Beobachtung des Viruseintritts in Zellen:

Viren, blinde Passagiere der Zellen
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___Forschungsgebiet

Viren haben mannigfaltige Eigenschaften. Sie tGber-
tragen einerseits Krankheiten, kénnen aber ande-
rerseits in veranderter Form als Trager therapeuti-
scher Gene in der molekularen Medizin eingesetzt
werden. Wie Zellen besitzen auch Viren ein passives
Schutzschild aus Proteinen oder Lipiden, der den
genetischen Bauplan, die Nukleinsaure, vor dusse-
ren Einfllissen schitzt. Viren kénnen sich allein
nicht vermehren. Sie brauchen dazu Wirtszellen
und haben Wege gefunden, durch die sie sich Zu-
gang zu den zellularen Produktionsstatten ver-
schaffen. Dabei Gberwinden sie Barrieren und 6ff-
nen zum richtigen Zeitpunkt ihre eigene Schutzhil-
le, was oft mit kompletter Unterjochung der Zelle
und sogar mit dem Zelltod enden kann. Wenn es
uns gelingt, diese viralen Strategien zu verstehen,
besitzen wir nicht nur eine Grundlage zur Bekamp-
fung von Viren, sondern haben auch die einzigarti-
ge Moglichkeit, neue Einsichten in die Verhaltens-
muster lebender Materie zu gewinnen. Hier wird
beschrieben, wie unsere Arbeitsgruppe den Prozess
des Zelleintritts der Adenoviren analysiert, und was
uns diese Experimente Uber die Funktionsweise von
Zellen sagen kénnen.

*) Prof. Dr. Urs F. Greber

Zoologisches Institut der Universitiit Ziirich
Abteilung fiir Zellbiologie
Winterthurerstrasse 190

CH-8057 Ziirich

Tel. 01 63548 41
Fax 01 6356822
e-mail ufgreber@zool.unizh.ch

www.unizh.ch/zool/greber_lab

Nachdruck mit Quellenangabe gestattet.

___Viren und Zellen

Viren findet man in allen lebenden Systemen. Sie
sind fast alltagliche Begleiter der Menschen (Doerf-
ler 1996, Morse 1993). Viren sind winzig und haben
oft nur etwa einen Tausendstel der Masse von bak-
teriellen Zellen und ein Millionstel der Masse
menschlicher Blutzellen (Abbildung 1). Neue For-
men von Viren tauchen in unregelmassigen Abstan-
den immer wieder in der Bevolkerung auf, was
Furcht und Schrecken ausldsen kann. Viren kénnen
gefahrliche Krankheiten verursachen, wie zum Bei-
spiel Hirnhautentziindungen durch West-Nil-Viren,
Hamolyse durch Ebolaviren oder AIDS durch
menschliche Immundefizienz-Viren (HIV). Andere
Viren, wie Influenzaviren, Rhinoviren, Adenoviren,
Echoviren oder Pneumoviren sind verantwortlich
fur grippeartige Erkrankungen, Hepatitisviren ver-
ursachen Leberschaden, Herpesviren Fieberblaschen
und Papillomaviren gewisse Formen von Krebs.
Virale Infektionen werden durch das kérpereigene
Immunsystem bekampft, was die Virenpartikel oft
stark reduziert und zur Genesung des Individuums
fihren kann (Zinkernagel 1996). Infektiose Viren
werden von einem Organismus zum andern durch
Korperkontakt mittels Tropfchen, Korperflissigkei-
ten, Insektenstichen oder durch Nahrungsaufnah-
me Ubertragen. Bei vielen viralen Infektionen sind
nur bestimmte Organe des Wirts betroffen. Zielor-
gane der Grippeviren umfassen die Atemwege und
den Magen-Darm Trakt, das HIV zielt auf die Zellen
des Blutsystems, Herpes und Papillomaviren auf
Epithelzellen der Haut und des Genitaltrakts sowie
manchmal auch auf Nervenzellen. Die Grinde far
die Selektivitat viraler Infektionen liegen oft in der
Kompetenz der Viren, die Pforten zu den Zielzellen
zu 6ffnen.

Zellen bestehen aus Wasser, Eiweissen (Proteinen),
Fetten (Lipiden), Zuckern, Nukleinsauren (DNA und
RNA), Metaboliten und anorganischen Salzen. Sie
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Abbildung 1

Ungefédhre Dimensionen und Massen (10'2g = 0.000°000°000°001 g) eines Adenovirus, eines

Bakteriums und einer Plasmazelle. Die elektronenmikroskopischen Aufnahmen der Zellen aus ultradtinngeschnittenen
Préparaten stammen aus einem Lehrbuch der Zellbiologie (Lodish et al. 2000).

sind in sich geschlossene Systeme, die jedoch in der
Lage sind, externe Energiezuflisse und Signale in
Wachstum und Teilung umzusetzen (Abbildung
2A). Der tierische Korper enthalt viele verschiede-
ner Zelltypen, die in Geweben und Organen zusam-
menarbeiten oder frei in den KorperflUssigkeiten
zirkulieren. Zellen sterben und werden im Organis-
mus fortlaufend erneuert und verandert. Die funk-
tionellen Einheiten aller Zellen sind die Organellen
(Abbildung 2B). Die lipidreiche Zellmembran grenzt
die Zelle gegen aussen ab und schiitzt vor Agresso-
ren, ermdglicht aber die Kommunikation mit Nach-
barzellen. Das Zytoskelett aus dinnen Filamenten
(Aktin), dicken Filamenten (Mikrotubuli) und inter-
medidren Filamenten vermittelt Stabilitdt und
durch seine Dynamik auch Bewegung. Zwischen
den Filamenten, im sogenannten Zytoplasma, lie-
gen lipidhaltige Kompartimente, in denen spezielle
und oft auch gefahrliche Stoffwechselreaktionen
stattfinden, wie zum Beispiel der Abbau zelleigener
und fremder Komponenten. Der Bauplan und die
Anleitung zur Weitergabe vererbbarer Merkmale
der Zelle sind in den aus Nukleinsduren bestehen-
den Genen des Zellkerns und der Mitochondrien,
den Kraftwerken der Zelle, gespeichert und werden
dort verwaltet. Wie die einzelnen Organellen auf-
gebaut und geschitzt sind, welche Aufgaben sie er-
fullen und wie sie mit andern Organellen zusam-
menarbeiten sind wichtige Fragestellungen der
modernen Zellbiologie. Ein nitzlicher Ansatz zur
Lésung solcher Fragen ist, zellulare und virale Pro-
zesse mit Hilfe der Mikroskopie zu analysieren.
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___Die Entdeckung der Zellen

Die Mikroskopie ist ein altbewahrtes Hilfsmittel der
Zellanalyse. Die ersten mikroskopischen Untersu-
chungen lebender Materie wurden im 17. Jahrhun-
dert durch den Italiener Galileo durchgefiihrt, der
die feinen Harchen der dusseren Hautschicht von
Fliegen bereits im Jahre 1614 beschrieb (Harris
1999). Erst die Entwicklung besser geschliffener Lin-
sen durch verschiedene hollandische Optiker er-
laubte es dann dem Engldander Hooke, das erste
Mehrfachlinsen-Mikroskop zu bauen und damit in
feingeschnittenem Kork die ersten mikroskopisch
kleinen Hohlrdume organischer Materie zu ent-
decken. Abgeleitet vom lateinischen «cella», klei-
ner Raum oder Nische, nannte er diese Einheiten
«Zellen». Die ersten Uberzeugenden Dokumenta-
tionen lebender Zellen gelangen um 1672 dem
Englander Grew und dem lItaliener Malpighi, die
sich unabhangig voneinander mit der Mikroanato-
mie von Pflanzen befassten. Diese Studien zeigten,
dass pflanzliches Gewebe zu einem grossen Teil aus
Aggregaten kleiner Kammern besteht. Malpighi
befasste sich auch eingehend mit mikroskopischen
Untersuchungen des tierischen Kérpers und ver-
wendete dazu verschiedene histologische Techni-
ken. Sein Name findet sich heute noch in medizini-
schen Ausdricken wie Malpighische Gefasse, Mal-
pighische Zellen oder Malpighische Kérperchen.
Die ersten Blutzellen wurden vom holldndischen
Mikroskophersteller Leeuwenhoek um 1674 be-
schrieben. Obwohl Leeuwenhoek gelegentlich ge-
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Abbildung 2

A) Rasterelektronenmikroskopische Aufnahme kultivierter menschlicher HeLa-Zellen

(Bild R. Stidwill und K. Boucke). B) Vereinfachte schematische Darstellung einer menschlichen oder tierischen

Zelle mit Organellen.

wisse interne Strukturen in seinen Blutzellprapara-
ten beobachtete, geht die erstmalige Beschreibung
und Benennung eines Zellorganells, des Zellkerns,
1833 auf das Konto des Englanders Robert Brown.
Dies schuf nicht nur die Grundlage fir eine umfas-
sende Erklarung der Mechanismen, mit denen ver-
erbbare Merkmale Ubertragen werden, sondern er-
moglichte 1841 dem Deutschen Remak auch eine
Erklarung des Ursprungs der Zelle, namlich, durch
Zweiteilung einer existierenden Zelle in praktisch
identische Tochterzellen. Diese Idee wurde dann
vom Deutschen Physiologen Virchow Gbernommen
und weiterentwickelt.

___Von den Viren zur modernen Biologie

Der Begriff «Virus» stammt aus dem Lateinischen
und bedeutet urspringlich «Gestank, Gift», spater
auch «Schadling» und «infektiése Mikrobe». Die
ersten Viren, pflanzliche Tabakmosaikviren, wurden
1892 durch die Filtrationsexperimente Dimitry
Ivanovsky's als submikroskopische Einheiten, kleiner
als Bakterien, identifiziert. Kurze Zeit spater wurde
durch die Deutschen Loffler und Frosch 1898 das
erste tierische Virus angereichert, das Maul- und
Klauenseuchevirus, und im Jahre 1901 beschrieb der
Amerikaner Reed das erste menschliche Virus, das

Gelbfiebervirus. Aus Filtraten menschlicher oder tie-
rischer Exkremente haben 1915 der englische Biolo-
ge Twort und unabhdngig davon der Franzose
D'Herelle bakterielle Viren (Bakteriophagen) ent-
deckt und gezeigt, dass diese sich an die Oberflache
des Bakteriums anheften, die Zelle penetrieren und
sich im Zellinnern reproduzieren. Wenn die infizier-
te Zelle stirbt, gelangen die Viren ins Medium und
infizieren von dort neue Zellen. Dank der kurzen Ge-
nerationszeit der Phagen liessen sich einzelne Infek-
tionsereignisse direkt durch sogenannte «Plaque-
Tests» auf Indikatorzellen nachweisen. Dieser erste
quantitative Ansatz zur Analyse eines sich selbst re-
plizierenden lebenden Systems war die Grundlage
dafir, dass sich in den 40er und 50er Jahren Physiker,
wie der Deutsche Delbriick, und Mediziner, wie der
Italiener Luria, mit der Frage befassten, wie die
Selbstreplikation eines lebenden Systems gelingt.
Dieser neue experimentelle Ansatz hatte einen ent-
scheidenden Einfluss auf die keimende Molekular-
biologie und ermdglichte spater die revolutionie-
rende Entdeckung der DNA durch Watson und Crick
im Jahre 1953 (Watson and Crick 1953).

Bereits im Jahre 1911 gelang dem Amerikaner Rous
die Isolation des ersten Krebs verursachenden Virus,
des Hihner-Rous-Sarcoma-Virus aus der Familie der
Retroviren. Ein Retrovirus kann mit Hilfe eines sei-
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Abbildung 3

A) Transmissionselektronenmikroskopische Abbildung eines isolierten Adenovirus des Typs 2 nach

Kontrastierung mit Ammoniummolybdat (Bild K. Boucke). B) Schematische Darstellung des Adenovirus.

ner Enzyme, der reversen Transkriptase, sein RNA-
Erbgut in DNA Ubersetzen. Die Entdeckung der re-
versen Transkriptase in unabhangigen Experimen-
ten durch die Amerikaner Temin und Baltimore
1970 war dann entscheidend fur die Identifizierung
des ersten transformierenden Gens, des retroviralen
Src Gens durch die Amerikaner Bishop und Varmus
im Jahre 1976 (Vogt 1997). Dass es sich dabei nicht
um ein virusspezifisches Gen handelte, sondern um
ein Gen zellularen Ursprungs, hat mitgeholfen, eine
neue Disziplin, die Genetik des zelluldren Wachs-
tums zu schaffen. Weitere entscheidende Fortschrit-
te fUr unser heutiges Verstandnis der Zelle waren
die Entwicklung und Anwendung der Elektronen-
mikroskopie an biologischem Material durch Porter,
Fullam und Palade sowie die Methode der bioche-
mischen Fraktionierung von Zellen und Geweben
durch De Duve und Kollegeninnen (De Duve 1991).
Die Kombination dieser Methoden mit metaboli-
schen Studien und Lokalisierungsexperimenten in
den 50er Jahren ermdglichte neue Erkenntnisse der
Korrelation zwischen Struktur und Funktion von
Zellorganellen. Seit den 60er Jahren versuchte man
zellulare Eigenschaften auch durch Enzyme be-
schleunigte biochemische Reaktionen zu erklaren,
und formulierte dazu das Prinzip der Proteinma-
schinen, die durch Koordination ihrer mobilen Teile
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molekulare Kollisionen weitgehend vermeiden und
mannigfaltige Aufgaben an verschiedenen Orten
innerhalb der Zelle ausfihren (Kinosita 1999).

Zur eingehenden Analyse zellularer Prozesse kon-
nen Viren als Sonden verwendet werden. So sind
Adenoviren in den vergangenen 40 Jahren zu ei-
nem der bestuntersuchten Modellsysteme viraler
Infektionen geworden (Abbildung 3A, Shenk 1996).
Dabei wurden grundlegende zellulare Mechanis-
men entdeckt, wie zum Beispiel das Spleissen von
Boten-RNA, Aspekte der Immunsupression oder re-
gulierter Transport von Protein und Nukleinsduren
zwischen dem Kern und dem Zytoplasma. Adenovi-
ren sind zudem wichtige Modelle zum Studium der
transkriptionellen Gen-Regulation und der Replika-
tion der DNA. Dank der hohen Effizienz der Gen-
Ubertragung sind gentechnisch veranderte Adeno-
viren auch brauchbare Mittel zu Therapieversuchen
von bislang unheilbaren Krankheiten, wie zum Bei-
spiel von Kopf-Nacken-Tumoren (McCormick 1999).

___Wie Viren in Zellen eindringen

Welches sind nun die molekularen Mechanismen,
mit denen das Adenovirus in die Wirtszelle ge-
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Abbildung 4 Schematische Darstellung des Adenovirus-Eintritts in die Zelle. (siehe auch Stidwill and Greber 2000).

langt? Viren sind im Gegensatz zu Zellen tote Ma-
terie und koénnen sich selber nicht reproduzieren.
Der Grund fur die Leblosigkeit der Viren liegt in der
ausserst kompakten und 6konomisch aufgebauten
viralen Struktur, die das Erbgut schitzt. Das virale
Erbgut enthalt einerseits die Instruktionen zum Bau
der Viren und anderseits Befehle zur Steuerung zel-
luldrer Funktionen. Obwohl Viren aus den gleichen
Bausteinen bestehen wie Zellen, sind sie im Gegen-
satz zu Zellen alleine nicht in der Lage, externe
Energie aufzunehmen und zur Replikation zu ver-
wenden. Viren missen deshalb eng mit den Zellen
kooperieren, was sie oft durch gezielte Manipula-
tion erzwingen. Es sind die fein aufeinander abge-
stimmten viralen Gene und die sie umgebende Hl-
le, die solche Manipulationen erlauben (Abbildung
4). Mit Hilfe der Hulle dockt das Virus an zellulare
Oberflachenproteine oder Zucker an, welche nor-
malerweise fur Interaktionen zwischen Zellen und
deren strukturierter Umgebung bestimmt sind. Das
Adenovirus besitzt selbst keine Lipide und verwen-
det zum Andocken an die Zelle sein eigenes Fiber-
protein (Abbildungen 3B und 4). Eine Fiber bindet
mit hoher Affinitat an ein spezielles Protein der
Zelloberflache, den sogenannten Coxsackievirus-
Adenovirus Rezeptor (CAR, Bergelson et al. 1997).
CAR allein genugt aber nicht fir den Viruseintritt,

sondern es braucht dazu mindestens einen weite-
ren zellularen Rezeptortyp, namlich Integrine
(Wickham et al. 1993). Wenn das virale Kapsidpro-
tein «Penton Base» an die Integrine bindet, werden
in der Zelle verschiedene Signale erzeugt, die unter
anderem die Dynamik des Zytoskeletts und das Zell-
wachstum stimulieren. Mit diesen Signalen sichert
sich das Virus einen erfolgreichen Eintritt in die Zel-
le und seine eigene Vermehrung. Weitere Signale
stimulieren den eigentlichen Viruseintritt in die
Zelle. Das erfolgreiche Virus nitzt dazu ein zellula-
res Bedurfnis aus, namlich Nahrung und Teile der
Zelloberflache durch das Einstllpen von Membra-
nen aufzunehmen, die sogenannte Endozytose.
Das Adenovirus benUtzt einen spezifischen Weg der
Stoffaufnahme, die Clathrin vermittelte Endozytose
(Abbildung 4, Schritt 2), und streift bereits in die-
sem frihen Infektionsstadium seine Fiberproteine
ab (Greber et al. 1993; Nakano et al. 2000). Clathrin,
ein Hullprotein zellularer Membranen, ist zentral
fur die Knospung bestimmter Vesikeln (Marsh and
McMahon 1999).

Gelangen Viren mittels Endozytose ins Zellinnere,
so laufen sie Gefahr, vom zelleigenen Verdauungs-
apparat, den Lysosomen, zersetzt zu werden. Auch
in diesem Fall haben die Viren eine Lésung zu ihren
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Gunsten gefunden. Die Adenoviren, zum Beispiel,
verlassen das leicht angesauerte, gefahrliche Milieu
und dringen mittels eines weitgehend unbekann-
ten Mechanismus ins Zytosol vor (Abbildung 4,
Schritt 3). Das Zytosol ist wegen der hohen Dichte
von Protein und Lipid und der grossen Wahrschein-
lichkeit von Bindungsreaktionen ein betrachtliches
Hindernis fur die freie Beweglichkeit viraler Struk-
turen und zellularer Organellen. Die Zelle hat fur
ihre eigenen Transportbedrfnisse verschiedene L6-
sungen gefunden. Zum Beispiel werden gewisse
Elemente des Zytoskeletts als Translokationsschie-
nen mit den dazu passenden Motorproteinen ver-
wendet (Mermall et al. 1998; Vallee and Sheetz
1996). «Schmalspurschienen» bestehen aus Aktin-
proteinen und dienen vorwiegend der lokalen Ver-
schiebung von Transportgut, wahrend auf der «Nor-
malspur» bestehend aus Tubulin gréssere Distanzen
Uberwunden werden kdénnen. Eine entscheidende
Rolle beim Transport spielt die Wahl des Zugpferds,
das typischerweise nur in eine bestimmte Richtung
[auft (Stidwill and Greber 2000). Wie diese Selektion
fur virale oder zellulare Fracht geschieht, ist bis heu-
te weitgehend unbekannt. Im Falle des Adenovirus
wissen wir aber, dass der Mikrotubuli abhangige
Dynein-Dynactin Komplex als Motor fir den Kern-
transport mit einem vom Kern weg laufenden Mo-
tor konkurriert, was bedeutet, dass Motoren unter-
schiedlicher Transportrichtung fast gleichzeitig an
das Virus binden (Suomalainen et al. 1999). Eine
grundsatzlich andere Transportart besteht darin,
die Fracht an ein Ende einer Transportschiene zu
heften und je nach Bedarf die Lange der Schiene zu
verkirzen oder zu verlangern. Wie das Aktinzyto-
skelett als dynamische Schiene fir Transportzwecke
verwendet werden kann, wurde anhand von intra-
zellularen Bakterien und Vakziniaviren aus der
Pockenvirusfamilie entdeckt (Dramsi and Cossart
1998, Machesky and Way 1998).

Manche DNA Viren, zum Beispiel Adenoviren, Her-
pesviren oder Papillomaviren, aber auch Retroviren,
zum Beispiel das HIV, versuchen ihre Gene direkt im
Zellkern, dem Schaltzentrum der Zelle, zu deponie-
ren. Eine Voraussetzung dazu ist die Ueberwindung
der Zytosol-Barriere. Ist das Adenovirus dann am
Zellkern angekommen, dockt es mit grosser Genau-
igkeit an die sogenannten Kernporenkomplexe an
(Abbildung 4, Schritt 4 und Greber et al. 1997). Erst
dort, am Ende seiner Reise, nimmt es das Signal zum
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endgultigen Zerfall auf und entledigt sich seines
Kapsids (Abbildung 4, Schritt 5). Die Voraussetzun-
gen fur den Viruszerfall sind vielfaltig. Wir wissen
zum Beispiel, dass dazu eine Reihe von strukturellen
Veranderungen im Kapsid notwendig sind, unter
anderem der Abbau und Verlust von stabilisieren-
den Proteinen (Greber et al. 1996). Werden diese
stabilisierenden Komponenten nicht rechtzeitig in-
aktiviert, kann das Virus seine DNA wohl zum Zell-
kern, aber nicht in den Zellkern hinein bringen, da
es selbst zu gross ist, um durch die Kernporen zu
schlipfen. Ueber den Mechanismus des eigentli-
chen Kernimports der DNA ist sehr wenig bekannt,
ausser, dass eine physiologisch intakte Kernhlle
mit funktionellen Kernporenkomplexen notwendig
ist (Abbildung 4, Schritt 6).

___Wie man «blinde Passagiere» beobachtet

Obwohl der physikalische Durchmesser eines
Viruspartikels um ein Mehrfaches kleiner sein kann
als die Wellenldange des sichtbaren Lichts, ist es
moglich, einzelne Virenpartikel im Lichtmikroskop
unter Fluoreszenzbeleuchtung sichtbar zu machen.
Dazu koppeln wir gereinigte Adenoviren im Rea-
genzglas mit einem fluoreszierenden Farbstoff,
zum Beispiel mit dem rot fluoreszierenden «Texas-
Rot», so dass ein paar Hundert Farbstoffmolekule
an ein Viruspartikel gebunden werden (Abbildun-
gen 5A und 5B). Die meisten der Farbstoffmolekdle
sind dabei an der Aussenseite des Kapsids gebun-
den, am sogenannten Hexonprotein (Abbildung
5C). Die andern Kapsidproteine, Penton Base, Fiber
und das Protein llla, oder interne Proteine, wie die
DNA bindenden Proteine V und VII, werden nicht
markiert. Einzelne markierte Virenpartikel kénnen
wir dann im Fluoreszenzmikroskop beobachten
(Nakano and Greber 2000). In einem typischen In-
fektionsexperiment geben wir eine geringe Menge
fluoreszierender Viren zu menschlichen Testzellen,
die auf einem optisch durchlassigen Glasplattchen
haften (Abbildung 6A). Die Viren finden dann mit
erstaunlicher Treffsicherheit ihren Weg zum Zell-
kern (Abbildung 6B), genauso wie unbehandelte
Viren (Greber et al. 1997). Sie haben demnach die
Schlussel zu den verschiedenen Pforten gefunden
und nisten sich in der Zelle ein, ohne dass diese
etwas Wirksames dagegen unternimmt.
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Gereinigte Texas-rot markierte Adenoviruslésung im Reaktionsgefass (A), als Einzelpartikel abge-

bildet im Fluoreszenzmikroskop (B) und biochemisch analysiert durch Proteingel-Elektrophorese und Fluorographie

(C). Fur Details, siehe (Nakano and Greber 2000).

Fluoreszierende Viren erlauben uns, die Geschwin-
digkeit einzelner Ereignisse wahrend der ersten
Infektionsschritte zu messen. Mittels Fluoreszenz-
mikroskopie lebender Zellen konnten wir zum er-
sten Mal sehen, dass sich einzelne Viren Uber
Strecken von einigen Mikrometern in Zeitinterval-

len von Sekunden sowohl zum Mikrotubuli organi-
sierenden Zentrum (MTOC) in der Néhe des Kerns,
wie auch Uberraschenderweise vom Kern weg be-
wegen (Suomalainen et al. 1999). Diese Elementar-
geschwindigkeiten sind beachtlich und entsprechen
etwa der Geschwindigkeit eines Hochleistungszugs

A

Texas-Rot

Menschliche Zellen auf einem Glastriger

Elektronanmikroskoplsche Aufnahme

mariklerie elner infizierten Hala Zelle
Adenoviren
Abbildung 6 Schematische Darstellung der Zellinfektion mit fluoreszierenden Adenoviren (A) und elektronen-

mikroskopische Abbildung einer infizierten HelLa Zelle mit schematischer Darstellung des Adenovirus (B).
Zu beachten sind die unterschiedlichen Vergrédsserungen der Abbildungen.

15



von rund 200 km/h, wenn
man die Mikrotubuli, die ei-
nen Durchmesser von etwa
30 nm haben, als eine Schie-
ne von einem Meter und das
Adenovirus als 3 Meter gros-
se Lokomotive betrachtet.
Die Summe der viralen Ele-
mentargeschwindigkeiten er-
gibt die Populationsge-
schwindigkeit. Diese ist zum
Zellkern hin gerichtet und
betragt je nach Zelltyp zwi-
schen 0.2 bis 10 ym/min, ist
also etwa 60 mal kleiner als
die einzelnen Elementarge-
schwindigkeiten. Diese Mess-
werte stimmen sehr gut mit
Beobachtungen chemisch
fixierter infizierter  Zellen
Uberein, in denen eine maxi-
male Anreicherung der Viren
am Kern nach 60 bis 90 Minu-
ten gemessen wurde (Nakano
and Greber 2000). Die meis-
ten viralen Bewegungen er-
folgen entlang der Mikrotubuli, was man besonders
gut sehen kann, wenn die Mikrotubuli mit einem
Mikrotubuli assoziierten Protein (MAP) markiert
sind, an das ein grin fluoreszierendes Protein (GFP)
gekoppelt ist. Wenn in einer bestimmten Phase der
Infektion die vom Kern weg gerichteten Bewegun-
gen weniger haufig auftreten, kann ein einzelnes
Viruspartikel Gber Dutzende von Mikrometern zum
Zellkern hin laufen und Durchschnittsgeschwindig-
keiten bis zu 30 Mikrometer pro Minute erreichen
(Abbildung 7). Im Normalfall erfolgen beide Bewe-
gungen alternierend Uber Distanzen von wenigen
Mikrometern, was zeigt, dass neben dem Ausmass
der Bewegungen auch deren Haufigkeit die Trans-
portrichtung bestimmt. Entscheidend ist auch die
Fahigkeit der einzelnen Virenpartikel, den Mikrotu-
buli-abhangigen Motorapparat der Zelle Gberhaupt
zu nutzen. Gelingt dies nicht, bleiben die Viren im
Zytosol stecken. Weiterfilhrende Experimente in
unserer Arbeitsgruppe zielen nun darauf, die Signa-
le zu charakterisieren, welche die Viren an die
Mikrotubuli binden lassen und die Transportrich-
tung entlang der Mikrotubuli bestimmen.

Abbildung 7

nen et al. 1999).

16

-a 26:46.77

Mikrotubuli
— (MAP4-MTBD-GFP)

10 pm

Die Bewegung eines einzelnen Texas-rot markierten Adeno-
virus-Partikels in einer infizierten Affenzelle wéhrend 1 Minute und 18.76
Sekunden, dargestellt durch eine schwarze Linie mit Pfeilképfen in Netto-
bewegungsrichtung. Die Aufnahmen begannen 26 Minuten und 46.77 Sekunden
nach der Infektion. Mikrotubuli sind sichtbar durch die Mikrotubuli bindende
Doméne (MTBD) des Mikrotubuli bindenden Proteins 4 (MAP4), die an das grin
fluoreszierende Protein (GFP) gekoppelt ist (fir Details, siehe Text und Suomalai-

___Fazit

Molekulare Untersuchungen der letzten Jahre ha-
ben gezeigt, dass zellulare Prozesse fein aufeinan-
der abgestimmt und mit Passwdértern gegen aussen
geschitzt sind. Viren haben gelernt, diese Passwor-
ter zu knacken. Sie sind deshalb geeignete Sonden
zur Analyse zellbiologischer Probleme, wie zum
Beispiel der Frage, wie zelltypische SignalUbertra-
gungen in Raum und Zeit koordiniert sind. Grosse
Fortschritte der molekularen Analysemethoden er-
moglichen immer genauere quantitative Studien
einzelner Ereignisse. Entscheidend wird es sein zu
erkennen, welches die bedeutenden Messwerte
sind, die die Spezifitdt und die geschwindigkeits-
bestimmenden Reaktionen beschreiben.
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