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I nfektionen durch Influenza-A- und
-B-Viren sind weltweit die Ursache fiir
betrachtliche Morbiditdt und Mortalitét.
Trotz der alljahrlichen Impfkampagnen
gelingt es diesen Viren, aufgrund ihrer ge-
netischen Wandlungsfihigkeit kontinu-
ierlich neue Grippewellen auszul6sen [1].
So kam es in Deutschland im Winter
1998/99 schitzungsweise zu 4,5-5 Millio-
nen Influenza-assoziierten Arbeitsunfa-
higkeiten, ca. 25.000 Hospitalisierungen
sowie einer Ubersterblichkeit von etwa
15.000 Todesfillen [2]. Neben diesen sai-
sonalen und lokal begrenzten Grippewel-
len, die von Stimmen mit im Vergleich
zum Vorjahr geringen genetischen Verdn-
derungen verursacht werden, besitzt das
Influenza-A-Virus jedoch auch pandemi-
sches Potenzial. Im letzten Jahrhundert
entstanden in den Jahren 1918, 1957 und
1968 Stimme mit radikal verinderten
Oberflichenglykoproteinen, die kurzzei-
tige, weltweite Epidemien mit hoher Mor-
talitdt auslosten. Der ,,Spanischen Influ-
enza“ fielen 1918/19 beispielsweise welt-
weit ca. 20 Mio. Menschen zum Opfer.
Zur Kontrolle der Influenza sollte
ein moglichst breites Spektrum von Pro-
phylaxe- und Therapiemafinahmen zur
Verfiigung stehen. Die Inmunprophyla-
xe durch parenteral verabreichte Tod-
Vakzine kann eine Protektion von 70 bis
90% verleihen. Thre Wirkung wird je-
doch eingeschrankt durch eine schlech-
te generelle Akzeptanz und eine verrin-
gerte Effizienz in der am stirksten durch
Komplikationen der Influenza betroffe-
nen Gruppe der iiber 60-Jédhrigen. Im
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Bereich der antiviralen Therapie hat die
mogliche Behandlung der Influenza
durch Amantadin aufgrund von Neben-
wirkungen und rascher Resistenzent-
wicklung keine signifikante Bedeutung
erlangt. Auch fiir die neuen Neuramini-
dase-Inhibitoren sind bereits Resisten-
zen beschrieben worden. Es bleibt daher
abzuwarten, ob diese Substanzen ihre in
klinischen Versuchen demonstrierte ho-
he Wirksambkeit auch bei breiter Anwen-
dung unter Beweis stellen werden. Aus
diesen Griinden ist es wiinschenswert,
die gegenwirtigen Kontrollméglichkei-
ten durch die Entwicklung neuer antivi-
raler Strategien zu ergédnzen. Dazu ist
ein umfassendes Verstdndnis der Influ-
enzaviren und der Mechanismen, mit
denen sie ihre Wirte zur raschen Ver-
mehrung benutzen, unerlésslich. In den
vergangenen zwei Jahrzehnten haben
wir fundamentale Kenntnisse iiber die
biochemischen und genetischen Struk-
turen der Influenzaviren gewonnen. Die
Einfithrung von neuen zell- und mole-
kularbiologischen Methoden erméglicht
es seit kurzem, von der reduktionisti-
schen Analyse des Virus allein (bzw. sei-
ner Genprodukte) zu einer gesamtheitli-
chen Betrachtungsweise der Wechsel-
wirkungen des Virus mit seiner Wirtzel-
le zu kommen. Dieser Beitrag gibt nach
Vorstellung des viralen Vermehrungszy-
klus eine Ubersicht iiber neueste Ent-
wicklungen auf dem Gebiet der Virus-
Wirtszellinteraktionen mit besonderer
Beriicksichtigung zweier Projekte, die in
der Nachwuchsgruppe ,Influenza-Vi-
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rusgenetik (NG 2) des Robert Koch-In-
stituts bearbeitet werden.

Influenzaviren: Struktur und
Replikationszyklus

Influenzaviren sind von einer Membran
umhiillt und besitzen einen Durchmes-
ser von ca.80-120 nm (Abb.1). Sie zeich-
nen sich durch ein Negativstrang-RNA-
Genom aus, das bei Influenza-A- und -B-
Viren aus acht Segmenten besteht und
fiir zehn (Typ A) bzw. elf (Typ B) be-
kannte virale Proteine kodiert. Wir ana-
lysieren insbesondere die Funktionen
des viralen Nichtstruktur-Proteins NS1
und des Matrixproteins M1 in der infi-
zierten Zelle. Influenzaviren initiieren ei-
ne Infektion durch Bindung des viralen
Hémagglutinin (HA)-Glykoproteins an
Sialinsdure-tragende Oberfldchenprote-
ine der Zelle,worauf ihre endozytotische
Aufnahme erfolgt (Abb. 2).In den Endo-
somen kommt es zur Dissoziierung des
viralen Mi1-Proteins von den in virales
Ribonukleoprotein (VRNP) verpackten
Gensegmenten und zur Fusion der
viralen und endosomalen Membranen.
Dadurch werden die vRNPs in der Zelle
freigesetzt und anschlieflend in den Kern
eingeschleust,wo das virale Genomtrans-
kribiert und repliziert wird.

Das NS1-Protein gilt als wichtiger Vi-
rulenzfaktor und wird in der Frithphase
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Abb.1a,b A Struktur der Influenzaviren. (a) Schematische Darstellung eines
Viruspartikels und der viralen Genprodukte. In die Virusmembran sind die
zwei Oberflachenglykoproteine Himagglutinin (HA) und Neuraminidase
(NA) eingelagert. Im Innern befinden sich acht genomische virale RNAs, die
durch das Nukleoprotein (NP) und eine trimere RNA-abhéngige RNA-Poly-
merase (PA, PB1,PB2) in virales Ribonukleoprotein (VRNP) verpackt wer-
den. Unter der Membran ist das Matrixprotein M1 angelagert, das die
VRNPs umhiillt und die innere Stabilitét des Virions gewdhrleistet. Weiter-
hin finden sich im Virion geringe Mengen des membranstandigen M2 lo-
nenkanalproteins sowie des NS2/NEP-Proteins, das vermutlich eine Rolle
beim Kernexport der vRNPs spielt. Der * kennzeichnet, dass Influenzaviren
in infizierten Zellen ein einziges bekanntes Nichtstrukturprotein namens
NS1 exprimieren, das vielféltige regulatorische Funktionen besitzt, aber
nicht Bestandteil des Virions ist. (b) Elektronenmikroskopische Darstellung

von Influenza B Viren

der Infektion exprimiert. NS1 hemmt das
Spleiflen und die Polyadenylierung von
zelluldren pra-mRNAs, was zu deren Re-
tention im Zellkern fiihrt [3] und dazu
beitrégt, dass die Zelle nach kurzer Zeit
nur noch virale Proteine produziert.
Durch seine Fihigkeit an Doppelstrang-
RNA (dsRNA) zu binden, antagonisiert
das NS1-Protein weiterhin die Ausbildung
eines Interferon-induzierten antiviralen
Status in der Zelle [4]. In der Tat sind In-
fluenzaviren, die kein NS1-Protein expri-
mieren, im Tiermodell avirulent [5].

In der spéten Infektionsphase wer-
den neusynthetisierte VRNPs aus dem
Kern in das Zytoplasma transportiert
und an der Plasmamembran in Viruspar-

tikel verpackt. Bei mehreren dieser
Schritte werden dem viralen Mi-Protein
wichtige Funktionen zugeschrieben. Im
Zellkern vermittelt M1 in Assoziation mit
dem viralen NS2/NEP-Protein den Ex-
port der vRNPs in das Zytoplasma. Dort
lagern sich diese Komplexe unterhalb der
Plasmamembran an und werden in neu
entstehende Virionen verpackt. Das Mi-
Protein wird als treibende Kraft bei der
Abknospung der Viruspartikel angese-
hen, da seine alleinige Expression auf
derzeit unverstandenem Wege die Ab-
schniirung von virusartigen Vesikeln in-
duzieren kann. Infektionen mit Influ-
enzaviren sind fast immer lytisch. In den
nattirlichen Zielgeweben der Viren, d. h.
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im Epithel des oberen und unteren Respi-
rationstraktes, kommt es daher zu star-
ken Schadigungen und der Entwicklung
von Entziindungsreaktionen [6].

Molekulare Analyse von Virus-
Wirtszell-Interaktionen

Durch die Bestimmung der raumlichen
Strukturen der viralen Oberflachengly-
koproteine HA und NA in den 8oer-Jah-
ren haben wir sehr detaillierte Kenntnis-
se dariiber gewonnen, wie Influenzavi-
ren an Sialinsdure-tragende Rezeptor-
proteine auf der Zelloberfliche binden.
Das Resultat einer viralen Infektion wird
jedoch nicht nur durch Interaktionen
auf der Zelloberfliche, sondern glei-
chermaflen durch intrazelluldre Wech-
selwirkungen von Wirts- und Virus-ko-
dierten Faktoren bestimmt. Im Gegen-
satz zu den gut charakterisierten Rezep-
tordeterminanten kennen wir bisher je-
doch nur wenige dieser intrazelluldren
Interaktionspartner, die potenziell wich-
tige Beitrdge zum Tropismus, zur Viru-
lenz oder zur Wirtsspezifitit der Viren
leisten [7]. Die Identifizierung von zel-
luldren Proteinen, die mit viralen Gen-
produkten, wie z. B. dem NS1- und dem
Mi-Protein interagieren, ist daher ein
Fokus der Arbeitsgruppe NG2. Wir er-
hoffen uns von diesen Analysen nicht
nur ein generell besseres Verstindnis
des viralen Vermehrungszyklus zu er-
langen, sondern auch die Identifizierung
neuer Angriffspunkte zur Kontrolle der
viralen Vermehrung. Ein zweites Inte-
ressensgebiet der Arbeitsgruppe liegt
auf der erst kiirzlich erkannten Aktivie-
rung von intrazelluldren Signaliibertra-
gungswegen durch replizierende Influ-
enzaviren. Hier mdchten wir verstehen,
warum und wie sich die Viren in intra-
zelluldire Kommunikationswege ein-
schalten und welche viralen Komponen-
ten im Einzelnen daran beteiligt sind.

Zellulare Interaktionspartner
der viralen NS1- und M1-Proteine

Wir haben uns auf die Suche nach zellu-
laren Proteinen begeben, die mit den vi-
ralen NS1- bzw. M1-Proteinen interagie-
ren. Beide Faktoren tragen vermutlich
unter Vermittlung von zelluldren Prote-
inen zur Wirtsspezifitit von Influenza-
viren bei [8]. Methodisch benutzen wir
das Zwei-Hybrid-System, das die Selek-
tion interagierender Faktoren aus einer



cDNA-Plasmidgenbank ermdglicht, die
die Gesamtheit der exprimierten Gene
einer Zelle reprisentiert [9]. Mittels die-
ser Methodik gelang es uns, mehrere zel-
luldre Proteine zu finden, die auch in
biochemischen Assays mit den viralen
Proteinen interagierten.

Fiir das NS1-Protein wurden von uns
zwei bis dahin unbekannte zelluldre Pro-
teine namens NS1-BP (NS1 binding pro-
tein) [10] und NS1-I (NS1-interactor) [11]
als interagierende Faktoren identifiziert.
NS1-BP ist ein 70 kDa Protein, das in sub-
nukledren Strukturen lokalisiert wurde,
in denen Faktoren der pra-mRNA Pro-
zessierung angereichert sind. NS1-BP
wird in virusinfizierten Zellen in das ge-
samte Nukleoplasma relokalisiert. Bio-
chemische Studien in Zellkernextrakten
ergaben, dass ein mutiertes NS1-BP dhn-
lich wie das virale NS1-Protein das Splei-
Ben von pra-mRNA hemmt. Wir vermu-
ten daher, dass die Spleif3-inhibitorische
Wirkung des NS1-Proteins iiber die Bin-
dung an das zelluldre NS1-BP vermittelt
wird. Die Hinweise auf potenzielle Funk-
tionen des identifizierten NS1-I sind da-
gegen noch begrenzt. Erstaunlicherweise
koprazipitierte NS1-I die divergenten
NSi-Proteine von Influenza-A- und -B-
Viren, obwohl diese Faktoren nur ca.
20% Identitét besitzen. Trotz der grofien
Unterschiede auf der Sequenzebene be-
sitzen die NS1-Proteine der Typ-A- und
B-Viren jedoch sehr dhnliche Funktio-
nen. NS1-I konnte daher ein Faktor sein,
dessen Aktivitdt fiir beide homologen
NS1-Proteine wichtig ist.

Fiir das M1-Protein des Influenza-A-
Virus wurde von uns zuerst das zelluldre
RACK1 (Rezeptor der aktivierten C-Kin-
ase) Protein als Interaktionspartner
identifiziert [12]. Das 36 kDa RACK1-Pro-
tein wurde urspriinglich aufgrund seiner
Fahigkeit isoliert, spezifisch die aktivier-
te Form der Proteinkinase C (PKC) zu
binden [13]. Es besteht fast ausschlieSlich
aus sieben WD-Domainen, die Protein-
Protein Interaktionen vermitteln. Die
RACKi1-Proteine von Menschen, Schwei-
nen und Hiihnern sind absolut identisch,
was auf eine wichtige Funktion dieses
Proteins hinweist. Wir konnten zeigen,
dass das virale M1-Protein durch die PKC
phosphoryliert werden kann und postu-
lieren daher eine Adapterfunktion des
RACKi1-Proteins bei diesem Vorgang
[12]. Durch Phosphorylierung konnten
verschiedene Eigenschaften des M1-Pro-
teins wie z. B seine intrazelluldre Lokali-
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Abb.2 A Darstellung des Replikationszyklus der Influenzaviren. Die Beschreibung einzelner Schritte
ist dem Text zu entnehmen. Viren und Zellkompartimente sind nicht maB8stabsgetreu eingezeichnet

sierung gesteuert werden. Interessanter-
weise ldsst sich die Virusvermehrung in
Zellkultur durch PKC-Inhibitoren stop-
pen (zusammengefasst in [7]). Da neben
dem Mi-Protein auch die viralen NP-,
M2, NS1-, NS2-/NEP- und PA-Proteine
durch bisher nicht-charakterisierte
Kinasen phosphoryliert werden, ist der-
zeit jedoch nicht geklart, ob dieser Effekt
spezifisch auf einer reduzierten Phos-
phorylierung des Mi-Proteins beruht.
Ein weiteres Mi-interagierendes Isolat
(Klon 2-IV-4) besitzt Homologie zu ei-
nem transmembranalen Heparansulfat-
Proteoglykan (J. Reinhardt, unverdffent-
lichte Beobachtung). Wir konnten zeigen,
dass das Mi-Protein im Bereich der
Transmembran- und zytoplasmatischen
Domine des korrespondierenden Prote-
ins bindet und konnten diesen zelluldren
Faktor in hochgereinigten Virusprépara-
tionen nachweisen. Daraus leiten wir die
Arbeitshypothese ab, dass dieses Protein
die Funktion des M1-Proteins bei der Vi-
rusassemblierung bzw. -abknospung un-
terstiitzt. Weitere NS1- und Mi-interagie-
rende Faktoren wurden in anderen La-
boren identifiziert. So bindet NS1 auch
zwei Proteine, die essentiell fiir die zellu-
lare Polyadenylierung sind und blockiert
dadurch die Reifung und den Export von
zelleignen aber nicht viralen mRNAs [3].
Fiir das M1-Protein konnte eine Bindung
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an Histone nachgewiesen werden [15].
Die Bedeutung dieser Interaktion ist je-
doch noch nicht verstanden. Auch fiir
das virale Nukleoprotein sind eine Reihe
von zelluldren Proteinen identifiziert
worden, die potenziell die virale Replika-
tion beeinflussen konnen [16].

Wir werden in Zukunft die Funkti-
on der identifizierten zelluldren Protei-
ne NS1-BP,NS1-I und RACK1 im Infekti-
onsverlauf ndher charakterisieren. Wenn
die zelluldren Interaktionspartner es-
senziell fiir die virale Vermehrung sind,
sollte eine Beeintrichtigung ihrer Bin-
dung an die viralen Proteine die Repli-
kationsfdhigkeit der Viren reduzieren.
Diese Erwartung {iberpriifen wir in ak-
tuellen Studien mittels revers-geneti-
scher Ansitze. Die Arbeiten umfassen
die Kartierung der Interaktionsdomé-
nen in den viralen Proteinen und die
Einfithrung von Mutationen in diese Be-
reiche im Kontext des viralen Genoms.
Zur genetischen Verdnderung benutzen
wir das erst kiirzlich entwickelte System
der De-novo-Erzeugung von Influenza-
viren [14]. Diese leistungsfahige Metho-
de erméglicht es, zielgenau spezifische
Verdnderungen in jeden gewiinschten
Bereich des viralen Genoms einzufiih-
ren. Falls die genetische Inaktivierung
von einem oder mehreren zelluldren In-
teraktionspartnern die Virusvermeh-



rung beeinflusst, wiren neue Angriffs-
punkte fiir inhibitorische Substanzen im
viralen Replikationszyklus identifiziert.

Influenzaviren aktivieren
zelluldre Signal-
iibertragungswege

Das Genexpressionsmuster von Zellen
andert sich in Folge von extra- oder intra-
zelluldren Stimuli (z. B. Wachstumsfakto-
ren, Hormone, Zytokine). Diese Signale
werden in vielen Féllen durch Protein-
kinase-Kaskaden von der Membran in
den Zellkern iibertragen. Seit kurzer Zeit
wissen wir, dass Influenzaviren zu der
wachsenden Gruppe von Viren gehoren,
die die mitogene Raf/MEK/ERK-Signal-
transduktions-Kaskade aktivieren [17].
Dieser Weg der intrazelluldren Reizwei-
terleitung stimuliert normalerweise die
Expression von Genen, die das Zellwachs-
tum steuern. Die Aktivierung der betei-
ligten Proteinkinasen in virusinfizierten
Zellen scheint jedoch nicht primér der
Modulation von genetischen Program-
men zu dienen, sondern unterstiitzt ver-
mutlich einen Schritt der Virusreifung im
spéaten Infektionsstadium. Bei Blockie-
rung dieser Funktion durch einen hochs-
pezifischen Kinase-Inhibitor konnten wir
beobachten, dass der Transport des repli-
zierten viralen Genoms vom Kern in dass
Zytoplasma deutlich eingeschrankt ist
und entsprechend weniger Viren gebildet
werden [17]. Die Aktivierung der
Raf/MEK/ERK-Signaltransduktions-Kas-
kade konnte daher als eine Achillesferse
der Virusreplikation angesehen werden.
Diese Ergebnisse sind insbesondere auch
aus zellbiologischer Sicht interessant, weil
sie erstmals zeigen, dass der Export von
nukledren RNPs durch Signaltransdukti-
onswege reguliert werden kann. Zukiinf-
tige Arbeiten sind auf die detaillierte Auf-
klarung dieses offensichtlich wichtigen
Schrittes der viralen Vermehrung ausge-
richtet. Die bisherigen Analysen lassen
vermuten, dass nicht virale sondern zel-
luldre Proteine durch die Raf/MEK/ERK-
Kaskade gesteuert werden. Wir versuchen
diese zelluldren Faktoren zu identifizie-
ren und ihre Funktionen im Infektions-
geschehen zu charakterisieren.

Perspektiven
Influenzaviren sind in den letzten Jahr-

zehnten intensiv untersucht worden. Wir
besitzen heute detaillierte Kenntnisse
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tiber die Struktur und Genetik dieser Vi-
ren, wissen bisher jedoch nur wenig dar-
tiber, welche zelluldren Komponenten fiir
den effizienten Verlauf einer Infektion
wichtig sind. Daher sind die molekularen
Faktoren, die die krankheitsrelevanten
Eigenschaften dieser Viren (z.B.Virulenz,
Gewebe- oder Wirtsspezifitit) bestim-
men, in vielen Fillen noch vollig unbe-
kannt. Ziel unserer Arbeiten ist es, die
Beitrdge und Verdnderungen auf zelluld-
rer Seite im Infektionsgeschehen besser
zu verstehen. Unserer Augenmerk gilt da-
her besonders der Identifizierung und
Beschreibung von (i) zelluldren Proteinen
wie z. B. NS1-BP oder RACK1, die mit vi-
ralen Proteinen wechselwirken und (i)
von regulatorischen Zellproteinen, die z.
B als Bestandteil von Signaliibertra-
gungswegen im Infektionsverlauf akti-
viert werden und daher potenziell wich-
tig fiir den Infektionsverlauf sind. Wenn
die Aktivitdten solcher Wirtsfaktoren ent-
scheidend fiir die Virusvermehrung sind,
bietet sich deren Blockierung zur Hem-
mung der viralen Vermehrung an. Damit
ergeben sich auch Angriffspunkte zur
Entwicklung neuer Therapieformen. Die
rapiden Forschritte in den letzten Jahren
auf dem Gebiet der Virus-Wirtszell-Inter-
aktionen beruhen nicht zuletzt auf der
Entwicklung von neuen leistungsfihigen
Methoden wie z. B. dem Zwei-Hybrid-
System. Seit einiger Zeit werden zudem
die Reverse Genetik, Knock-out Systeme
in Zellkultur und im Tiermodell sowie
DNA-Array-Analysen benutzt, um das
komplette Spektrum der virusinduzier-
ten Verdnderungen in Wirtszellen zu er-
fassen und zu bewerten. Angesichts der
groflen Erfolge bei der strukturellen Ana-
lyse der Influenzaviren in der Vergangen-
heit scheint es sicher, dass uns diese Tech-
nologien in Zukunft ein besseres Ver-
stindnis dieser Krankheitserreger erlau-
ben und folglich auch neue Optionen ih-
rer Kontrolle erdffnen werden.
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