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Den Viren auf der Spur

Hochauflosende Mikroskopie in der Zelle

Wir besuchen die dlteste virologische For-
schungsstitte der Welt. Sie wurde 1910 von
Friedrich Loeffler aufgebaut und ist heute
Hauptstandort des gleichnamigen Bundesfor-
schungsinstituts fiir Tiergesundheit (Friedrich-
Loeffler-Institut, FLI). Bei bestem Wetter kom-
men wir auf der Insel Riems im Greifswalder
Bodden an. Im Institut fiir molekulare Virologie
und Zellbiologie des FLI werden wir von PD Dr.
Stefan Finke empfangen. Uns fiihrt eine beson-
ders interessante Methode, mit der die Forsche-
rinnen und Forscher den Weg von Viren in le-
benden Zellen verfolgen konnen, auf die Insel.
Gemeint ist die ,Hochauflosende Lebendzell
Video-Mikroskopie”.
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Wir mochten die Krankheitserreger und die von ihnen
ausgehenden Risiken verstehen, um sie gezielt bekamp-
fen zu konnen.”, erklart uns Stefan Finke zu Beginn unse-
res Rundgangs. Die Wissenschaftlerinnen und Wissen-
schaftler erforschen hier im Labor Infektionsstrategien
von Viren und beschaftigen sich mit Fragen wie: ,Wie
gelangt das Virus vom Ort der Infektion zum Zielort, zum
Beispiel dem Gehirn oder andere Organen?” oder ,Wel-
che Zellen werden dann im Gehirn infiziert?” An ausge-
wahlten, veterindrmedizinisch relevanten Viren werden
die Erreger-Wirtszell-Interaktionen untersucht.

Und so funktioniert’s

Im Labor erldutert uns Stefan Finke die Funktionsweise
der angewendeten optischen Methode. Bei der Laser-
scanning Fluoreszenzmikroskopie regen ein oder meh-
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rere Laser durch Licht aktivierbare Fluorophore an. Das
kdnnen sowohl fluoreszierende Substanzen als auch flu-
oreszierende Proteine sein. ,Auf Basis des griin fluores-
zierenden Proteins einer Qualle (Aequorea victoria) und
anderer natirlich vorkommender Fluoreszenzproteine
wurden in den letzten Jahren unterschiedlichste und
in verschiedenen Farben fluoreszierende Proteine ent-
wickelt.”, erklart Stefan Finke. ,In Kombination mit Pro-
teinen in Viren oder Zellen kénnen die auf diese Weise
Lfluoreszenzmarkierten” Proteine und Proteinkomplexe
direkt unter dem Fluoreszenzmikroskop in lebenden
Zellen untersucht werden.” Dabei werden die Praparate
kontinuierlich mit Laserlicht bestrahlt und so die fluo-
reszierenden Proteine angeregt. Die zeitgleiche Detek-
tion des freigesetzten Fluoreszenzlichtes ermdglicht die
schnelle Lokalisation der Fluorophore im dreidimensio-
nalen Raum der Zellen. Entsprechend kénnen dynami-
sche Vorgange bzgl. des intrazellularen Transportes von
Proteinen, Proteinkomplexen oder vollstandigen Viren
Uber die Zeit visualisiert und in deren Dynamik analy-
siert werden.

Die Kombination der konfokalen Laserscanmikroskopie,
bei der Streulicht durch eine winzige Lochblende abge-
fangen wird und nur Lichtsignale aus dem scharf abge-
bildeten Bereich der Probe zum Detektor durchgelassen
wird, mit sehr schnellen und extrem sensitiven Scanver-
fahren, bei denen einzelne Photonen detektiert werden
kdnnen, ermdglicht ,Live Virus Imaging” in Echtzeit.

Wir messen optische Ebenen mit Schichtdicken von
0,7 Mikrometern. Streulicht aus anderen Ebenen wird
blockiert.”, beschreibt Stefan Finke. ,Das Licht um den
fokussierten Lichtpunkt gelangt zum Detektor und es
entstehen optische Schnittbilder mit hohem Kontrast
und einer optischen Auflésung von ca. 180 Nanometern.
Bildpunkte, die weiter als 180 Nanometer voneinan-
der entfernt sind, werden als zwei individuelle Punkte
wahrgenommen. Oft werden mehrere optische Ebenen
umfassende Bildstapel aufgenommen, die mit speziel-
len Computerprogrammen zu 3D-Animationen rekons-
truiert werden kdnnen und so einen dreidimensionalen
Einblick in die Struktur einer Zelle erlauben.”

Die Auflésungsgrenze optischer Mikroskope lag lange
Zeit knapp unterhalb von 200 Nanometer. Der Physi-
ker Ernst Abbe begriindete 1873 diese untere Grenze
mit der Wellenldange des sichtbaren Lichtes. Sobald der
Abstand zweier Objekte kleiner ist als die halbe Licht-
wellenldnge, kann das Auge sie aufgrund der Beugung
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des Lichtes nicht mehr voneinander unterscheiden. Sie
verschwimmen zu einem Objekt. Neue Entwicklungen
in der Fluoreszenzmikroskopie fiihrten in den letzten
Jahren zur Entwicklung von ,Superresolution”-Mikro-
skopen, mit denen die Auflosungsgrenze in der Licht-
mikroskopie auf ca. 30 Nanometer reduziert wurde. Fiir
die Entwicklung der ,Superresolution“-Mikroskopie und
deren Nutzen fir die Bearbeitung zellbiologischer Fra-
gen gab es in diesem Jahr den Nobelpreis fiir Chemie
fur einen deutschen und zwei amerikanische Forscher.
Entsprechende Mikroskope werden von Partnern des
FLI, wie der Tel Aviv Universitat, betrieben und innerhalb
von Kooperationen genutzt.

Der Trick mit der Fluoreszenz

,Um die Wege von Viren in lebenden Zellen verfolgen
zu kdnnen, werden sie zundchst genetisch so verandert,
dass sie fluoreszenzmarkierte Proteine produzieren. Mit
Lasern bestimmter Wellenlange werden diese photo-
aktivierbaren Proteine dann angeregt und leuchten. So
werden die Viren sichtbar gemacht.”, zeigt uns der be-
geisterte Virologe auf einem Bildschirm (Abb. 1).

info
invasive Methoden =
zerstorende Methoden

Zerstoren die Gewebe oder Untersuchungsobjekte,
um z. B. nachzuweisende Stoffe in Agenzien zu I6sen.
Untersuchungsobjekte meist nur einmal verwendbar.
Beispiele:

Chemische Analyse von Inhaltsstoffen

ELISA-Test

DNA-Analysen

nicht-invasive Methoden =
nicht-zerstorende Methoden

Indirekte Messung von physiologischen oder
chemischen Eigenschaften; wirken von auf3en

auf das Objekt ein und verletzen bzw. schadigen
nicht; fir Untersuchungen lebender Zellen geeignet
Beispiele:

Chlorophylifluoreszenzanalyse

Spektroskopie in UV und sichtbaren (UV/VIS)
Wellenlangenbereich sowie im Nahinfrarot (NIR)
Ultraschallmessung
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Abbildung 1: Auswertung am Monitor

Das Tollwutvirus, mit dem sich die Forschergruppe von
Stefan Finke liberwiegend beschaftigt, ist stabchenfor-
mig, 160 Nanometer lang und 60 Nanometer im Durch-
messer. ,Es ist also etwas zu klein um direkt mit unserem
Mikroskop gesehen zu werden.”, stellt Stefan Finke klar.
,Durch die Fluoreszenzmarkierung leuchten die Viren
allerdings mit einem Durchmesser von ungefahr 400 Na-
nometer und werden so fiir uns sichtbar. Beobachten wir
die fluoreszierenden Viruspartikel in lebenden Zellen,

"

sprechen wir auch gerne von ,Live Virus Imaging””.

Bewegung der Viren in lebenden Zellen
Herkdmmliche fluoreszenzmikroskopische Methoden
oder elektronenmikroskopische Analysen, sind ,invasive
Methoden”. Hierbei werden die beobachtete Zielzelle
und alle darin stattfindenden Prozesse fixiert. Beim Live
Cell Imaging, als einer ,nicht-invasiven” Untersuchungs-
methode, wirkt lediglich das Anregungslicht auf die Zelle
ein. Zelltétende Praparationsschritte sind nicht notwen-
dig. Durch die Verwendung von sehr sensitiven Photo-
detektoren und eine optimierte optische Ausstattung
kénnen Vorgange in lebenden Zellen bei minimalem
Anregungslicht untersucht werden, ohne dass photo-
toxische Effekte auf die Zelle zu erwarten sind.

.Wir versuchen Infektionsschritte in den lebenden Zellen

direkt zu beobachten und dynamische Interaktionen mit
Zellstrukturen aufzukldren. Da wir lebende Zellen unter-
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Abbildung 2: Inkubator

suchen, missen wir optimale Konditionen fir sie unter
dem Mikroskop schaffen’, erklart Stefan Finke und weist
auf ein durchsichtiges Gehause in dem sich das Live-Cell
Mikroskop befindet (Abb.2). ,Die Zellen diirfen dabei
nicht zerstort werden. Die Haube aus Plexiglas stellt ei-
nen Inkubator dar, in den 37 Grad Celsius warme Luft ge-
blasen wird. So kénnen wir die Temperatur optimal und
konstant einstellen.”

Einige Viren haben erstaunliche Strategien entwickelt,
um vom Ort der Infektion zum Gehirn zu gelangen. ,Das
Tollwutvirus nutzt Transportmechanismen innerhalb der
Nervenbahnen, die wir noch nichtin allen Details kennen.
Um diesen Mechanismen auf die Spur zu kommen, ziich-
ten wir in speziellen Objektkammern Nervenzellen, die
quer durch die ,Kammer” hindurch Zellfortsatze (Axone)
bilden. Diese lebenden Nervenzellen infizieren wir mit
fluoreszenzmarkierten Viren und verfolgen dann unter
dem Mikroskop ihre Bewegungen.”

Uber die Geschwindigkeit der Bewegungen kann man
sehen, welche Mechanismen beteiligt sind. Das Tollwut-
virus bewegt sich sowohl anterograd — vom Zellkorper
zum Ende des Axons — als auch retrograd also genau ent-
gegengesetzt. Wobei der Transport vom Zellkérper weg
mit ungefahr 3,4 Mikrometer pro Sekunde fast doppelt
so schnell geht, wie in die andere Richtung. Fir beide
Transportrichtungen werden sogenannte Motorproteine
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Abbildung 3: Weide Insel Riems

benutzt.,Die genaue Charakterisierung der Transportvor-
gange ist fur unsere Forschung besonders wichtig. Wel-
che Zellstrukturen sind beteiligt oder ist das Virus sogar
in der Lage, zelluldre Transportvorgdnge fiir die eigene
Ausbreitung zu manipulieren?” Tatsachlich konnte die
Arbeitsgruppe um Stefan Finke zusammen mit Koopera-
tionspartnern in einem aktuellen Beitrag in der Zeitschrift
PLOS Pathogens zeigen, dass das Tollwutvirus nicht nur
die Motorproteine nutzt, sondern die Geschwindigkeit
dieser Transportprozesse offensichtlich beeinflusst und
so einen effizienteren Virustransport erzielt.

Grundlagenforschung fiir die spétere
Impfstoffentwicklung

Die Lebendzell-Fluoreszenzmikroskopie ist eine wichtige
Technologie zur Erforschung dynamischer Prozesse in
Zellen. Insbesondere konnen Virusinfektionen und der
Einfluss von Virus-Wirt-Interaktionen und deren Dyna-
mik auf die Vermehrung der Krankheitserreger in Zellen,
deren Ausbreitung im Organismus und auf die Fahigkeit,
Krankheiten auszulésen einen entscheidenden Einflul3
haben. Kenntnisse (iber diese Vorgange kénnen in Zu-
kunft wichtige Grundlagen fiir die zielgerichtete Entwick-
lung von neuen Impfstoffen und fiir neuartige Ziele anti-
viraler Therapien sein.

Die Lebendzell-Mikroskopie allein reicht trotz ihrer vielfalti-
gen Methoden nicht aus, komplexe Wirt-Virus-Interaktionen
umfassend zu erforschen’, betont Stefan Finke. ,Weitere
Methoden wie die Massenspektrometrie als Nachweis- und
Analysemethode fiir Proteine und Proteinkomplexe und
Techniken zur gezielten Herstellung gentechnisch veran-
derter Virusmutanten sind flr die Erforschung molekularer
Virus-Wirt Interaktionen unabdingbar.”
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Die Wissenschaftlerinnen und Wissenschaftler des FLI
versuchen Synergieeffekte zwischen humanmedizini-
scher und veterinarmedizinischer Forschung zu schaffen
und zu nutzen. Mit den verwendeten Infektionsmodellen
werden Eigenschaften unterschiedlicher Viren verglichen
und auf Basis dieser Untersuchungen neue Strategien im
Bereich der angewandten Forschung erméglicht. ,Letzt-
lich machen wir in unserem Labor Grundlagenforschung.
Wir wollen verstehen, welche Eigenschaften der Viren
die Krankheit auslosen. Haben wir diese Fragen geklart,
kénnen wir sie gentechnisch verandern und gezielt ab-
geschwachte Viren mit verminderter Infektionskraft
herstellen. Damit bereiten wir den Weg fiir die Impfstof-
fentwicklung oder die Herstellung von neuartigen Medi-
kamenten!

Fir den ForschungsReport unterwegs waren Dr. Antje
Topfer und Dr. Michaela Niirnberg
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