-Zellen war eine unveranderte, zeitweise sogar erhohte, Motilitat wah-
rend der IAV-Infektion zu beobachten. Aber auch hier zeigte sich ein Stillstand der Mito-
chondrien mit Einleitung des Apoptoseprozesses.

Die Bedeutung des Einflusses von Virusinfektionen auf die mitochondriale Dynamik
konnte bereits in einigen Studien demonstriert werden [132]. So scheinen etwa Hepatitis-
B- und —C-Viren die Anderungen der mitochondrialen Dynamik fiir die Aufrechterhaltung
der chronischen Infektion zu nutzen [132, 150, 151]. Kim S. J. et al. wiesen nach, dass
mitochondriale fission-Prozesse wahrend der chronischen Hepatitis-C-Virus-Infektion
durch Phosphorylierung von Drp1, einem an der Teilung von Mitochondrien beteiligten
Protein, induziert werden. In Folge dessen wurde vermehrt Mitophagie beobachtet, was
Apoptoseprozesse verhinderte und somit zu einer persistierenden Virusinfektion beitrug
[151]. In einer anderen Studie konnte die Bedeutsamkeit der mitochondrialen Dynamik
fur MAVS-induzierte Signalwege identifiziert werden [152]. Die RLR-Aktivierung durch
einen defekten Sendai-Virus oder zytosolische Doppelstrang-RNA fuhrte zu einer
Elongation und fusion von Mitochondrien, was eine Verstarkung der MAVS-vermittelten
Signalwege und einer erhohten Interaktion von MAVS mit dem ER-assoziierten Protein
stimulator of interferon genes (STING) zur Folge hatte. Im Gegensatz dazu bewirkte die
mitochondriale Fragmentierung sowohl eine verspatete Phosphorylierung des Transkrip-
tionsfaktor IRF3 als auch verminderte MAVS-STING-Interaktion und inhibierte RLR-
Signalwege [152]. Vor diesem Hintergrund ware es interessant, weitere Untersuchungen
Uber die zugrundeliegenden Mechanismen der |IAV-induzierten mitochondrialen Motilitat
durchzufuhren. Maoglicherweise ist die erhohte Motilitat in der frihen Infektion mit einer
MAVS-vermittelten Immunantwort assoziiert und ein Versuch der Wirtzelle den eindrin-
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genden Virus zu eliminieren. In weiteren Experimenten konnte die Aktivierung von in fu-
sion- und fission-Prozessen involvierten Proteinen untersucht werden, um nachfolgend
in der Gegenprobe zu uberprufen, wie sich eine Inhibition der mitochondrialen Motilitat
auf das Replikationverhalten von IAV auswirkt.

4.4 Techniken der Lebendzellmikroskopie zur Untersuchung der Virus-Wirt-
Interaktion wahrend der Influenza-A-Virus Infektion

Die Anwendung der Lebendmikroskopie stellt einen wichtigen Beitrag zum besseren Ver-
standnis der Pathogenese von |AV-Infektionen dar [153, 154]. Die Methode hat den Vor-
teil die dynamischen und zeitabhangigen Prozesse wahrend der Virus-Wirt-Interaktion zu
untersuchen. Zudem konnen zusatzliche zellspezifische Reaktionen gemessen werden,
die ansonsten im Summensignal untergehen wurden. Das ist wiederum von besonderer
Bedeutung, wenn mehrere physiologische Signale in heterozellularen Proben untersucht
werden, wie beispielsweise Lungengewebe, wo verschiedene Zelltypen vorhanden sind
[153-155]. Zudem bietet sie die Moglichkeit, mitochondriale Parameter wie mAWY oder
Motilitat in Echtzeit in infizierten Zellen zu messen. Anstatt einzelner Befunde zu spezifi-
schen Zeitpunkten kann die Visualisierung der IAV-Infektion zu einem Gesamtuberblick
der zellularen Prozesse wahrend der Virusinfektion beitragen [155].

Die Analyse von ex vivo humanem Lungengewebe mittels Lebendgewebsmikroskopie
erlaubte erstmalig die Darstellung des Schicksals von Mitochondrien wahrend der I1AV-
Infektion auf Einzelzellebene in einem dreidimensionalen Modell. Die Technik konnte auf
ein in vitro Infektionsmodell Ubertragen werden, in welchem die Echtzeitmessungen der
mitochondrialen Parameter mAWY, Motilitat sowie ATP-Gehalt moglich waren. Obwohl die
Lebendgewebsmikroskopie eine nicht-invasive Untersuchung von subzellularen Prozes-
sen in vitalen Zellen darstellt, kann das Auftreten von phototoxischen Ereignissen mit
zunehmender Lange der Experimente zu einem limitierenden Faktor werden [156]. Dar-
Uber hinaus stellt die kontinuierliche Abnahme der Fluoreszenzintensitat aufgrund der
lichtinduzierten Inaktivierung von Fluorophoren eine weitere Einschrankung von Lang-
zeitmessungen dar [157]. Die physiologischen Veranderungen durch die Anwendung von
Anregungslicht mit hoher Intensitaten, das zur Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe not-
wendig ist und insbesondere auch bei der hohen raumlichen oder zeitlichen Auflosung
wie z.B. bei der Untersuchung von Mitochondrien eingesetzt wird, fuhrt zu Artefakten und
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abnormalen Reaktionen wahrend der Messungen [157]. Phototoxizitat geht mit der Bil-
dung von zellschadigenden, reaktiven Sauerstoffspezies einher, die ATP-verbrauchende
Reparaturenzyme aktivieren und insbesondere auch mitochondriale Funktionen beein-
flussen kénnen [156, 157]. Uberdies ist die Wahrnehmung von phototoxischen Zellscha-
den problematisch, weil eine hohe Variabilitat der jeweiligen Reaktionen zwischen ver-
schiedenen Geweben und Zellen besteht. Beispielsweise konnen Zellen uber eine lange
Zeitspanne vital erscheinen, um anschliel3iend nach Kumulation der phototoxischen Er-
eignisse oder durch bestimmte Ausloser wie Zellteilung in den Zelltod zu gehen. Auch
konnte bei Zellen durch Phototoxizitat eine erhohte Sensitivitat auf bestimmte Stimuli be-
obachtet werden [156, 157]. Zur Vermeidung phototoxischer Einflusse wurde in dieser
Arbeit mithilfe eines speziellen Zellinkubators, welcher am Mikroskop installiert war, ver-
sucht, optimale Zellkulturbedingungen zu schaffen. Bei den Langzeitmessungen der Le-
bendmikroskopie wurden auf hohe Lichtintensitaten verzichtet und die Belichtungszeiten
moglichst geringgehalten. Die Auswertung erfolgte stets mit Betrachtung des DIC-Kanals
und im Vergleich zu Kontrollzellen, um eine mogliche Phototoxizitat fruh zu erkennen und
auszuschlief3en. Dennoch ist bei der Interpretation der Daten zu berlcksichtigen, dass
Phototoxizitat moglicherweise die beobachteten Ergebnisse beeinflusst hat und sich
dementsprechend die Pathomechanismen von den physiologischen des gesunden Ge-

webes unterscheiden konnen.

4.5 Humane Lungenmodelle zur Untersuchung der Pathogenese von
Influenza-A-Virus Infektionen

Bei Untersuchungen zur Pathogenese von |AV-Infektionen ist die Wahl eines geeigneten
experimentellen Modellsystems mit einer hohen Ubereinstimmung zu physiologischen
Vorgangen und somit spaterer klinischer Aussagekraft von entscheidender Bedeutung.
Die moglicherweise irrefuhrenden Ergebnisse, die bei Translationsprozessen zwischen
verschiedenen Modellsystemen entstehen, konnen somit vermieden werden. Da ein
Grofteil der Studien zur |IAV-Infektion bisher auf Zellkultur- oder Mausmodellen basiert,
besitzt die Entwicklung von humanen Lungenmodellen eine grol3e Relevanz.

Als Modellsystem fur AEC Il wird haufig die A549-Zelllinie verwendet. Isoliert aus einem
Lungenkarzinom [103], Iasst sich die Zelllinie einfach und kostengunstig kultivieren mit
guter Reproduzierbarkeit und breiter Anwendbarkeit fur verschiedene Experimente. Das
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Modell eignet sich zur mechanistischen und funktionalen Analyse der Zell-Pathogen-In-
teraktion [158]. Allerdings wachsen die Zellen als monolayer auf Kunststoffoberflachen
und Studien zeigten, dass haufiges Passagieren zum Verlust von zelltypischen Eigen-
schaften fuhren kann. Dabei konnten sowohl morphologische Veranderungen und das
Fehlen von wichtigen Oberflachenmarkern beobachtet werden [159, 160]. Diese Veran-
derungen, aber auch die Unterschiede in Zellarchitektur und Barrierefunktion gegenuber
von primaren AEC I, lassen die Eignung dieser Zelllinie als vergleichbares Modellsystem
fur primare AEC Il in Frage stellen [161]. Die Erkenntnisse von Mechanismen der Apopto-
seinduktion wahrend der Influenzainfektion stammen hauptsachlich aus Studien mit Zell-
linien, insbesondere A549-Zellen [87, 101, 116]. Im Hinblick auf die potentiell fehlregu-
lierten Apoptoseprozesse in Karzinomzellen, lassen sich auch hier deutliche Einschran-
kungen dieses Modellsystems finden. Daruber hinaus spiegeln die Zellkulturmodelle we-
der die Gewebediversitat noch die zellulare Interaktion in einer Lungenalveole wider
[158]. Insbesondere in der vorklinischen Evaluation von neuen praventiven und thera-
peutischen Interventionen wie Impfungen oder antiviraler Medikamente sind komplexere
Modelle notwendig [162].

Eine Alternative fur integrative in vitro und ex vivo Modelle sind Tiermodelle, welche zu-
satzlich mittels genetischer Manipulationen die Pathogen-Wirt-Interaktion wahrend einer
IAV-Pneumonie in vivo analysieren konnen [162]. Dabei werden am haufigsten Mausmo-
delle verwendet, deren Ergebnisse sich jedoch nicht bedingungslos auf den Menschen
Ubertragen lassen. Dies ist einerseits bedingt durch z. B. die Unterschiede in der Anato-
mie der Lunge und den vielen Bereichen des angeborenen und adaptiven Immunsystems
zwischen Menschen und Maus [163, 164]. Andererseits unterscheiden sich beide Spe-
zies auch in der Krankheitsauspragung wahrend einer |AV-Infektion. So kommt es bei-
spielsweise in der murinen Lunge im Vergleich zum haufig milden Verlauf bei Menschen
bei Infektion mit IAV zu einer primaren viralen Pneumonie mit Zyanose und schweren
pulmonalen Schaden [162]. Zudem besteht ein weiteres Problem bei der Untersuchung
von Infektionserkrankungen in der Wirtsspezifitat von Pathogenen [158]. Ein Grolteil der
isolierten humanen IAV-Stamme kann zwar in der murinen Lunge replizieren, allerdings
fuhrt erst eine Anpassung durch mehrfaches Passagieren zur Krankheitsauspragung in
den Labormausen [158, 162]. Diese verwendeten Viren sind demnach weder genetisch
noch antigenetisch reprasentativ fur die Viren, welche aktuell in der Bevolkerung zirkulie-
ren [162].
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Humane ex vivo Lungengewebemodelle erganzen die bestehenden Infektionsmodelle
und kdnnen bereits bestehende Erkenntnisse aus Zellkultur-und Mausmodellen Uberpri-
fen. Verschiedene Studien untersuchten die |AV-Infektion im ex vivo Lungenkulturmodell
mit Schwerpunkt auf viraler Replikation, Gewebetropismus und Freisetzung von Zytoki-
nen sowie Chemokinen [158]. Es konnte beispielsweise gezeigt werden, dass der in 2009
neu isolierte und vom Schwein abstammende H1N1-Virus im Vergleich zu hoch virulen-
ten IAV-Stammen wie dem aviaren H5N1- oder dem pandemischen H3N2-Virus ein mitt-
leres Replikationsverhalten im humanem Lungengewebe hat [32, 133, 165]. Dies korre-
liert mit dem moderaten klinischen Verlauf bei Infektion mit dem Erreger in der humanen
Bevolkerung [166]. Zudem bietet das humane ex vivo Lungengewebemodell als weiteren
Vorteil die direkte Nutzung von Virusstdmmen, die von infizierten Patienten isoliert wur-
den. Die Anwendung dieses Modells kdnnte daher insbesondere bei neu auftretenden
IAV-Epidemien helfen, sowohl das mdgliche Potential einer schnellen Ausbreitung in der
Gesellschaft als auch das Ausmal} der Lungenschadigung abzuschatzen [158]. Da die
strukturelle Integritat des Lungengewebes weitestgehend erhalten bleibt, bieten humane
ex vivo Lungengewebemodelle Uberdies die Moglichkeit die verschiedenen zellularen
Alterationen oder die Freisetzung von Immunmediatoren wie Zytokinen und Chemokinen
wahrend der IAV-Infektion zu untersuchen [158]. Ubereinstimmend mit den Befunden der
vorliegenden Arbeit entsprechen die raumliche Anordnung und Verteilung der Zellen weit-
gehend den physiologischen Bedingungen, sodass von einer annahernden in vivo Situ-
ation ausgegangen werden kann. Darauf basierend kbnnen humane ex vivo Lungenmo-
delle auch fur die praklinische Prufung neuer Medikamente genutzt werden. So zeigte
beispielsweise eine Studie von Berg J. et al. in einem humanen ex vivo Ko-Infektionsmo-
dell der |AV-assoziierten sekundaren Pneumokokken-Pneumonie, dass der Einsatz ei-
nes spezifischen IFN-Rezeptor-Kinase-Inhibitors Tyk2 zu einer Aufhebung der |AV-
induzierten IFN-abhangigen Blockade der IL1- und granulocyte-macrophage colony-sti-
mulating Freisetzung fuhrte [167].

Dessen ungeachtet ist auch das humane ex vivo Lungenmodell durch bestimmte Fakto-
ren limitiert: Durch die fehlende Sauerstoffzufuhr Uber die Ventilation und der unterbro-
chenen Gefaldzirkulation werden Prozesse wie Apoptose oder Nekrose begunstigt. Au-
Rerdem fehlen die Einwanderung von Immunzellen und der Zustrom von inflammatori-
schen Mediatoren mit dem Blut, sodass nur die Immunreaktion des isolierten und nicht
die des Gesamtorganismus berucksichtigt werden kann. Im Gegensatz zum physiologi-
schen Infektionsweg uber die Atemwege erfolgt die Infektion der Pathogene Uber das
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Medium. Uberdies entstammen die Proben in der Regel von Patienten mit chronischen
Lungenerkankungen, was die Reaktivitat des Gewebes gegenuber Pathogenen im Ver-
gleich zu gesundem Gewebe variieren lasst.

Zusammen mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit zeigt sich, dass die Verwendung
von humanen Lungenmodellen zur Untersuchung von Pathomechanismen der IAV-
Infektion relevant ist, da die beobachteten Mechanismen moglicherweise zell- und gewe-
beabhangig sind. Auch im Hinblick auf die schnellere und effizientere Entwicklung neuer
Medikamente gegen IAV erscheint es wichtig, integrative Ansatze mithilfe von humanen
Lungenmodellen fur ein besseres Verstandnis der Virus-Wirt-Interaktion zu etablieren.

4.6 Ausblick: Virus-Wirt-Interaktion als Grundlage fir die Entwicklung
neuer antiviraler Therapien

Als schnell replizierende Viren mit einer fehleranfalligen Polymerase besitzen IAV die
Eigenschaft, sich schnell an antivirale Medikamente anzupassen und Resistenzen zu bil-
den [168]. Alle aktuell zugelassenen Virusstatika gegen IAV wie beispielweise M2-Memb-
ranprotein- und Neuraminidase-Hemmer haben ausschlieRlich virale Proteinfunktionen
zum Ziel und es wurden bereits Resistenzen gegen diese Medikamente beobachtet [12,
169]. Da die IAV-Replikation vollstandig von der Wirtszelle abhangig ist und die Infektion
mit der Aktivierung von einer Vielzahl zellularer Signalwege einhergeht, hat in den letzten
Jahren die Entwicklung neuer antiviraler Therapien auf Grundlage von Virus-Wirt-Inter-
aktionen an Bedeutung gewonnen [168-170]. Unter diesen finden sich beispielsweise
MAPK-vermittelte Signalwege, vor allem Raf/MEK/ERK, die zu spateren Zeitpunkten der
IAV-Infektion den Export neuer vVRNP vom Zellkern ins Zytosol auslosen und damit es-
sentiell fur die virale Replikation sind [168, 171]. Zuletzt konnte in einer Studie von Schra-
der T. et al. gezeigt werden, dass der bereits klinisch geprufte MAPK-Inhibitor Trametinib
sowohl die Replikation von endemischen als auch stark pathogenen aviéren IAV limitie-
ren kann. Im Mausmodell fihrte die Therapie mit Trametinib zu einem verbesserten Kili-
nischen Bild und zum Uberleben der virusinfizierten Méuse [168]. Ubereinstimmend da-
mit wurde eine antivirale Aktivitdt des MAPK-Inhibitors U0126 gegen verschiedene IAV-
Stdmme, darunter auch bei neuraminidaseresistenten Stdmmen, in vitro und in vivo nach-
gewiesen [172]. Beide Inhibitoren zeichneten sich dabei durch geringe Nebenwirkungen
aus [168, 172]. Interessanterweise flhrte die Kombination von MAPK-Inhibitoren und

Oseltamivir zu einer gesteigerten Wirkung von Oseltamivir, welches die Nutzung dieser

90



Diskussion

neuen antiviralen Mittel als Kombinationstherapie mit bereits etablierten Medikamenten
unterstreicht [173]. Ein anderer therapeutisch interessanter Signalweg ist der NF-kB-
Signalweg. Er wird wahrend der IAV-Infektion aktiviert, spielt eine wichtige Rolle bei der
Aktivierung von proinflammatorischen Mediatoren und beeinflusst die Apoptoseinduktion
[119, 169, 170]. Seitdem verschiedene Studien zeigen konnten, dass die IAV-Replikation
auch NF-kB abhangig ist, wurden unterschiedliche NF-kB-Inhibitoren getestet, mit einer
erfolgreichen Suppression der viralen Replikation [169, 170]. Acetylsalicylsaure (ASS) ist
ein breit eingesetztes Medikament und Uberdies ein NF-kB-Inhibitor [174]. Mazur I. et al.
beobachteten eine ASS-abhangige Inhibition der Expression von proapoptotischen Fak-
toren und der Caspase-Aktivierung in A549-Zellen, was eine Retention von vRNPs und
eine reduzierte Replikationskurve von IAV zur Folge hatte [174]. Nach Inhalations-The-
rapie mit ASS konnte auch in vivo eine verminderte Replikation von IAV nachgewiesen
werden. Daneben kénnte die NF-kB-Inhibition sich positiv auf die Uberschiel3ende Zyto-
kinbildung wahrend der IAV-Infektion auswirken, sodass die Autoren der Studie diskutier-
ten ASS auch wegen seiner geringen Zelltoxizitat als neues mdgliches antivirales Notfall-
medikament in der Klinik zu testen [174].

Mithilfe genomweiter Screeningmethoden gelang es zudem, neue Wirtsfaktoren, die es-
sentiell fur die IAV-Replikation sind, als potentielle Angriffspunkte von Virusstatika zu
identifizieren [175-177]. Als ein Ergebnis von verschiedenen Genomweiten und RNA-
Interferenz-basierten Screenings wurden polo-like Kinasen (PLK), die zu der Familie der
Serin/Threonin-Kinasen zahlen, identifiziert. Das Ausschalten von PLKs, sowie die Be-
handlung von Zellen mit PLK-Inhibitoren fuhrten zu einer Verminderung der |AV-
Replikation. Bei Zugabe des PLK-Inhibitors B12536 konnte die IAV-Replikation in virusin-
fiziertem ex vivo Lungengewebe deutlich reduziert werden ohne Nachweis von Toxizitat
im Gewebe [176].

Bisher liegen keine Studien vor, welche direkt eine antivirale Therapie mit Modulation von
Apoptoseprozessen untersucht haben. Die Tatsache, dass Apoptose im Allgemeinen als
antiinflammatorischer Prozess gewertet wird und damit eine Uberschiel3ende Immunant-
wort verhindert, konnten Apoptoseprozesse zu einem interessanten Ziel in der Entwick-
lung von adjuvanten Therapien gegen IAV machen. Andererseits scheint Apoptose die
Replikation und Verbreitung zu verstarken, indem IAV aktiv zu seiner effizienteren Repli-
kation zellulare Apoptoseprozesse manipuliert [81, 101]. Zusammenfassend bedarf es in
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Zukunft Studien, die zu einem tieferen und insbesondere auch zu einem kontextbezoge-
nen Verstandnis von Apoptoseprozessen wahrend der |AV-Infektion beitragen. Nur so
konnen gezielte therapeutische Angriffspunkte identifiziert werden, die nicht versehent-
lich zur einer Progression der Erkrankung fuhren [81].
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