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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Entwicklung und Stand der AIDS-Epidemie

Patient 1: A previously healthy 33-year old man developed P.carinii pneumonia and
oral mucosal candidiasis in March 1981 after a 2-month history of fever associated
with elevated liver enzymes, leukopenia and CMV viruria. The serum complement-
fixation CMV titer in October 1980 was 256, in May 1981 it was 32. The patient’s
condition deteriorated despite courses of treatment with trimethoprim-sulfamethoxazole
(TMP/SMX), pentamidine, and acyclovir. He died May 3, and postmortem examination
showed residual P. carinii and CMV pneumonia, but no evidence of neoplasia (CDC,

1981b).

Patient 1 ist der erste Patient, dessen Erkrankung und Tod an AIDS dokumentiert
wurde. Er war einer von fiinf homosexuellen Minnern, die Klinikdrzten in San
Francisco aufgefallen waren, weil sie an Pneumocystis-carinii-Pneumonien (PCP) litten,
obwohl sie nicht zu der fiir diese Pilzerkrankung typischen Patientengruppe gehorten.
Die Autoren der Fallbeschreibung vermuteten einen zelluliren Immundefekt als
Ursache der Pneumonien. Sie stellten die These auf, dass die ,homosexuelle
Lebensweise* oder Sexualkontakte eine Rolle bei der Entstehung der Immunschwéche
gespielt haben konnten. Es folgten weitere Berichte iiber homosexuelle Ménner mit
opportunistischen Infektionskrankheiten und Kaposi-Sarkom (KS) (CDC, 1981a; CDC,
1982a).

Die Immunschwiche wurde zunéchst als GRID (gay-related-immunodeficiency disease)
bezeichnet. Auf Grund von epidemiologischen Beobachtungen wurde vermutet, dass
Umstidnde im Zusammenhang mit dem Besuch von Badehdusern, deren Géste
hauptséichlich homosexuelle Ménner waren, oder der Gebrauch bestimmter Drogen fiir
die Erkrankung verantwortlich sein konnten. Es folgte die SchlieBung aller Badehduser
in San Francisco, in der Hoffnung die Ausbreitung der Erkrankung stoppen zu konnen.
Nachdem auch Fille von PCP und KS unter i.v.-Drogenabhingigen (Masur ef al.,
1981), Hamophilen (CDC, 1982¢) und heterosexuellen Haitianern (CDC, 1982b)
bekannt wurden, fiihrte das CDC eine Definition des Syndroms ein und gab ihm den
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Einleitung

Namen AIDS.

Dass es sich bei AIDS um eine Infektionskrankheit handeln konnte, deren damals noch
unbekannter Erreger nicht nur durch homosexuellen Geschlechtsverkehr, sondern auch
heterosexuell (CDC, 1983) sowie durch Blut (CDC, 1982d) und Muttermilch
{ibertragbar ist, wurde klar, als auch Frauen und Kinder (CDC, 1982¢) erkrankten. Die
Sequenzierung des HI-Virus gelang schlieBlich mehreren Forschergruppen annihernd
gleichzeitig und ist mit den Namen Robert Gallo (Gallo et al., 1984), Francoise Barre
Sinoussi und Luc Montagnier (Barre-Sinoussi ef al., 1983) sowie Jay Levy (Levy et al.,
1984) verbunden.

Patient 1 war im Riickblick nicht das erste amerikanische Opfer von AIDS.
Kryokonservierte Gewebe- und Serumproben eines 15-jahrigen Schwarzen, der 1968 an
einem aggressiven KS verstorben war, wurden nachtriglich auf Antikérper und HIV-
Antigene getestet und reagierten positiv (Garry er al., 1988). Da der Patient keine
Auslandsreisen unternommen hatte, mu} es bereits Anfang der sechziger Jahre HIV-

infizierte Menschen in den USA gegeben haben.

Seit Beginn der achtziger Jahre hat sich das HI-Virus unter der Weltbevolkerung weit
ausgebreitet und bis 1999 vermutlich 18,8 Millionen Menschen getStet (UNAIDS,
1999). Wihrend in Deutschland in 24 Monaten ca. 16000 Menschen an den Folgen von
Verkehrsunfillen sterben (Bundesamt, 1997), infizierte sich 1999 in 24 Stunden beinahe
die gleiche Anzahl an Menschen weltweit mit HIV (UNAIDS, 1999). Die Mehrheit der
Betroffenen lebt dabei in Afrika. Eine Studie des Nordamerikanischen Geheimdienstes
CIA befasste sich mit den weltweiten Folgen der Epidemie: In den am schwersten
betroffenen Léandern siidlich der Sahara werde die Erkrankung die durchschnittliche
Lebenserwartung innerhalb des néchsten Jahrzehnts um 30 Jahre reduzieren. 41,6
Millionen Kinder werden bis 2010 einen oder beide Elternteile an AIDS verloren haben,
davon leben die meisten in Lindern ohne soziales Netz. Das Bruttoinlandsprodukt
dieser Lander werde um bis zu zwanzig Prozent abnehmen. Die Kosten der Versorgung
von AIDS-Patienten in Siidafrika werde in fiinf Jahren bis zu 84 % des gesamten
Gesundheitsbudgets verschlingen, selbst ohne HIV-spezifische Therapie (CIA, 1999).
Und obwohl die Situation in den Vereinigten Staaten und in Europa weit entspannter ist
(UNAIDS, 1999), wurde AIDS am 30. April 2000 vom amerikanischen Prasidenten

Clinton zum nationalen Sicherheitsrisiko erklért. Der zuvor verdffentlichter CIA-Report
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Einleitung
zur globalen Bedrohung durch Infektionskrankheiten hatte Nordamerika alarmiert, weil

er zeigte, dass US-Biirger zu Hause und im Ausland in Gefahr geraten, dass im Ausland
stationierte amerikanische Soldaten bedroht sind, und dass die soziale und politische
Stabilitit in Schliisselregionen, in welchen die USA Interessen verfolgen, durch HIV
gefédhrdet ist (CIA, 1999).

Clinton traf daraufhin den siidafrikanischen Prisidenten zu Gesprichen iiber AIDS
(Babington, 2000) und erlieB, dass afrikanische Staaten, die preiswertere Generika von
AIDS-Medikamenten herstellen oder einfiihren, nicht mit Sanktionen wegen
Patentrechtsverletzungen belegt werden diirfen (Lewis, 2000). Die groflen
Pharmakonzerne protestierten und prozessierten in der Folge und sagten schlieBlich zu,
Medikamente erheblich preiswerter an Afrika zu liefern oder véllig kostenlos zur
Verfligung zu stellen. Wegen der fehlenden Infrastruktur, der immer noch zu hohen
Kosten der verbilligten Medikamente und des notwendigen Patientenmonitorings wird
dennoch auch in Zukunft fiir die meisten HIV-infizierten Afrikaner eine Therapie nicht
zu realisieren sein.

Afrika ist im Jahr 2002 der am schwersten betroffene Erdteil. Aber in vielen anderen
Regionen, die uns geographisch naher liegen, geht die Entwicklung scheinbar
ungebremst in die gleiche Richtung, wie die Zahlen aus den ehemaligen Sowjetstaaten
erahnen lassen. Dort werden dramatische Anstiege der Neuinfektionen registriert
(UNAIDS, 1999).

AIDS hat sich in den letzten zwanzig Jahren gewandelt und globale Verdnderungen
angestofen. Eine Erkrankung, die zunéichst auf eine kleine Gruppe der Bevolkerung
beschriinkt zu sein schien, ist zum Sicherheitsrisiko fiir die Vereinigten Staaten erklart
worden. AIDS hat das Triumphgeschrei anldBlich des vermeintlichen Sieges iiber die
Infektionskrankheiten verstummen lassen. Es hat aber auch eine gewaltige Intelligenz
mobilisiert, die in kurzer Zeit unglaubliche Erkenntnisse iiber diese Erkrankung und
allgemeine immunologische Zusammenhénge produziert hat. Die daraus abgeleitete
Therapie ist noch immer nicht von dauerhaftem Erfolg, hat erhebliche Nebenwirkungen
und steht in der Regel nur den infizierten Menschen in reichen Landern zur Verfligung.
Es ist damit zu rechnen, dass die AIDS-Epidemie immer mehr zu einem Problem fiir die
gesamte Weltbevolkerung wird und nicht nur Auswirkungen auf die 34.3 Millionen

Menschen hat, die derzeit mit dem Virus leben.
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1.2. Pathophysiologische Grundziige der HIV-Infektion

Krankheitsbild

Der natiirliche Verlauf der HIV-Infektion 146t sich grob in drei Abschnitte gliedern:
Kurz nach der Ubertragung entwickelt sich bei einem Teil der Patienten das
Krankheitsbild der akuten HIV-Infektion. Es treten grippehnliche Symptome mit
Fieber, Pharyngitis, Kopfschmerzen, Exanthem und Lymphknotenschwellung  auf.
Diese Symptomatik wird im Englischen als ,,Mononucleosis-like-Syndrome*
zusammengefasst, weil sie an das Krankheitsbild der durch EBV hervorgerufenen
infektissen Mononukleose erinnert. Zu den Differentialdiagnosen zéhlen unter anderen
die akuten Infektionen mit CMV, HCV, HBV und Toxoplasmose. Eine Differenzierung
zwischen den Erregern ist an Hand der Symptomatik nicht moglich.

Der GroBteil der Patienten erholt sich vom Bild der akuten HIV-Infektion ohne weitere
Therapie und bleibt dann zunichst asymptomatisch. In dieser Zeitspanne kann der
einzige klinische Hinweis auf die HIV-Infektion eine persistierende Lymphadenopathie
sein. Die Dauer dieser Krankheitsphase mit subjektivem Wohlbefinden variiert stark
und ist epidemiologisch mit dem Infektionsweg, dem sozialem Status, dem Geschlecht,
mit Begleiterkrankungen und mit viralen und genetischen Faktoren des Wirts assoziiert
(Coutinho, 2000; Harms and Feldmeier, 2002; Lears and Alwood, 2000; Mindel and
Tenant-Flowers, 2001; Puoti et al., 2002; Schacker, 2001, Touloumi and Hatzakis,
2000; Vergis and Mellors, 2000; Zuniga et al., 2000). Nach acht bis zehn Jahren geht
die asymptomatische Phase bei der iiberwiegenden Mehrheit der untherapierten
Patienten in das Krankheitsbild AIDS iiber, die durchschnittliche Zeit von der
Serokonversion bis zum Tod durch AIDS liegt bei ca. 12 Jahren (Coutinho, 2000).

Das erworbene Immunschwiche-Syndrom AIDS ist als klinisches Syndrom definiert,
unter dem verschiedene Infektionsk;ankheiten und Tumoren zusammengefasst sind, die
charakteristischerweise nur dann auftreten, wenn das zelluldre Immunsystem eines

Patienten geschwicht ist (CDC, 1997).

Das zelluldre Immunsystem

Urspriinglich bezeichnete der Begriff ,,zellvermittelte Immunitit die lokale Reaktion
des Organismus auf intrazellulire Pathogene durch Lymphozyten und Phagozyten.
Heute wird der Begriff fiir alle Abwehrreaktionen gegen Organismen und Tumoren
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verwendet, bei denen Antikdrper eine untergeordnete Rolle spielen (Roitt, Brostoff, and

Male, 1998).

Das zelluldre Immunsystem verfiigt iiber Moglichkeiten, differenziert auf die
unterschiedlichen Pathogene zu reagieren. Grundsitzlich kommen nicht immer alle
Zelltypen zum Einsatz. So sind T-Zell abhingige und unabhdngige Immunantworten
bekannt. An der T-Zell abhéngigen Antwort sind Antigen-prisentierende-Zellen (APC),
Helfer T-Lymphozyten (im Folgenden als T-Helferzellen bezeichnet) und zytotoxische
T-Lymphozyten (CTL) beteiligt. Diese Zellen des Immunsystems kénnen zum Zweck
der Abwehr iiber bestimmte Schnittstellen stindig mit fast allen Zellen des Organismus
kooperieren. Dazu exprimieren die meisten Zelltypen des Menschen MHC-Molekiile
der Klasse I an ihrer Oberfliche. Diese Molekiile werden in der gesunden Zelle
intrazellulir mit Peptiden von korpereigenen Proteinen beladen und an die
Zelloberfliche transportiert. Wenn eine Zelle z.B. mit einem Virus infiziert ist, werden
auch virale Peptide zusammen mit den MHC-Molekiilen an der Zelloberfléche
exprimiert. CTL konnen mit ihren T-Zellrezeptoren an den MHC-Peptid-Komplex der
Zelle binden und koérperfremde von korpereigenen Peptiden unterscheiden. Erkennt ein
CTL ein Peptid als fremd, aktiviert er verschiedene antivirale Mechanismen, die die
Zerstorung der infizierten Zelle und die Verhinderung der Infektion der Nachbarzellen
zur Folge haben (Berke, 1995a; Berke, 1995b; Griffiths, 1995). Dariiber hinaus kommt
es zur klonalen Vermehrung derjenigen CTL, die spezifisch das Fremdpeptid erkannt
haben (Butz and Bevan, 1998; Murali-Krishna et al., 1998; Pfau et al., 1982). Fir das
Funktionieren der Abwehr intrazelluldrer Parasiten muB} aber gewdhrleistet sein, dass
die sich vermehrenden CTL in einen aktiven Zustand versetzt werden. Dies ist eine der
Aufgaben der virusspezifischen Helferzellen (Battegay et al., 1994; Kalams and
Walker, 1998; Matloubian, Concepcion, and Ahmed, 1994; von Herrath ef al., 1996;
Zajac et al., 1998). Auch sie miissen zundchst aktiviert werden. Ein Weg zur
Aktivierung der T-Helferzellen ist die Stimulation durch APC. Dazu prozessieren APC
virale Peptide und prisentieren sie den Helferzellen auf ihren MHC-Molekiilen der
Klasse II. Durch Kontakt des MHC-Peptid-Komplexes mit einem passenden T-
Zellrezeptor werden verschiedene Mechanismen in Gang gesetzt, die zu einer klonalen
Vermehrung der spezifischen T-Helferzelle und zu deren Aktivierung fiihren (Roitt,
Brostoff, and Male, 1998). Die aktivierten T-Helferzellen kommunizieren wiederum

vermutlich durch direkte Zell-Zell Interaktion mit den CTL der gleichen Spezifitit.
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T-Helferzellen stehen somit im Zentrum der zelluliren Immunabwehr. Sie koordinieren

und aktivieren die Zerstorung von infizierten Zellen. Fehlt die Helferzellantwort,
entstehen CTL deren antivirale Kompetenz eingeschrénkt und deren Expansion nicht

von anhaltender Dauer ist.

Die Rolle der Helferzelle in der Pathogenese von AIDS

AIDS ist letztlich die Folge einer nicht funktionierenden zelluliren Immunantwort.
Ursache dieses Defektes ist primidr ein Ausbleiben der T-Helferzellantwort. Das
Krankheitsspektrum im Verlauf der HIV-Infektion spiegelt die kontinuierlich
abnehmende T-Helferzellzahl wieder. Viele AIDS-definierende Erkrankungen haben
einen charakteristischen Manifestationsgipfel, der nicht durch die Infektionsdauer,
sondern durch die T-Helferzellzahl bestimmt ist. Zum Beispiel tritt typischerweise eine
Pneumocystis Carinii Pneumonie bei absoluten T-Helferzellzahlen unter 200/ul, eine
cerebrale Toxoplasmose unter 100 pl und eine Infektion mit CMV unter 40/l auf.
Diejenigen Patienten, deren T-Helferzellzahlen auf noch ungeklirte Weise wihrend der
Infektion konstant bleiben entwickeln keine opportunistischen Erkrankungen, sie
werden ,,Long-term-non-progressors* genannt.

Entscheidend fiir das Entstehen der Immunschwiche im Rahmen von AIDS ist also der
Verlust der T-Helferzellen. Der Mechanismus, der zum Zellverlust fiihrt, wird auch
noch zwanzig Jahre nach Beschreibung der Erkrankung intensiv beforscht. Die Literatur
hieriiber ist umfangreich und widerspriichlich, und es gibt bis heute kein einheitliches
Modell dazu, wie HIV den Zellverlust verursacht. Im Folgenden sollen die einzelnen
Hypothesen dargelegt werden.

Der Helferzellverlust kann drei Ursachen haben:

*Verminderung der Neuproduktion
*Umverteilung in andere Kompartimente

*Vermehrte Zellzerstorung
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1.2.1. Verminderung der Neuproduktion von T-Helferzellen; Erschopfung vs.
Depression der Lymphopoese

Im Verlauf der HIV-Infektion werden tiglich mehr Helferzellen zerstort als beim
Gesunden auf natiirliche Weise zugrunde gehen (zur Zellzerstérung siehe 1.2.3).
Kénnten die verlorenen Zellen zahlenmaBig und funktionell ersetzt werden, kdme es
vermutlich nicht zu einem Absinken der T-Helferzellen im Blut und damit zu einem
Verlust der Immunkompetenz. Bilanziert man also den Zellumsatz, kann gefolgert
werden, dass die tdgliche Zerstérung von Zellen groBer sein muf als deren
Nachproduktion. Das zahlenméfige Niveau, auf dem sich die Zellzerstérung und
Nachproduktion ~abspielt, ist nicht bekannt. Nach den 1995 erschienenen
Verdffentlichungen von Ho und Wei, die unabhéngig voneinander ein Zahlenmodell zur
Kinetik des Helferzellverlustes entwickelt hatten, war zunidchst allgemein akzeptiert,
dass bereits ab dem Zeitpunkt der Infektion tiglich eine grofie Anzahl von Helferzellen
durch die Infektion vernichtet wird, und dass eine entsprechende Zahl an Zellen
nachproduziert wird, um den Verlust auszugleichen (Ho et al., 1995; Wei et al., 1995).
Die Konsequenz daraus war, anzunehmen, dass die Nachproduktion der Helferzellen
{iber die Jahre hinweg auf Hochtouren lauft.

Im Verlauf der letzten Jahre sahen andere Autoren zunehmend Hinweise, die diese
Vorstellung in Frage stellten. Kritik an der Theorie kam zunichst auf, als deutlich
wurde, dass der steile initiale Helferzellanstieg nach Beginn von HAART (auf dem die
Berechnugen von Ho und Wei basierten) auch eine Funktion der Umverteilung von
Zellen aus dem lymphatischen Gewebe ins periphere Blut sein kénnte, und nicht nur
Ausdruck der laufenden Produktion (Fleury er al., 1998; Pakker et al., 1998). Damit
wire die von Ho berechnete Zahl von ca 1x10° zerstorten Zellen pro Tag zu hoch
angesiedelt. Untersuchungen von Telomerldngen in HIV-Patienten (Palmer et al., 1997,
Wolthers et al., 1996; Wolthers et al., 1999) und die direkte Bestimmung des
Lymphozytenumsatzes in vivo (Hellerstein ez al., 1999) legten ebenso nahe, dass der
Zellumsatz im Vergleich zum Uninfizierten nicht in dem Mafe gesteigert ist, wie bisher
angenommen.

Aus beiden Theorien ergeben sich zwei mogliche Rollen des lymphopoetischen
Systems bei der Entstehung der zunehmenden Lymphopenie.

Unter der Vorstellung eines extrem gesteigerten Zellumsatzes wurde das Konzept der

“proliferativen Erschopfung" diskutiert (Ho ez al., 1995; Wei et al., 1995). Es setzt
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voraus, dass reifen Helferzellen oder deren Vorstufen nur eine bestimmte Anzahl an

Replikationszyklen zur Verfligung steht. Nach Ablauf dieser Zyklen erschopft sich die
Fahigkeit zur Emeuerung. Eine {ibermaBige und langjahrige Steigerung der Zellteilung
zum Ausgleich eines hohen Zellverlustes wiirde also dazu fithren, dass die maximal
mogliche Zahl an Replikationszyklen friihzeitig erreicht wird. Somit wire ein
vorzeitiger Zusammenbruch der Regenerationsfihigkeit des Immunsystems Ursache der
Immunschwiche.

Dagegen sprechen die Messungen von Hellerstein, die ergaben, dass der HIV-infizierte
Patient téglich etwa nur doppelt so viele Lymphozyten wie der Gesunde produziert.
Eine bloBe Verdoppelung des Umsatzes erschien ihm nicht ausreichend fiir eine
Erschopfung des Knochenmarks (Hellerstein et al., 1999). Analysen der Telomerlédngen
von T-Helferzellen, die sich mit jedem Teilungsvorgang einer Zelle verkiirzen und
damit einen erhohten Umsatz anzeigen kénnen, lieferten ebenso keinen Hinweis auf die
Theorie der proliferativen Erschdpfung (Blackburn, 1991; Vaziri et al., 1993). Die
Telomerléngen von HIV-Patienten unterschieden sich in den Arbeiten von Wolthers
nicht von den Telomerlingen von Uninfizierten (Wolthers e al., 1996; Wolthers et al.,
1999).

Daraus wurde gefolgert, dass der tigliche Umsatz an Zellen nicht so hoch sei wie zuvor
angenommen, woraus sich das alternative Konzept der "Beeintrichtigten Erneuerung”
ergab. Der Zellverlust ist in dieser Theorie also hauptsichlich Folge eines Versagens
des Organismus, den nur geringfiigig gesteigerten Bedarf an Lymphozyten mit einer
Produktionssteigerung zu beantworten. Hellerstein stiitzt diese Anschauung weiter mit
dem Nachweis eines erhdhten Zellumsatzes nach der Einleitung einer antiretroviralen
Therapie.

Der histologische Zustand des Knochenmarks und des Thymus von HIV-Patienten
sowie weitere experimentelle Befunde sprechen fiir das Konzept der ,,Beeintrichtigten
Erneuerung®. Proliferation und Ausdifferenzierung der Vorstufen der T-Lymphozyten
sind in beiden Organen der Lymphopoese erheblich gestort. Das Knochenmark von
HIV-infizierten Patienten ist unabhingig vom Erkrankungsstadium hyperzellular mit
dysplastischer Hématopoese und zeigt mesenchymale Verénderungen. Pluripotente
CD34+ Progenitorzellen, aus denen sich weiBe und rote Zellreihen rekrutieren, sind in
ihrer Anzahl stark reduziert (Stutte et al., 1990). Nach den Untersuchungen von Stutte

kann HIV in Retikulumzellen, die regulatorisch in die Hématopoese eingreifen,
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erfolgreich replizieren (Stutte et al., 1990). Hinweise auf eine direkte Infektion der

CD34+ pluripotenten Zellen gibt es in der Literatur dagegen nicht (Koka et al., 1998;
Koka et al., 1999). Die Depletion der pluripotenten Progenitorzellen wird auf eine
Infektion der Stromazellen des Knochenmarks und damit auf die Stérung der
"Hamatopoetischen Support-Funktion” (HSF) dieser Zellen zuriickgefiihrt. In vitro
inhibierte die Infektion der Stromazellen mit monozytotropen HIV-Stdimmen die HSF
und damit die Koloniebildung und Proliferation von Progenitorzellen (Bahner et al.,
1997). Dies scheint nicht alleine mit der Zerstérung dieser Zellen zusammen zu héngen.
Denn Antisense-Oligonucleotide gegen tat und nef, zwei von HIV exprimierte Gene,
hoben in einer Arbeit den negativen Effekt der HIV-Infektion in diesem
Knochenmarksmodell auf (Louache et al., 1992). Wurde fiir Infektionsexperimente in
vitro nef-deletiertes Virus verwendet, blieb die Hamatopoese unbeeintrichtigt.
Rekombinantes Nef verursachte in uninfizierten Kulturen eine dhnliche Stérung
(Calenda et al., 1994).

Fetale humane CD34+ Zellen, die in den Thymus HIV-infizierter Mause mit Severe
Combined Immunodeficiency (SCID-Maus) iibertragen wurden, differenzierten sich
nicht weiter in T-Zellen, sondern wurden apoptotisch (Yurasov et al., 1999). Erst die
sich daraus entwickelnden CD4+/CD8+ unreifen Thymozyten, die zugleich den von
HIV benutzten Corezeptor CXCR4 exprimieren, wurden im Thymus der SCID-Méuse
infiziert und depletiert (Kitchen and Zack, 1997). Auch im HIV-infizierten Menschen
ist der Thymus von Lymphozyten depletiert (Bonyhadi et al., 1993; Haynes et al.,
1999), und aus dem Organ stammende zirkulierende Zellen sind in ihrer Zahl reduziert
(Haynes et al., 1999).

Nach diesen Untersuchungen unterbricht die virusbedingte Beeintrichtigung der
Entwicklung der pluripotenten Vorstufen beider Zellreihen den Nachschub an CD4+ T-
Lymphozyten. Undifferenzierte Vorstufen werden demnach nicht direkt infiziert,
sondern durch virale Produkte und Zytokine in ihrer Funktion gestort oder in den
programmierten Zelltod getrieben. Zellen, die diesen Einfliissen entkommen und sich
weiter in Richtung Lymphopoese entwickeln, kénnen zu einem spéteren Zeitpunkt
infiziert und depletiert werden.

Zusammenfassend erscheint eine ungeniigende Nachproduktion von zerstdrten Zellen
durchaus eine Rolle beim zunehmenden Verlust der Helferzellen zu spielen. Strittig

bleibt, ob eine natiirliche Limitierung oder aber eine virale Hemmung der Kapazitit des
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lymphopoietischen Systems die Nachproduktion entscheidend beeinflusst.

1.2.2. Umverteilung von zirkulierenden T-Helferzellen

Eine Umverteilung von Zellen ins Gewebe konnte die Ursache der Abnahme der
zirkulierenden Lymphozyten sein. Diese These wird gelegentlich diskutiert, ist aber die
mit Abstand am schlechtesten untersuchte Theorie, da fiir die Quantifizierung des
gesamten Lymphozytenpools in vivo keine Methode zur Verfiigung steht. Die im
peripheren Blut zirkulierenden CD4+ Lymphozyten sollen im Gesunden nur ca. zwei
Prozent des gesamten Pools an Helferzellen darstellen. Diese Zahl wird von allen
Autoren, die sich mit der Frage der Umverteilung beschiftigen, als Basis angenommen.
Dabei handelt es sich aufgrund der methodischen Schwierigkeiten lediglich um einen
Naherungswert. Somit ist auch der Nachweis einer Umverteilung von Helferzellen in
das lymphatische System schwierig zu fiihren. Die Thesen zu diesem Themenkomplex
sollen hier deshalb nur kurz vorgestellt werden.

Zhang folgert aus seinen Untersuchungen, dass wihrend der HIV-Infektion ein weiteres
Prozent der Helferzellen in die lymphatischen Organe aus dem Blut umverteilt wird
(Zhang et al., 1998). Histologische Untersuchungen von Lymphknoten von
HIV-Patienten vor und nach Beginn von HAART (Bucy et al., 1999) ergaben, dass
unter Therapie die absolute Zahl an Lymphozyten pro exzidiertem Knoten abnahm bei
gleichzeitigem Ansteigen der peripheren Zahlen. Mathematische Analysen des
Zellzahlverlaufs wihrend der ersten Behandlungswochen kamen zum gleichen Ergebnis
(Pakker et al., 1998). Eine mogliche Erkldrung fiir diese Verschiebungen zwischen den
Kompartimenten gelang mit dem Nachweis einer héheren Expression von Homing-
Rezeptoren auf Lymphozyten, welche damit in die Lymphknoten umverteilt werden
konnten (Wang et al., 1999). Dem widerspricht eine Untersuchung an HIV-positiven
Menschen, die an einer Heroinintoxikation verstorben waren. Die Studie ergab, dass in
diesem Patientenkollektiv die Zahl der Helferzellen pro Lymphknoten erniedrigt war
(Burke et al., 1994).
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1.2.3. Steigerung der Zerstorung von T-Helferzellen

Die HIV-Infektion fithrt zu einer kontinuierlichen Abnahme der CD4+ Lymphozyten im
Blut des Patienten. Der Versuch, den Helferzellverlust mit einer vermehrten
virusbedingten Zellzerstérung zu erkléren ist verfiihrerisch, ist doch die Helferzelle die
Zielzelle der HIV-Infektion.

Von vielen Viren weil man, dass sie infizierte Wirtszellen schnell toten. In einem
solchen Fall spricht man von einer lytischen Infektion. Vaccinia-Viren sind ein gutes
Beispiel hierfiir. Andere Viren dagegen sind nicht derart aggressiv gegen den Wirt und
konnen tiber Jahre eine Infektion aufrechterhalten, ohne die Zellen direkt zu schidigen.
Es wurde viel Arbeit investiert, um die Frage zu kldren, ob und wie HIV-infizierte
Lymphozyten durch das Virus getétet werden. Viele von HIV kodierte Proteine wurden
beschuldigt, die zelluldre Lyse herbeizufiihren. Daneben existiert die These, dass die
Freisetzung von HIV (virales Budding) die Zellmembran mechanisch destabilisiert und
deren Ruptur auslost. Andere sehen das Immunsystem in der Verantwortung fiir den
Tod der Einzelzelle. Die folgende Literaturiibersicht stellt das Spektrum der Hypothesen

Vor.

1.2.3.1. Zerstorung infizierter T-Helferzellen

Virale Proteine und deren Einfluss auf den Tod der infizierten Zelle

Der Einfluss der einzelnen Genprodukte auf infizierte Zellen wird in der Literatur sehr
widerspriichlich diskutiert. Sie sollen auf unterschiedlichsten Wegen Apoptose oder
Nekrose der Zelle auslosen

Dem Genprodukt Nef werden toxische Qualitdten zugeschrieben. Eine Reihe von
Arbeiten an verschiedenen Nef-exprimierenden Zelllinien und T-Helferzellen zeigten,
dass das Protein einen Halt in der G2-Phase des Zellzyklus bewirkt (Cooke et al., 1997;
Macreadie et al., 1998) und infizierte Zellen iiber eine Steigerung der Expression des
Fas-Rezeptors empfinglicher fiir apoptotische Signale macht (Zauli et al., 1992).
Arbeiten iiber Tat legen eine zellschiadigende Wirkung auch dieses Proteins nahe. Die
Expression von Tat soll durch eine Aufwirtsregulation von Caspase-8, einer an der
Ausfiihrung der Apoptose beteiligten Protease (Bartz and Emerman, 1999), durch eine
Abwirtsregulation des Apoptose hemmenden Molekiils bel-2 (Sastry ef al., 1996) und,
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durch Induktion von oxydativem Stress (Ehret et al., 1996), die Zellen anfilliger fiir den

kontrollierten Zelltod machen.

Das unter anderem fiir die nukleozytoplasmatische Translokation der viralen mRNA
verantwortliche Rev-Molekiil soll Zellen téten, indem es eine Dysfunktion der
Nucleolen hervorruft (Nosaka et al., 1993). In einigen Arbeiten induzierte die
Expression von Gpl160 Apoptose in infizierten Zellkulturen (Ameisen, 1994; Gougeon
et al., 1993; Gougeon and Montagnier, 1993; Green et al., 1992; Sasaki et al., 1996).
Neben den toxischen, von HIV kodierten Proteinen, wurden auch mechanische
Auswirkungen des viralen Buddings auf die Plasmamembran fiir den Zelltod
verantwortlich gemacht (Rosenberg and Fauci, 1989).

Interessanterweise sprechen andere Arbeitsgruppen den hier als zytotoxisch
beschriebenen Proteinen eine gegenteilige, nidmlich zytoprotektive Wirkung zu. So
flihrte in einigen Arbeiten die Expression von Nef in HIV-infizierten Zellkulturen zu
einer Abwirtsregulation von MHC Klasse I Molekiilen, wodurch die CTL-vermittelte
Lyse dieser Zellen erheblich beeintréichtigt wurde (Azad, 2000; Collins ef al., 1998).
Vpu soll eine dhnliche Schutzwirkung fiir die infizierte Zelle durch Interferenz mit der
Synthese von MHC Klasse I Molekiilen haben (Kerkau et al., 1997; Kerkau et al.,
1992). Die Infektion einer Zellkultur mit nef-deletierten Viren wird als hochgradig
zytotoxisch beschrieben (Nishino et al., 1991). Nef bewirkte auferdem, dass
membranstindiges CD4 weitgehend internalisiert und die Expression von Gpl60 an der
Plasmamembran reduziert wurde, was einen Schutz gegen die Gp120-CD4 vermittelte
Fusion mit benachbarten Zellen darstellen konnte (Schwartz et al., 1993). Vpr soll
durch Induktion der beiden antiapoptotischen Proteine nf-kappa-B (Ayyavoo et al.,
1997) und bel-2 (Conti et al., 1998) antiapoptotische Eigenschaften besitzen.

Zerstorung der infizierten Zellen durch das Immunsystem

Die Abnahme der T-Helferzellen konnte auch die Folge einer Zerstérung infizierter
Zellen durch das Immunsystem sein. Virusinfizierte Zellen préisentieren auf ihren MHC
I Molekiilen virale Proteinfragmente und machen sich damit dem Immunsystem
bemerkbar. Wenn so beladene Zellen auf CTL treffen, werden in den CTL mehrere
antivirale Mechanismen aktiviert. Zum einen werden Zytokine ausgeschiittet, die eine
Infektion von Nachbarzellen verhindern sollen (Borrow, 1997; Jassoy and Walker,

1995). Zum anderen vermdgen CTL durch Perforation der Plasmamembran oder durch
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Aktivierung von Apoptose iiber den FAS-Rezeptor die Lyse der befallenen Zelle

einzuleiten (Berke, 1995a; Berke, 1995b). Der Leberzelluntergang im Rahmen der
viralen Hepatitiden ist ein gutes Beispiel fiir die These, dass der Krankheitswert einer
Virusinfektion aus der Immunantwort resultiert. Zunéichst wusste man nicht, dass im
Rahmen der HIV-Infektion eine gegen HIV gerichtete Immunantwort existiert. Bruce
Walker beobachtete dann 1987 erstmals, dass HIV-infizierte Patienten gegen HIV
gerichtete CTL besitzen (Walker et al., 1987). Die von ihm entdeckten und von vielen
anderen danach ebenso beobachteten HIV-spezifischen CD8+ Zellen erkennen
verschiedene Epitope des Virus im Zusammenhang mit MHC Klasse I Molekiilen.
Seither hiufen sich die Evidenzen, dass die immunologische Antwort auf HIV negativ
mit der Geschwindigkeit des Helferzellverlusts korelliert sein konnte. So unterscheiden
sich Long-term-non-progressors (LTNP) von Patienten mit rapidem CD4-Zellverlust
unter anderem durch die hohe Intensitit, die Spezifitit und die Nachhaltigkeit der CTL-
Antwort (Betts et al., 1999; Klein et al, 1995; Pontesilli et al., 1998) im
Zusammenspiel mit einer besseren HIV-spezifischen Helferzellantwort (Rosenberg et
al., 1999).

Demgegeniiber stehen zwei wichtige Befunde. Zum einen produzieren auch Patienten
mit raschem Krankheitsverlauf HIV-spezifische CTL (van der Burg ef al., 1997). Zum
anderen kommt es nach Einleitung einer antiretroviralen Therapie bei Patienten mit
hohen Viruslasten zu einem Abfall der nachweisbaren spezifischen CTL (Kalams ef al.,
1999). Beides konnte zu der Interpretation fiihren, dass die Hohe der CTL-Antwort
entweder nichts mit dem Krankheitsverlauf zu tun hat, oder aber positiv mit der
Progression korelliert.

Zwei Argumente erkldren den scheinbaren Widerspruch:

Erstens wird immer klarer, dass nicht jede CTL-Antwort zu einer Kontrolle der Virdmie
fiihrt. Entscheidend ist vielmehr die Qualitit, die Breite, die Spezifitit und die
Nachhaltigkeit der Antwort. Eine Rolle spielt dabei mitunter der HLA-Typ des
Patienten, da fiir das Immunsystem wichtige Peptide nur auf bestimmten HLA-Typen
présentiert werden konnen (Migueles et al., 2000). Vorhandene CTL haben auch nicht
notwendigerweise eine protektive Wirkung, weil sie entweder aufgrund eines Mangels
an T-Zell-Hilfe oder fehlender Zytokine nicht aktiviert werden konnen. Hinzu kommt,
dass Mutationen auftreten, die in Analogie zur Medikamentenresistenz, eine ,,Resistenz

gegen das Immunsystem* bewirken (Harrer e al., 1999).
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Zweitens wird die Tatsache, dass die Zahl der CTL nach Einleitung einer Therapie

abfillt, damit erklart, dass sich die Hohe der CTL-Antwort und die Virusbelastung in
einem Gleichgewichtszustand befinden. Fillt der Stimulus auf das Immunsystems mit
der vollstidndigen Suppression der Virusreplikation weg, so benétigt auch ein Patient,

dessen CTL bisher erfolgreich die Viruslast kontrolliert hatten, keine Immunantwort
mehr (Kalams et al., 1999).

Zusammenfassend kann mit Sicherheit gesagt werden, dass das Auftreten von
AIDS-definierenden Erkrankungen durch eine Depletion der Helferzellen im HIV-
Infizierten ermoglicht wird. Leider ist immer noch kein iiberzeugender
Pathomechanismus fiir die Zerstrung der infizierten Zellen gefunden worden. Beinahe
alle von HIV kodierten Proteine haben in vitro eine zytotoxische Wirkung gezeigt, aber
fiir viele dieser Proteine konnte in anderen Arbeiten ein protektiver Einflufl auf die
infizierte Zelle nachgewiesen werden. Eine einheitliche Theorie zum Mechanismus der
Zytotoxizitdt kann aus der Literatur bisher nicht destilliert werden, zumal viele
Ergebnisse aus Versuchen mit Zelllinien stammen.

Die neueren Untersuchungen der HIV-spezifischen Immunantwort in Patienten mit
normaler und solchen mit fehlender Krankheitsprogredienz machen es schwierig den
Helferzellverlust mit der Zerstérung dieser Zellen durch das Immunsystem zu
begriinden. Die Arbeiten lassen vielmehr das Gegenteil vermuten. Wahrscheinlich
konnen LTNP durch eine effektive Elimination infizierter Zellen den langfristigen
Verlust der Helferzellpopulation verhindern oder zumindest verzogern. Es bleibt daher

endgiiltig zu kldren, ob und wie die HIV-Infektion den Tod der Einzelzelle bewirkt.

1.2.3.2. Zerstorung von nicht-infizierten T-Helferzellen

Aufgrund der widerspriichlichen Datenlage beziiglich des Mechanismus der Zerstorung
von infizierten Zellen miissen alternative Erkldrungsversuche fiir den Helferzellverlust
im Rahmen der HIV-Infektion ernst genommen werden. Einige Autoren lieferten mit
ihren Arbeiten Hinweise dafiir, dass von HIV kodierte Proteine den Tod uninfizierter
Zellen ausldsen kdnnen. Die Kreuzvernetzung des CD4-Rezeptors mit 16slichem Gp120
und anschliefender Bindung von Anti-Gpl120-Antikérpern fithrte in den
Untersuchungen zu einer Aufwirtsregulation von FAS/CD95 (Oyaizu et al., 1997) und
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machte die Zellen anfilliger fiir die verschiedensten Formen der Apoptose (Desbarats

et al., 1996; Banda et al., 1992). In anderen Arbeiten wurden uninfizierte CD4+ Zellen
von HIV-Patienten mit synthetischen Env-Peptiden stimuliert, was im Zusammenspiel

mit bestimmten Zytokinen den Tod der Zellen verursachte (Clerici et al., 1996).

In einer HIV-infizierten Zellkultur von frisch isolierten Spenderlymphozyten kommt es
in Abwesenheit von CTL zu einer schnellen Zelldepletion. Wenige Stunden nach
Infektion ist lichtmikroskopisch ein ausgeprigter zytopathischer Effekt zu sehen. Es
finden sich groBe, aufgetricbene Synzytien als Folge der Verschmelzung von
benachbarten Zellen (Lifson et al., 1986; Sodroski ef al., 1986). Auch der Tod von
Einzelzellen unabhingig von der Synzytienbildung wurde beschrieben (Heinkelein et
al., 1995; Laurent-Crawford et al, 1993; Sato e/ al., 1992; Somasundaran and
Robinson, 1987). Sowoh! die Bildung von Synzytien als auch der Zelltod wurden mit
der korrekten Prozessierung und Expression des Envelope-Glycoproteins Gpl60 in
Verbindung gebracht (Cao e al., 1996). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigten, dass die
Kokultivierung nicht-HIV-infizierter, Envelope-exprimierender Zellen mit CD4+ Zellen
zum Tod der beteiligten Zellpopulationen fihrt (Laurent-Crawford et al., 1993;
Heinkelein et al., 1995). Beachtenswert ist dabei besonders die Tatsache, dass in Kultur
nicht nur Glycoprotein-exprimierende Zellen zugrunde gehen, sondern auch uninfizierte
Zellen in den zytopathischen Effekt einbezogen und depletiert werden. Einige
Arbeitsgruppen beobachteten wihrend des Zelltodes in Kultur Zeichen der Apoptose
(Laurent-Crawford ef al., 1991, 1993, 1995; Ohnimus ef al., 1997). Dies lies die These
entstehen, dass es bei der Interaktion von Glycoprotein-exprimierenden Zellen mit
CD4-positiven Zellen zur Einleitung eines aktiven Zelltodes kommt. Die
Untersuchungen konzentrierten sich dabei auf die Rolle des Glycoproteins, des
Helferzellrezeptors und der Corezeptoren. Es wurde unter anderem vermutet, dass tiber
den Kontakt des Glycoproteins mit dem CD4-Rezeptor oder einem Chemokinrezeptor
in den uninfizierten Zellen der aktive Zelltod ausgeldst wird (Biard Piechaczyk et al.,
2000).

Die zitierten Studien untersuchten den Zelltod weitgehend in transformierten Zellen
oder Zelllinien, die mit Virus oder Virusvektoren infiziert oder mit dem Envelope-
Glycoprotein transfiziert waren (Cao et al., 1996; Koga et al., 1990; Leonard et al,
1988 Sodroski er al., 1986; Somasundaran and Robinson, 1987). Die Relevanz der
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Ergebnisse fiir die Situation in vivo war daher bisher unklar, zumal die in vitro

beobachtete Synzytienbildung im Menschen nicht angetroffen wird.

Ziel dieser Arbeit war es, den Zelltod von nicht-infizierten humanen T-Helferzellen
durch Kokultivierung mit HIV-infizierten humanen Helferzellen zu untersuchen. Damit
sollte die Hypothese gestiitzt oder entkriftet werden, die besagt, dass der
Helferzellverlust im HIV-infizierten Menschen teilweise durch den Tod von
uninfizierten Zellen bedingt wird. Ein besonderer Schwerpunkt der Arbeit war dabei die
Untersuchung des Ablaufs und der Folgen der Interaktion zwischen dem HIV-
Glycoprotein und dem CD4-Rezeptor der T-Helferzelle. Mit Antikdrpern und Peptiden
wurde diese mehrstufige Interaktion an verschiedenen Stellen unterbrochen, um so das
Ereignis, welches zum Zelltod fiihrt, zu definieren. Parallel wurde die Rolle der

Apoptose fiir den Tod der uninfizierten Zelle untersucht.
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2. Abkiirzungen

AcD

aq. bidest.
Bisacrylamid N
B-LCL
bp

BSA

CD

CHX
ConA
CTL
DMSO
DNA

Eff

EBV

E. coli
EDTA
EGTA

Env
FACS
FasL
FCS
FITC

GFP
Gp
HAART
HEPES
HIV
HTLV

Actinomycin D

aqua bidestillata
N'-Methylen-bis-acrylamid
B-Lymphoblasten-Zelllinie
Basenpaar

Bovines Serumalbumin

cluster of differentiation
Cycloheximid

Concanavalin A

Zytotoxischer T-Lymphozyt
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsdure
Effektorzellpopulation
Epstein-Barr-Virus

Escherichia coli
Ethylendiamintetraessigsdure
Ethylenglykol-bis-(8-aminoethylether)
N,N,N',N'-tetraessigsiure
Envelope-Glykoprotein
fluorescence activated cell sorting
CD95(Fas/APO-1)-Ligand

Fotales Kélberserum
Fluorescein-5-isothiocyanat
Erdbeschleunigungskonstante
Griin fluoreszierendes Protein
Glykoprotein

highly active anti retroviral therapy
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethansulfonséure
Humanes-Immunodefizienz-Virus

humanes-T-Zell-Leukidmie-Virus
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IE
Ig
rh-112

iu

LTR
MEM
MHC

moi

PARP
PBMC

PBS

pfu

PHA

Pol

pr

RO

R10

R15

RNA

RPE (-Cy5)
rpm

SDS
TCIDsy
Tris

Triton X-100
TEMED

vac

Internationale Einheit
Immunglobulin

Rekombinantes humanes Interleukin-2
infectious unit

Kilo-Dalton

long terminal repeat

Minimales Essentielles Medium
major histocompatibility complex
multiplicity of infection

Nanometer

Poly(ADP-ribose) Polymerase
Mononukledre Zellen des peripheren Bluts
Phospat-gepufferte Salzlgsung
plaque forming unit
Phytohdmagglutinin

Polymerase

Protein

RPMI mit 0% FCS

RPMI mit 10% FCS

RPMI mit 15% FCS
Ribonukleinsdure

R-Phytoerythrin (Cy5: Cyanfarbstoff)
Rotationen pro Minute
Dodecylsulfat-Natriumsalz

tissue culture infectious dose (50%)
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
t-Octylphenoxypolyethoxyethanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin

Vaccinia-Virus

18-



Material

3. Material

3.1. Reagenzien

Agarose

6-Aminocapronséure

3-Amino-9-ethylcarbazol

Apopain

Ammoniumperoxodisulfat

Bisacrylamid

BSA

CHAPS
Chloroform
Concanavalin A
Coomassie G 250
DEVD

DMSO

DIT

EDTA

EGTA
Essigsdure
Ethanol
Ethidiumbromid
FCS

Ficoll

FPR

D-Glucose

Eurogentec, Borken

Firma Sigma, Steinheim

Firma Sigma, Steinheim

Ac-Asp-Glu-Val-Asp-pNA 1mM; Firma Alexis

Firma BioRad

2-fach kristallisiert, Firma Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe

Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

Firma ICN, USA

zur Analyse, Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin
Firma Sigma, Steinheim

Brilliant Blue, Firma Serva, Heidelberg
Ac-Asp-Glu-Val-Asp-aldehyd, Firma Bachem, Heidelberg
Firma Sigma, Steinheim

Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

zur Analyse, Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
97%, Firma Sigma, Steinheim

zur Analyse, Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
absolut, Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin

Firma Sigma, Steinheim

Foetales Kilberserum, Firma Linearis, Bettingen a. M.

Lymphoprep, Firma Nycomed Pharma, Oslo

Dichte : 1,077 +/- 0,001 g/ml
Osmolaritat : 280 +/- 15 mOsm
pH: 6,8 +/- 0,5

H-Phe-Pro-Arg-chlormethylketon, Firma Bachem,
Heidelberg

Firma Merck, Darmstadt
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Dinatriumhydrogenphosphat zur Analyse, Firma Merck, Darmstadt

L(+)-Glutamin Firma Fluka, Buchs, CH

Glycerin Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin
HEPES 1 M, Losung, Firma Biochrom
Interleukin-2 Proleukin, Fa. Eurocetus

Isoamylalkohol 98%, Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin
Kaliumchlorid zur Analyse, Firma Merck, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat zur Analyse, Firma Merck, Darmstadt

Kalziumchlorid Firma Merck, Darmstadt

Kristallviolett Firma Serva, Heidelberg

Liquemin N 25000 Heparin-Natrium, 5.000 IE/ml, Firma Hoffmann-La Roche
AG, Grenzach-Whylen

Magnesiumchlorid Firma Merck, Darmstadt

MEM Minimales Essentielles Medium, hergestellt im Institut fiir
Virologie, Universidt Wiirzburg

Methanol zur Analyse, Firma Riedel-de-Haen AG, Seelze

2-Mercaptoethanol Firma Fluka, Buchs, CH

Natriumacetat Firma Serva, Heidelberg

Natriumchlorid zur Analyse, Firma Merck, Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat ~ Firma Merck, Darmstadt
Penicillin/Streptomycin Trockensubstanz, Firma Gibco, BRL
ortho-Phosphorséure Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
Phytohamagglutinin (PHA) Firma Sigma, Steinheim

Ponceau S Firma Sigma, Steinheim

2-Propanol zur Synthese, Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe
RNAse Firma Merck, Darmstadt

Rotiphenol Firma Carl Roth GmbH & Co., Karlsruhe

RPMI-1640 ohne Glutamin, Firma Gibco, BRL

Saccharose analytical grade, Firma Serva, Heidelberg

Serva Blue Firma Serva, Heidelberg

TEMED Firma BioRad

Tris reinst, Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin

Triton X-100 Firma Sigma, Steinheim
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Trypanblau
Wasserstoffperoxid
YVAD

zVAD

Firma Sigma, Steinheim

30 %, Firma FERAK Laborat GmbH, Berlin
Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-chlormethylketon, Firma Bachem,
Heidelberg

Z-Val-Ala-Asp(OMe)-fluormethylketon, Firma Enzyme
System Products, California, U.S.A.
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3.2. Zellkulturmedien

3.2.1. RPMI-0 (10, 15):

493 ml
je 0,1 pg/ml

0,3 pg/ml

10 pmol/ml
0 (10, 15) %

RPMI1640

Penicillin/Streptomycin (500 pl einer Stammlosung mit je 5 g
Penicillin und Streptomycin Trockensubstanz in 50 ml aq. bidest.
vorgeldst)

Glutamin (3 ml einer Stamml6sung mit 5 g L(+)-Glutamin in 100
ml aq. bidest. bei 37°C

vorgelost)

HEPES (5 ml einer Stammlésung, 1 M, pH 7.4)

FCS

3.2.2. RPMI-IL2, (R10-100):

RPMI-10

3.2.3. MEM-10:
497 ml
je 0,1 pg/ml

0,3 pg/ml

10 %

unter Zusatz von 100 U/ml rhIL-2

MEM

Penicillin/Streptomycin (500 pl einer Stammldsung mit je 5 g
Penicillin und Streptomycin Trockensubstanz in 50 ml aq. bidest.
vorgeldst)

Glutamin (3 ml einer Stammldsung mit 5 g L(+)-Glutamin in 100
ml aq. bidest. bei 37°C

vorgelost)

FCS
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3.2.4. Einfriermedium:

50 Vol. %
40 Vol. %
10 Vol. %

3.2.5.ATV:
80¢g

400 mg

10g

580 mg

500 mg

200 mg

aq. bidest. ad 11

pH7.2-74

FCS
RPMI-10
DMSO

Natriumchlorid
Kaliumchlorid

D-Glucose
Natriumhydrogencarbonat
Trypsin

EDTA
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3.3. Sonstige Medien und Lésungen

3.3.1. FACS-Puffer:

0,1 % BSA
0,02 % Natriumazid
PBS

3.3.2. Kristallviolettlosung zur Zellfirbung:

0,2 % Kiristallviolett
20 % Ethanol
aq. bidest.

3.3.3. Hypoosmolares Medium fiir die Anzucht von Vaccinia-Virus:
10 mM Tris

aq. bidest.

pH 9.0

3.3.4. PBS (Beads):

8¢ Natriumchlorid

02¢g Kaliumchlorid

LL15g Dinatriumhydogenphosphat-Dihydrat
200 mg Kaliumdihydrogenphosphat

aq. bidest. ad 11
pH72-75

3.3.5. Reagenzien fiir den colorimetrischen Apoptose-Nachweis

Reaktionspuffer:

2% Saccharose
02M HEPES
0,2% Chaps

2 mM DTT

aq. bidest

pH 7,5
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Lysepuffer:

10mM Tris

130mM NaCl

1% Triton X-100
aq. bidest

pH75

3.3.6. Trypanblaulésung:

0,1 % Trypanblau
20 % Ethanol
aq. bidest.
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3.4. Antikorper und magnetische Beads:

CH-11

DK25

2F5

12F6
2G12

goat-anti-mouse 1gG

MT310 IgG

OKT-3

rabbit-anti-mouse IgG

rabbit-anti-mouse IgG
SIM.2

ZB-4
Dynabeads

Detach(a)Beads
Microbeads

IgM, Maus, anti-CD95(Fas/APO-1)-Antikorper,

Firma Coulter Immunotech, Koblenz

IgG, Maus, Anti-Human-CD8-Antikorper,
RPE-konjugiert, Firma DAKO, Hamburg

IgG, Mensch, anti-HIV-Gp41-Antikorper, Firma Polimun,
Wien, Osterreich

Anti-CD3-Antikorper (aufgereinigt): 0,1 pg/ml;

IgG, Mensch, anti-HIV-Gp120-Antikorper, Firma
Polimun, Wien, Osterreich

Ziege, anti-Maus-1gG-Antikorper, FITC-konjugiert,
Firma DAKO, Hamburg

Maus, anti-Human-CD4-Antikorper,

FITC-konjugiert, Firma DAKO, Hamburg

gekoppelt, Firma DAKO, Hamburg

Anti-CD3-Antikérper (aus Hybridom-
Zellkulturiiberstand): 2 pg/ml

Kaninchen, anti-Human-IgG-Antikérper,
FITC-konjugiert, Firma DAKO, Hamburg

Kaninchen, anti-Maus-IgG-Antikorper, Peroxidase-
anti-CD4-Antikérper aus Hybridom-Zellkulturiiberstand:
120 pg/ml

Maus, anti-CD95(Fas/APO-1)-IgG-Antikorper, Firma
Coulter-Immunotech, Koblenz

CD4, CD8, Firma Dynal, Hamburg

Detachment-Beads fiir Dynabeads, Firma Dynal, Hamburg
FITC Standard; Firma Sigma Immunochemicals,

USA
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3.5. Endkonzentrationen von Inhibitoren und Spezialchemikalien

3.5.1. Caspaseinhibitoren:
zVAD 75-200 pM
YVAD 300 uM

3.5.2. Antikorper:

SIM.2 60 pg/ml
CH-11 200-600 ng/ml
2F5 100 pg/ml

3.5.3. HIV-Fusionsinhibitor:
T-20 2 pg/ml

3.6. Radioaktivitiit:

Na;”'CrO; 1 mCi/ml, in NaCl pH 8.0-10.0, Firma NEN Life Science Products
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3.7. Geritschaften und Zubehor:

Arbeitswerkbank

Brutschrank
ELISA-Reader
FACS

Gammacounter
Kiihlfalle
Photometer

Pipetten

Vakuumpumpe
Vakuumzentrifuge

Zentrifugen

Sterilwerkbank der Sicherheitsstufe L2 It. GenTG,
Modell BSI C, Firma Antair

CO,-begaster Brutschrank, Firma Heraeus

EAR 400 AT; Firma SLT-Labinstruments, Austria
Fluorescence-activated-cell-sorter, Firma

Becton & Dickinson

1282 Compugamma, Firma LKB Wallac

Refrigerated Condensation Trap RT100, Firma Savant
LKB Ultrospec 111, Firma Pharmacia

1 ul-10 pl Firma Socorex; Schweiz

10 u1-200 pl Firma Gilson; Fankreich

100 pl-1000 pl Firma Socorex; Schweiz

Multipette Firma Eppendorf; Hamburg

Two Stage Vacuum Pump VP100, Firma Savant
Speed-vac 5C110, Firma Savant

Tischzentrifuge 5417C, Firma Eppendorf
Kiihlzentrifuge, Rotixa R/P, Firma Hettich
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3.8. Verbrauchsmaterialien

Einmalpipetten

Einwegspritzen
Kryorghrchen
Laborhandschuhe
Miniaturreaktionsgefifie
Multidispenser Pipetten

Pipettenspitzen

Schraubdeckelrshrchen

Zellkulturplatten

Zellkulturflaschen

Zellschaber

Zentrifugenrohrchen

2 ml, Firma Sarstedt, Niimbrecht

5 ml, Firma Sarstedt, Niimbrecht

10 ml, Firma Sarstedt, Niimbrecht

50 ml, Firma Becton & Dickinson, Ireland

2 ml, Nalgene, Firma Nalge Company, U.S.A.

Fa. Braun

1,5 ml und 2 ml, Firma Eppendorf

0,5 ml, Firma Eppendorf, Hamburg

1,25 ml, Firma Eppendorf, Hamburg

2,5 ml, Firma Eppendorf, Hamburg

12,5 ml, Firma Eppendorf, Hamburg

0,5 ul-10 pl, Firma Sorenson, USA

5 ul-200 pl, Firma Carl Roth, Karlsruhe

100 u1-1000 pl, Firma Eppendorf, Hamburg

15 ml, Firma Greiner Labortechnik

50 ml, Firma Greiner Labortechnik
96-Loch-Rundbodenplatte, Falcon, Firma

Becton & Dickinson

96-Loch Flachbodenplatte, Firma Greiner Labortechnik
24-Loch-Platte, Multiwell, Falcon, Firma

Becton & Dickinson

6-Loch-Platte, Makroplatte, Cellstar, Firma Greiner
70 ml (klein), Falcon, Firma Becton & Dickinson
250 ml (mittel), Falcon, Firma Becton & Dickinson
600 ml (groB), Cellstar, Firma Greiner

Falcon, Firma Becton & Dickinson

15 ml und 50 ml, Firma Greiner
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4. Methoden

4.1. Zellen
4.1.1. Passagierung und Zellkultur
4.1.1.1. Passagierung von 143b- tk’-Zellen

Die Zellen der adhdrent wachsenden Zelllinie 143b-tk” wurden passagiert, wenn die
Zellen auf dem Flaschenboden zu einem Monolayer zusammengewachsen waren. In der
Regel wurden adhérente Zelllinien bei gutem Wachstum in einem Verhéltnis von 1:10
bis 1:20 passagiert. Hierfir wurde das Medium abgenommen und der Zellrasen mit
ATV abgelost. Der Zellrasen wurde dazu mit auf 37°C vorgewdrmtem ATV
iiberschichtet und im Brutschrank inkubiert, bis die Zellen sich durch Klopfen an die
Zellkulturflasche leicht vom Flaschenboden losten. Das ATV wurde durch Zugabe von
mindestens der gleichen Menge MEM-10 inaktiviert. Die Zellen wurden gut
resuspendiert, passagiert und in MEM-10 kultiviert.

4.1.1.2. Passagierung von Suspensionszelllinien

Immortalisierte lymphoide Suspensionszelllinien wurden regelméBig passagiert. Dazu
wurden die Zellen resuspendiert, ein Teil der Suspension verworfen und durch frisches
Medium ersetzt (gesplittet). Richtschnur fiir das abgenommene Suspensionsvolumen
war eine Zellkonzentration nach Passagierung von ca. 0,5 x 10°/ml, bei einem
Gesamtvolumen von ca. 10 ml in der mittleren Zellkulturflasche. Gut wachsende
Zelllinien verbrauchen ihr Medium innerhalb von zwei bis drei Tagen und wurden

zweimal wochentlich passagiert.
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4.1.1.3. Zellkultur von primiiren T-Zellen

Aus Spenderblut gewonnene primére T-Zellen proliferieren in vitro nur nach
Stimulation. Hierzu wurden die Zellen am Tag der Préparation mit PHA behandelt
(Siehe Abschnitt 4.1,3.). In aller Regel wurden die Zellen nicht passagiert, sondern
erhielten nur einen Mediumwechsel ohne Zellverlust. Dazu wurde in zweitdgigen
Abstinden die Hilfte des Mediums ohne Resuspension abgenommen und durch frisches
R10-100 ersetzt. Die Vitalitéit der Zellen wurde an Hand der Entwicklung der Zellzahl
und des pH-Indikators des Mediums beurteilt.

4.1.2. Priparation, Selektion und Gewinnung monoklonaler T-Zelllinien von

monozytiren Zellen des peripheren Bluts (PBMC)

4.1.2.1. Priiparation

Vor der Isolation wurden alle Medien auf 37°C temperiert.

Freiwilligen Spendern wurden ca. 120 ml Blut aus der Vena cubitalis entnommen. Die
verwendeten Spritzen wurden zur Antikoagulation mit Heparin (Liquemin ca. 0,2
ml/100 ml Blut) vorbehandelt.

Das Blut wurde zu je 15 ml auf 50 ml-Réhrchen verteilt, mit 15 ml RPMI-0 verdiinnt
und mit 10 ml Ficoll so unterschichtet, dass sich die beiden Phasen nicht vermischten.
Die Roéhrchen wurden anschlieBend in einer Zentrifuge fiir 30 min bei 1500 rpm
zentrifugiert. Um eine scharfe Trennung der Schichten zu erméglichen, wurde die
Zentrifuge so programmiert, dass die gewiinschte Drehzahl nach einer Anlaufzeit von
zwei Minuten erreicht wurde. Die Bremse der Zentrifuge wurde deaktiviert. Nach
Zentrifugation wurden die PBMC, die als Schicht dem Ficoll aufsitzen, vorsichtig mit
einer 10 ml-Pipette geerntet, nachdem die dariiberliegende Mediumschicht abgesaugt

worden war. Nach zweimaligem Waschen mit RPMI-10 wurden die Zellen gezéhlt.
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4.1.2.2. Selektionsverfahren
Selektion von polyklonalen CD4+ T-Zellen aus PBMC

Prinzip

Die Gewinnung polyklonaler CD4+ T-Zellen erfolgt aus frischen PBMC-Préparationen
mittels CD4-Selektion. Dazu werden ferromagnetische Kiigelchen (Beads), die mit anti-
CD4-Antikérpern beschichtet sind, mit den PBMC in einem Kunststoffrohrchen
vermischt. Nur CD4+ Zellen binden an die Kiigelchen, wihrend die tibrigen Zellen in
Suspension bleiben. Ein Magnet fixiert von auen die Kiigelchen mitsamt den Zellen an
der Wand des Rohrchens. Die Zellen, die nicht den CD4-Rezeptor tragen, werden in
mehreren Waschschritten entfernt. Die Beads werden von den Zellen durch Inkubation
mit einem zweiten kompetitiven Antikorper (Detachment-Beads) wieder geldst und im
Magnetfeld abgetrennt.

Fiir eine Selektion von CD4+ T-Lymphozyten aus frischen PBMC wurden 200 pl
Beads-Losung in ein 5 ml-Schraubdeckelrdhrchen pipettiert und fiinfmal mit je 3,5 ml
PBS/2%FCS gewaschen. Nach jedem Waschvorgang wurden die resuspendierten Beads
mit einem Magneten von auBen an der Innenwand des Rohrchens fixiert und das
Medium abgenommen. Die Beads wurden anschliefiend in einer Losung von 300 ul
PBS/2%FCS und 150u1 PBS aufgenommen. 20x10° PBMC wurden in einem 5 ml-
Schraubdeckelrshrchen gesammelt, mit PBS/2%FCS gewaschen und zentrifugiert. Das
aufgelockerte Zellsediment wurde mit der Beads-Losung vermischt und unter
gelegentlichem Aufschlagen unter Eiskithlung inkubiert. Nach einer Stunde wurde die
Suspension in 3,5 ml PBS/2%FCS aufgenommen und magnetisch von den CD4+ Zellen
getrennt. Der Uberstand bildete die CD4-negative Zellfraktion und konnte abgesaugt
werden. Die Beads wurden noch zweimal mit je 3,5 ml PBS/2%FCS gespiilt und erneut
magnetisch separiert, danach in 200 pl RPMI-10 aufgenommen und mit 20 pl
Detachment-Beads versetzt. Die Suspension wurde unter zehnminiitigem Aufschlagen
bei Raumtemperatur fiir 45 min inkubiert und danach mit 3,5 ml RPMI-10 versetzt. In
diesem Schritt verdringten die Detachment-Beads die CD4+ Zellen aus ihrer Bindung
an den Metallkiigelchen, welche nun magnetisch von den abgel6sten Zellen getrennt
werden konnten. Die Zellen wurden anschlieBend durch Zentrifugation sedimentiert und

in frischem RPMI-10 aufgenommen.
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Das Selektionsverfahren zur Abtrennung von CD8+ Zellen von frischen PBMC ist

anlog zu dem Verfahren zur CD4-Selektion. Hierfiir stehen mit anti-CD8-Antikérpern
beschichtete Beads zur Verfligung.

4.1.2.3. Gewinnung von monoklonalen priméren CD4+ T-Zelllinien

Prinzip

Eine Zellsuspension wird solange verdiinnt, bis statistisch nur noch eine Zelle in einer
Vertiefung einer Kulturplatte zu liegen kommt. Die in den Vertiefungen
heranwachsenden Zellen stammen dann theoretisch von einer einzigen Zelle ab. Sie

bilden einen Klon, dessen Zellen alle die gleichen Eigenschaften besitzen.

Ausgangspunkt fiir die Verdiinnung war eine Stammsuspension in einer Konzentration
von 1000 Zellen/ml R10-100. Diese Stammsuspension wurde in vier Schritten jeweils
eins zu drei verdiinnt. Daraus resultierten Reihen mit ca. 100, 33, elf, drei und einer
Zelle pro Vertiefung. Zunéchst wurde die erste Reihe von Vertiefungen einer 96- Loch-
Rundbodenplatte mit je 150 pl der Stammsuspension beschickt. In den vier folgenden
Reihen wurden jeweils 100 pl Medium vorgelegt. Aus den Vertiefungen der ersten
Reihe wurden 50 pl in die entsprechenden Vertiefungen der zweiten Reihe
weiterpipettiert, resuspendiert und jeweils erneut 50 pl in die Vertiefungen der néchsten
Reihe iiberfiihrt.

AnschlieBend wurde jede Vertiefung mit 100 pl heterologem Fiitterzellmedium in
Anwesenheit des Anti-CD3-Antikoérpers 12F6 zur Stimulation beschickt (Siehe
Abschnitt 4.1.3.1). Nach sieben Tagen Inkubation im Brutschrank wurden 100 pl des
Mediumiiberstandes durch frisches R10-100 ersetzt. Nach weiteren 14 Tagen
Inkubation wurde der Inhalt der Vertiefungen, die Proliferation zeigten, in Anwesenheit
von 12F6 und einem ml einer Fiitterzellsuspension in je eine Vertiefung einer 24 Loch-

Platte pipettiert und weiter kultiviert.

4.1.3. Stimulationsmethoden primérer T-Zellen

Die Stimulation primérer Zellen ist mit verschiedenen Verfahren mdglich. Frisch

gewonnene Zellen wurden im Rahmen dieser Arbeit mit PHA stimuliert, wohingegen
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die Restimulation von Zellen, die sich schon ldngere Zeit in Kultur befanden, mit

diesem Verfahren unbefriedigend war. Die Stimulation mit Antikdrpern gegen CD3 und

Fiitterzellen eignete sich besser fiir diesen Zweck.

4.1.3.1. Stimulation von primiiren T-Zellen mittels anti-CD3-Antikérpern und

Fiitterzellen

Die Zellen wurden gezihlt, sedimentiert und in R10-100 in einer Konzentration von
1x10%ml aufgenommen. Zuvor hergestellte heterologe Fiitterzellen wurden mit
R10-100 auf die gleiche Konzentration eingestellt. Jeweils das gleiche Volumen beider
Zellsuspensionen wurde auf die Vertiefungen einer Zellkulturplatte verteilt. Unmittelbar
vor dem Zusammenpipettieren beider Populationen wurden die anti-CD3-Antikdrper
(entweder 12F6 oder OKT3) zu den zu stimulierenden Zellen gegeben. Die
Endkonzentration in der Kulturplatte lag fiir 12F6 bei 0,1pg/ml und fir OKT3 bei
2ug/ml. Nach etwa fiinf bis sieben Tagen erreichte die Zellteilungsrate ihr Maximum.
Versuche wurden auf Grund der bis zu 10 Tagen nachweisbaren Fiitterzellen erst nach
dieser Zeit durchgefiihrt.

Herstellen von Fiitterzellen:
Frisch isolierte PBMC wurden mit 30 Gray bei einer Zelldichte vori 1-5x107 Zellen/ml
in 2 ml Kryorshrchen rontgenbestrahlt. Die Fiitterzellen erhielten im Kithlschrank ihre

Stimulationseigenschaften bis zu fiinf Tagen.
4.1.3.2. Stimulation von primiren T-Zellen mittels PHA

Fiir die Stimulation wurde RPMI-10 mit PHA in einer Konzentration von 2 pg/ml
hergestellt. Die Zellen wurden gezihlt, sedimentiert und im vorbereiteten Medium in
einer Konzentration von 1-3x10%ml aufgenommen. Am nichsten Tag wurde die Hilfte
des Kulturmediums ohne vorhergehende Resuspension verworfen und durch R10-100
ersetzt. Die Zellproliferation erreicht nach fiinf bis sieben Tagen ihren Hohepunkt, in
dieser Phase war es bei sehr starkem Wachstum gelegentlich notig, die

Zellkonzentration durch Passagierung zu verringern.
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4.1.4. Kryokonservierung

4.1.4.1. Einfrieren

Die einzufrierenden lymphozytiren Zellen wurden in einem 15 ml-Rohrchen
aufgenommen, zentrifugiert, in RPMI-10 gewaschen, danach in 2-10x10° Zellen/ml
eisgekiihltem Einfriermedium aufgenommen und in Kryostatgefife zu je 2 ml
aliquotiert. Die Kryokulturen wurden zunéchst fiir 12 h bei -80°C gelagert und am
néchsten Tag in fliissigen Stickstoff tiberfiihrt.

4.1.4.2. Auftauen

Die KryostatgefiBe mit den eingefrorenen Zellen wurden in 37°C warmem Wasserbad
erwirmt, ohne aber das Schmelzen des gesamten Eises abzuwarten. Die Zellsuspension
wurde dann in 5 ml eiskaltem RPMI-0 aufgenommen, zentrifugiert, mit frischen RPMI-

10 gewaschen und im entsprechenden Medium kultiviert.
4.1.5. Bestimmung der Zelldichte und der Zellvitalitiit

Zur Bestimmung der Zelldichte und der Zellvitalitit werden die Zellen resuspendiert
und je nach Wachstumsverhalten 1:1 bis 1:9 mit Trypanblauldsung verdiinnt. Nur tote
Zellen lassen den Farbstoff ins Zellinnere und firben sich an. Auf diese Weise kénnen
lebende (farblos) von toten (blau) Zellen unterschieden werden. Die Bestimmung der
Zellzahl wird mit einer Neubauer-Zihlkammer unter dem Mikroskop vorgenommen.
Die Kammer ist so geschliffen, dass in einem Grofiquadrat 1x10™* ml der Zellsuspension
Platz finden. Die Anzahl der lebenden und toten Zellen wird in vier GroBquadraten
ausgezihlt und gemittelt. Danach berechnet sich die Zelldichte D nach der Formel:
D[mI"]=N x 10°mI" x f,

wobei N die gemittelte Zellzahl der ausgezéhlten Quadrate und f der Verdiinnungsfaktor
ist.

die Zellvitalitit (V) berechnet sich nach:

V[%]=Nv/(Nv+Nt),

mit Nv als Anzahl der vitalen Zellen und Nt als Anzahl der toten Zellen.
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4.2. Viren

4.2.1. Virusanzucht

4.2.1.1. Anzucht von Vaccinia-Virus auf 143b- tk-Zellen

Fiir die Anzucht von Vaccinia-Virus wurden 143b-tk’-Zellen (tk™-Zellen) verwendet.
Diese Zellen wachsen adhérent am Boden groBer, liegender Zellkulturflaschen. Vor der
Anzucht wurde eine Flasche so lange bebriitet, bis der Zellrasen etwa 70-80% der
Flaschenwand bedeckte. Das Medium wurde abgenommen und die Zellen mit einer moi
von 0,05 pfu Vaccinia-Virus pro Zelle infiziert (Bei einer Fliche von 175 cm? befinden
sich dabei ca. 18,5x10° Zellen in der Kulturflasche). Dazu wurde das Virus in 10 ml
MEM-10 auf den Zellrasen pipettiert. Die Inkubationszeit betrug im Brutschrank bei
37°C zwei Stunden. Danach wurde die virushaltige Losung abgenommen, und die
Zellen mit 30 ml MEM-10 iiberschichtet. Nach zwei Tagen Inkubation im Brutschrank
nimmt der Zellrasen makroskopisch eine Bienenwabenstruktur an. Dies ist der fiir die
Vaccinia-Virus-Infektion typische, zytopathische Effekt. Lichtmikroskopisch betrachtet
erscheinen die Zellen abgerundet. In diesem Stadium wurde das Medium bis auf 10 ml
entfernt. Die Zellen wurden mit einem Zellschaber vorsichtig von der Zellkulturflasche
gelost und in einem Zentrifugenréhrchen gesammelt. Die Zellen wurden zentrifugiert
und in 2,5 ml hypoosmolarem Medium lysiert. Das Zelllysat wurde jeweils dreimal bei
-20°C vollstindig durchgefroren und wieder aufgetaut. AbschlieBend wurde die
Virussuspension flir zwei min im Ultraschallbad behandelt, aliquotiert und bei —20°C
gelagert.

4.2.1.2. HIV-1 a1 ~Anzucht auf H9-Zellen

Die HIV-1-Isolate, die in dieser Arbeit Verwendung fanden, wurden auf H9-Zellen,
einer CD4+ T-Lymphoblastenlinie angeziichtet.

Es wurden 10x10° H9-Zellen in einem 15 ml-Réhrchen gesammelt, zentrifugiert und
mit 1 ml HIV-1 pa-Uberstand mit einer TCIDsy von 0,01/Zelle versetzt. Die
Zellsuspension wurde im Brutschrank bei 37°C fiir zwei Stunden inkubiert und danach

in 29 ml RPMI-10 aufgenommen, in eine mittlere Flasche pipettiert und im Brutschrank
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kultiviert. Nach fiinf bis acht Tagen waren die Zellen nahezu vollsténdig infiziert. In

diesem Stadium war der zytopathische Effekt der HIV-Infektion an der Ausbildung von
Synzytien zu erkennen. Waren die Zellen in der durchflusszytometrischen Analyse zu
mindestens 80% p24+, wurde der gesamte Flascheninhalt auf drei Flaschen verteilt und
mit je 20 ml RPMI-10 und 15x10° nicht-infizierten H9-Zellen versetzt. Die Zellkulturen
wurden fiir drei weitere Tage im Brutschrank inkubiert, danach in 50 ml Réhrchen
tiberfithrt und zentrifugiert. Der zellfreie virushaltige Uberstand wurde bei -80°C in

Aliquots zu einem ml eingefroren.
4.2.2. Titerbestimmung

4.2.2.1. Plaquetest zur Bestimmung des Titers (pfu/ml) einer Vaccinia-Virus-

Suspension

Zur Bestimmung des Titers einer Vaccinia-Virussuspension inkubiert man die
Virussuspension auf adhdrent wachsenden tk™-Zellen in  verschiedenen
Verdiinnungsstufen. Infizierte Zellen lysieren und hinterlassen im Rasen der adhdrenten
Zellen eine Liicke, die bei Férbung mit einem blauen Zellfarbstoff frei bleibt. So
entspricht jeder weifle Fleck einer derartig gefirbten Kultur einer von einem Virus
infizierten Zelle.

Zur Titerbestimmung wurden tk™-Zellen in einer 6-Loch-Platte kultiviert, bis sie etwa
70-80% des Kulturplattenbodens bedeckten. 10 pl der Virusstammldsung wurden mit
990 pul MEM-10 um den Faktor 100 verdiinnt. In der folgenden Verdiinnungsreihe
wurden jeweils 100 pl der vorherigen Verdiinnung mit 900 ul MEM-10 um den Faktor
10 weiter verdiinnt. Nach sieben Pipettierschritten ist die Konzentration des Virus 10°
mal geringer als in der Stamml6sung. Zur Infektion der tk’-Kulturen wurden je 500 ul
der Verdiinnungen von 1:10*-1:10° in eine von sechs, mit Zellen bewachsenen
Vertiefungen gegeben.

Die Viruslgsungen wurden fiir 90 min bei 37°C im Brutschrank auf den Zellen
inkubiert. Danach wurde die Lsung iiber den Zellen abgesaugt und je 3 ml MEM-10
zugegeben. Nach zwei Tagen Inkubation im Brutschrank wurde das Medium
abgenommen, die Zellrasen wurden mit je 500 pl Féarbelosung vollstdndig benetzt und 2

min inkubiert. Die Férbel6sung wurde abgesaugt, und die gefiéirbten Zellrasen in der
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Sterilwerkbank getrocknet. Der Titer wurde nun an Hand der Plaquezahl aus der Kultur

mit den wenigsten Plaques berechnet. Dazu wurde die Zahl der Plaques mit zwei (500
ul Losungen pipettiert, Einheit 1/1000 pl) und dem Verdiinnungsfaktor multipliziert
(pfu = Zahl der Plaques x 2 x Verdiinnungsfaktor [1/ml]).

4.2.2.2. Bestimmung der TCIDs eines HIV-1 y5-Isolates
Fiir die Bestimmung der TCIDjs eines HIV-1  o-Uberstandes eignen sich Jurkat-Zellen,

da der zytopathische Effekt wihrend einer Infektion dieser Zellen besonders

eindrucksvoll sichtbar wird.

Vorgelegte Verdiinnung Verdiinnunung
nach Zugabe
von 50pl
Zellsuspension

S0ul/Pipettierschritt

5 1:4" = 1:4,0x10° 1:5,3x10°

1:4* = 1:1,6x10" 1:2,1x10"
d 1:4° = 1:64x10' 1:8,5x10"
g 1:4* = 1:2,6x10% 1:3,4x10"
3 14 = 1:1,0x10° 1:1,4x10°
3 1:4% = 1:4,1x10° 1:5,5x10?
3 1:47 = 1:1,6x10* 1:2,2x10*
3 1:44 = 1:6,5x10" 1:8,7x10*
3 1:4° = 1:2,6x10° 1:3,5x10°

1:4° = 1: 1,0x10° 1:1,4x10°

Abb 4.1. Verdiinnungsreihe zur Bestimmung der TCIDsg eines HIV-1-Uberstandes

In einer 96-Loch-Flachbodenplatte wurde in den 60 zentralen Népfen eine
Verdiinnungsreihe des zu testenden HIV-1-Uberstandes vorgelegt. Alle 60 Vertiefungen
wurden mit je 150 ul RPMI-10 beschickt. In die Vertiefungen der ersten Spalte wurden

jeweils 50 pl unverdiinnte Viruslosung pipettiert und somit die Stammlésung um den
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Faktor vier verdiinnt. Aus den Vertiefungen der zweiten Spalte wurden nun jeweils

50 pl der verdiinnten Losung in die Vertiefungen der dritten Spalte pipettiert. Diese
Pipettierschritte wurden bis zum Erreichen einer Verdiinnung von 1:410 in der zehnten
Spalte fortgesetzt. Parallel hierzu wurden 2x10° Jurkat-Zellen in einem 50 ml
Schraubdeckelrshrchen mit RPMI-10 gewaschen und in 2,5 ml RPMI-10
aufgenommen. In jedes der 60 Népfe wurden 50 pl dieser Zellsuspension pipettiert
(entspricht einer Aussaat von 40.000 Zellen pro Napf).

Die Zellkulturplatte wurde bei 37°C im Brutschrank inkubiert und regelmaBig gefiittert.
Das Ablesen des Testes konnte nach etwa sieben Tagen vorgenommen werden. Die
Spalte, in der die Hilfte der Nipfe einen deutlichen zytopathischen Effekt aufweist,

wurde mikroskopisch ermittelt. Daraus errechnet sich die TCIDsp.
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4.3. Virus-Infektionen

4.3.1. Vaccinia-Virus-Infektion

Zur Vaccinia-Virus-Infektion wurde die gewiinsche Anzahl an Zellen in einem 15 ml
Rohrchen gesammelt, zentrifugiert, mit RPMI-10 gewaschen und nochmals
sedimentiert. Das Virus wurde direkt auf das aufgeschlagene Zellsediment pipettiert.
Dieser Ansatz wurde bei 37°C im Brutschrank fiir 90 min inkubiert. Dann wurden die
Zellen mit RPMI-10 gewaschen, in eine Zellkulturplatte iiberfiihrt und etwa 16 Stunden
inkubiert. Der Vaccinia-Virusreplikationszyklus dauert etwa sechs bis acht Stunden und
endet mit der Wirtszelllyse (Die Menge des bendtigten Virus war von der Zellart und
von der Viruskonzentration abhéngig. Fiir jede Zellart war es notig, die optimale moi zu
ermitteln. Meist lag die optimale moi im Bereich von 1-10 pfu pro Zelle, wich aber im

Einzelfall stark davon ab.).
4.3.2. HIV-Infektion von primiren CD4+ T-Zellen

10x10° CD4+ Spenderlymphozyten wurden am Tage der Priiparation in 7,5 ml RPMI-
10 in einer kleinen Zellkulturflasche aufgenommen und mit PHA (2pg/ml) stimuliert.
Am nichsten Tag wurde die Hilfte des Mediums mit R10-100 ersetzt und die Zellen in
den Vertiefungen einer 24-Loch Zellkulturplatte zu 1x10° Zellen pro Vertiefung
ausgesit. Vier Tage nach PHA-Stimulation wurde nach Vermischen aller Vertiefungen
die Zelldichte bestimmt. Insgesamt wurden 12x10° Zellen abgenommen und
sedimentiert. Die fiir die Infektion bestimmten Zellen wurden in zwei gleich grofie
Portionen zu je 5 x10° Zellen aufgeteilt und in 15 ml Schraubdeckelrshrchen tiberfiihrt,
die restlichen 2x10° Zellen verblicben ebenso in einem 15 ml Rohrchen. Nach
zweimaligem Waschen mit RO und erneutem Abzentrifugieren wurde der Uberstand aus
allen drei Roéhrchen abgegossen und das restliche Medium mit einer Pipettenspitze
abgesaugt. Die Zellsedimente wurden aufgeschlagen. Unter S3-Sicherheitsbedingungen
erfolgte die Infektion der beiden Zellaliquots zu 5x10° Zellen mit 10° TCIDsp in 1 ml.
Zu den Kontrollzellen wurden 1000 pl R10-100 pipettiert. Nach dreistiindiger
Inkubation bei 37°C wurden je 2 ml R10-100 zu den beiden infizierten bzw. 1 ml zu

den nicht-infizierten Zellen pipettiert und resuspendiert. Die Zellsuspensionen wurden
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jeweils zu 2 ml auf vier Vertiefungen einer Sechslochplatte verteilt und bei 37°C weiter

inkubiert. Zwei Tage spiter erfolgte eine Mediumauffrischung, wobei das Volumen der
Vertiefungen jeweils mit 1 ml R10-100 auf 3 ml Gesamtvolumen erginzt wurde.
AnschlieBend wurde téglich 1000 pl Uberstand durch frisches R10-100 ersetzt und eine
durchflusszytometrische Infektionskontrolle mit einer Antikorperfirbung gegen p24
durchgefiihrt, bis der Anteil der Infizierten Zellen bei iiber 60% lag. Der Verlauf der
Infektion war héchst unterschiedlich und vom jeweiligen Spender abhidngig. Zu
schnelles Umsichgreifen der Infektion war mit einem ausgeprigten zytopathischen
Effekt vergesellschaftet, weswegen oft nicht geniigend vitale Zellen fiir die Versuche
zur Verfiigung standen. Ein zu langsamer Infektionsverlauf erwies sich ebenso als
ungiinstig, weil dies nicht zu einer simultanen Infektion méglichst vieler Zellen fiihrte.

Die beschriebene Technik wurde in Vorversuchen ausgearbeitet. Mit der gewihlten
Infektionsdosis konnte eine maximale Zahl von infizierten Zellen geerntet werden. Die
Verwendung von groBeren Platten und das Ausplattieren von nur 3x10° Zellen/Napf
verringerte die Wahrscheinlichkeit, dass die Zellen untereinander Kontakt hatten und
durch Fusion mit uninfizierten Zellen zugrunde gingen. Auf diese Weise konnten die

Zellen verlisslich ca. 90 h nach Infektion verwendet werden.
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4.4. Analyseverfahren

4.4.1. Durchflusszytometrie und Fluoreszenz-aktivierte Zellsortierung (FACS)

Antikorper konnen fiir die Markierung von Zellen benutzt werden. Bei der direkten
Férbung ist der an die Zelle bindende Antikérper selbst mit einem Farbstoff gekoppelt.
Bei der indirekten Firbung werden die Zellen zunichst mit einem unmarkierten
Antikdrper inkubiert. In einem zweiten Schritt bindet dann ein Farbstoff-gekoppelter
Antikérper an den Erstantikdrper. Dies hat den Vorteil, dass mit einem einzigen
unspezifischen Antikérper verschiedene unmarkierte und daher preisgiinstigere
spezifische Antikérper gegengefirbt werden konnen. Neben dem Kostenvorteil ist die
indirekte Methode sensitiver, weil aus der Bindung mehrerer Firbeantikérper an den
Erstantikérper eine Signalverstirkung resultiert.

Zellen konnen mit Antikérpern sowohl gegen intrazellulire als auch gegen
membranstindige Bestandteile markiert werden. Intra- und extrazellulire Epitope
konnen direkt und indirekt angefarbt werden.

Fiir durchfluBzytometrische Untersuchungen stehen Antikorper mit fluoreszierenden
Farbstoffen unterschiedlicher Emissionsfrequenz zur Verfligung. Auf diese Weise ist es
méglich, Firbungen gegen verschiedene Epitope gleichzeitig durchzuflihren.

In dieser Arbeit wurden folgende Fluoreszenzmarkierungen verwendet:

FITC-Extinktion: 488 nm Emission: 530 nm
RPE-Extinktion: 488 nm Emission: 570 nm
RPE-Cy5-Extinktion: 488 nm Emission: 670 nm

4.4.1.1. Direkte und indirekte Fiarbung von Zellen fiir die Durchflufizytometrie

Fiir die direkte Firbung von Zellen fiir die DurchluBzytometrie wurden 5x10* bis 1x10°
Zellen in einem FACS-Rohrchen gesammelt, zweimal mit 2,5 ml FACS-Puffer
gewaschen und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, das aufgeschlagene
Zellsediment in 100 pl FACS-Puffer aufgenommen und mit 2-3 pl Losung mit direkt-
markiertem Antikorper versetzt. Die Proben wurden fiir 30 min bei 4°C inkubiert, mit

2,5 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und mit 1 ml 2%-iger Formaldehydldsung
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in PBS 10 min bei Raumtemperatur fixiert. Bei infektigsen Proben wurde in Gegenwart

von 3% Formaldehyd fiir mindestens 20 Minuten fixiert. Die Zellen wurden nochmals
mt 2,5 ml FACS-Puffer gewaschen und zentrifugiert und dann fiir die Messung in
200 pl 2%-iger Formaldehydldsung in PBS aufgenommen.

Das Vorgehen bei der indirekten Firbung gleicht fiir den Erstantikorper dem der
direkten Firbung. Abweichend vom obigen Protokoll wurden die Zellen vor der
Formalinfixierung mit dem markierten Zweitantikorper in 100 pl FACS-Puffer fiir 30
Minuten im Kiihlschrank inkubiert. Danach wurden die Zellen mit 2,5 ml FACS-Puffer

gewaschen, sedimentiert und anschlieend wie oben fixiert.
4.4.1.2. Intrazelluléire Firbung

Da Antikorper die Plasmamembran nicht passieren konnen, ist vor einer intrazelluldren
Firbung eine ,Hértung” der Membran mit Formalin und anschlieBend deren

Permeabilisierung mit Detergens notwendig.

Fir die intrazelluldre Fiarbung von Zellen fiir die Durchlusszytometrie wurden 5x1 0* bis
1x10° Zellen in einem FACS-R&hrchen aufgenommen, mit 2,5 ml FACS-Puffer versetzt
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, und die Zellen wurden in 1 ml 3%-
iger Formaldehydlosung in PBS fiir mindestens eine Stunde bei 4°C fixiert. Die
Zellsuspension wurde anschlieBend zweimal mit 2,5 ml FACS-Puffer gewaschen und
zentrifugiert. Zur Permeabilisierung wurden die Zellen mit 300 ul 0,3%-iger Triton X-
100-Losung in PBS versetzt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur
Entfernung der Tritonldsung wurden die Zellen zweimal mit FACS-Puffer gewaschen.
Das Zellsediment wurde in 100 ul FACS-Puffer aufgenommen und mit direkt-
markiertem Antikorper versetzt. Die Proben wurden fiir 50 min bei 4°C inkubiert,
zweimal mit 2,5 ml FACS-Puffer gewaschen, zentrifugiert und dann fiir die Messung in

200 pl 2%-iger Formladehydlosung in PBS aufgenommen.
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4.4.1.3. Quantitative Durchflusszytometrie

Prinzip

Die konventionelle Technik der Durchflusszytometrie erlaubt nur Aussagen iiber den
prozentualen Anteil der in der Probe enthaltenen Zellpopulationen. So ist es
beispielsweise nicht méglich, eine Probe mit zwei Zellpopulationen von einer Probe zu
unterscheiden, die nur halb so viele Zellen beider Zellpopulationen enthilt, da das
Verhiltnis beider Populationen in beiden Proben gleich ist.

Deshalb ist es erforderlich, unter Zuhilfenahme eines bekannten ,Mafstabs“ die
Absolutzahlen der vorhanden Zellen zu ermitteln. Diese Technik wurde von Heinkelein
etabliert (Heinkelein et al., 1997).

Nach der Antikérperfirbung wird dazu zu jeder Probe die gleiche Menge an FITC-
markierten Beads gegeben. Die Beads verteilen sich homogen unter den Zellen, so dass
sich fiir jede Probe ein charakteristisches Verhéltnis von Zellen pro Bead ergibt. Das
Durchflusszytometer wird darauf programmiert, Zellen so lange zu messen, bis eine
willkiirlich festgelegte Menge an Beads registriert wurde. Abbildung 4.2. verdeutlicht,
wie die Beads als ,,Maflstab* dienen, anhand dessen eine unbekannte GréfBe, ndmlich
die Anzahl der Zellen, bestimmt werden kann. Ist das Gerit wie in Abb.: 4.2. darauf
programmiert die Messungen nach der Hélfte der eingesetzten Beads zu stoppen, ergibt

sich die Zellzahl durch Multiplikation der registrierten Zellen mit zwei.

Sechs Zellen nach Auszihlung von 12 Beads

@co@co@co@co @oo Qoo?eo.eo‘eo@oo.oe.oe

Zwei Zellen nach Ausziihlung von 12 Beads

@oo oo ocoffoe oo ocofPoo oo ocoPoo oo oo

Abb: 4.2. Prinzip der Quantitativen Durchflusszytometrie: Bei gleicher Anzahl
eingelesener Beads werden verschiedenen Zellzahlen registriert. Da die
Menge an eingesetzten Beads bekannt ist, kann die absolute Zellzahl
berechnet werden.
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Vor der Quantifizierung mittels Durchflusszytometrie wurden die Zellen wie unter

4.4.1.1. beschrieben gefirbt. Da es bei diesem Verfahren auf die absoluten Zellzahlen
ankommt, sollten moglichst wenige Waschschritte vor der Analyse liegen, da héufiges
Waschen zu einem Zellverlust fithrt. Aus diesem Grund wurden ausschlieBlich direkte
Farbungen verwendet. Nach der Firbung wurden die Zellen anstatt in 200 pl
Formaldehydldsung in 300 pl der Beads-Suspension resuspendiert. Zur Bestimmung der
Menge der eingesetzten Beads wurden zusiitzlich drei leere FACS-Réhrchen mit 300 pl
der Beads-Suspension beschickt. Die Suspension wurde dann komplett in das
Durchflusszytometer eingelesen. Die Anzahl der registrierten Beads wurde aus den drei
MeBergebnissen gemittelt. Durchflusszytometrisch wurden Ereignisse als Bead
definiert, die im Forward-Sideward-Scatter-Bild eine bestimmte Position einnehmen
und zugleich die fiir die FITC-Markierung charakteristische Wellenlénge reflektieren
(siche Abbildung 4.3.).

Die Zellen, die mit dieser Technik analysiert werden sollten, mufiten in 96-Loch-
Flachbodenplatten kultiviert werden, weil sie bei der hier bearbeiteten Fragestellung am

Rundboden haften blieben.
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Abb.: 4.3.  Quantitative Durchflusszytometrie: Im Forward-Sideward-Scatter-Bild

(A) werden die Beads in R1 lokalisiert. In (B) sind die Ereignisse von
R1 nach Forward-Scatter und Fluoreszenz-eins (FITC-Markierung)
aufgetragen. Beads sind dabei Fluoreszenz-eins-positiv und werden
mit einem zweiten Gate (R2) eingeziunt. Beads werden als Schnittmenge
von R1 und R2 als G8 definiert. Das Gerit wurde in diesem Falle darauf
programmiert 2500 Beads (dies entspricht 2500 Ereignissen in G8) zu
zdhlen (C, D). Wihrend der Auszdhlung der Beads (G8) wurden in
Probe (C) 9631 (G3) und in Probe (D) 2170 (G3) Zellen registriert.

4.4.2. Chromfreisetzungsversuche

Prinzip:

Chromfreisetzungsverfahren eignen sich dazu, Zerstérung von Zellen nachzuweisen.

Die Zellen werden dafiir vor Versuchsbeginn in einer Na,*'CrO,-Losung inkubiert.
Radioaktives Chromat dringt dabei ins Zytoplasma und bindet an Proteine. Verliert die

Plasmamembran im weiteren Verlauf ihre Integritit, gelangt der Inhalt der Zelle

mitsamt dem radioaktivem Marker in das Kulturmedium. Der Gehalt an Radioaktivitit

im zellfreien Uberstand ist somit ein Marker fiir das Ausmal der Zelllyse.
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4.4.2.1. Markierung von Zellen mit radioaktivem Chromat

Fiir die Markierung wurden Zellen in einem 15 ml-Réhrchen gesammelt, mit RPMI-10
gewaschen und zentrifugiert. Nach Aufschlagen des Zellsediments wurden 80-100 pCi
radioaktiver Natriumchromatldsung zugegeben. Die 90-miniitige Inkubation erfolgte im
durch Blei abgeschirmten Wasserbad bei 37°C. Die Zellen wurden zweimal mit je 5 ml
RPMI-10 gewaschen und in R10-100 so resuspendiert, wie es die durchzufiihrenden

Experimente erforderten.

4.4.2.2. Bestimmung der Lyse aus der gemessenen Radioaktivitit

Nach Ablauf der Versuchszeit wurden aus den Vertiefungen jeweils 100 pl zellfreies
Medium (die Hilfte des Zelliiberstandes) vorsichtig abgenommen und in ein FACS-
Réhrchen tiberfithrt. Die spontane Chromfreisetzung aus den Zellen wurde aus 100 pl
Uberstand separater Vertiefungen ermittelt, die nur die chromierten Zellen enthalten,
nicht aber das zur Lyse fithrende Agens. Die maximal mogliche Freisetzung von
Radioaktivitit wurde durch Lyse der markierten Zellen in 1,25% Triton X-100
bestimmt. Auch aus diesen Vertiefungen wurden 100 pl Medium abgenommen. Zur
Desinfektion wurde in den FACS-Réhrchen je 200 ul 3%-iges Triton X-100 vorgelegt.
Vor der Messung wurden die FACS-Réhrchen verschlossen.

Die in den Proben enthaltene Radioaktivitit wurde in einem Gammacounter gemessen.

Nach folgender Gleichung berechnet sich die spezifische Lyse:

Spezifische Lyse [%] = 100 x (MeBwert-Spontanwert) / (Maximalwert-Spontanwert)

4.4.3. Colorimetrischer Apoptosenachweis mit Apopain, CPP32-Substrat

CPP32 (Caspase-3) ist Mitglied der ICE/CED-3 Familie und beteiligt sich in einem
friihen Stadium der Apoptose an der PARP-Spaltung (Enari ef al., 1996; Nicholson et
al., 1995; Schlegel et al., 1996). Es ist damit ein wichtiger Ubermittler in der
apoptotischen Signalkaskade, die zur DNA-Fragmentierung und zum Zelltod fiihrt.
CPP32 spaltet in seiner aktiven Form ein synthetisches, fluorogenes Tetrapeptid (Ac-
DEVD-AMC) und bietet auf diese Weise die Moglichkeit, das Vorhandensein
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apoptotischer Zellen in einer Kultur nachzuweisen.

Die Zellen wurden hierzu sedimentiert und in RPMI-15 so ausplattiert, dass pro
geplanter Messung 1,5x10° — 2x10° Zellen in 200 pl/Vertiefung zur Verfligung standen.
Dabei war es ohne Bedeutung fiir das nachfolgende Prozedere, auf welche Art die
Apoptose  induziert wurde. Vor der Messung wurden die Zellen in
Miniaturreaktionsgefiiien aufgenommen und sedimentiert. Nach Aufschlagen des
Sediments wurden die Zellen in jeweils 100 pl des Lysepuffers aus dem Kiihlschrank
resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. In den Vertiefungen einer 96-Loch
Flachbodenplatte wurden parallel zum Versuchsaufbau je 100 pl Reaktionspuffer
vorgelegt. Dem Reaktionspuffer wurde DTT entsprechend einer Endkonzentration von
8mmol/L zugegeben. Das Zelllysat wurde nun in die entsprechende Vertiefung mit dem
Reaktionspuffer iiberfiihrt und anschlieBend 10 pl CPP32-Substrat pro Vertiefung
hinzugefiigt. Nach zweistiindiger Inkubationszeit wurde die Extinktion der Proben in

einem ELISA-Lesegerit bei eine Wellenléinge von 405nm abgelesen.
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4.5. Assays

4.5.1. Koinkubationsversuche

In dieser Arbeit wurde das Schicksal uninfizierter Zellen im Kontakt mit HIV-
infizierten oder Envelope-exprimierenden primédren Zellen untersucht. Dazu wurden
infizierte und nicht-infizierte Zellpopulationen koinkubiert. Die Lyse der uninfizierten
Zellen wurde entweder an Hand von Chromfreisetzung aus dem Zytoplasma zuvor

markierter Zellen oder aber mit Hilfe der Quantitativen Durchflusszytometrie bestimmt.
4.5.1.1. Bestimmung der Lyse mit Hilfe der Chromfreisetzungstechnik

Es wurden HIV-infizierte (siche 4.3.2.) beziehungsweise Envelope-exprimierende
(siehe 4.3.1.) Zellen in einem 15 ml Schraubdeckelrdhrchen gesammelt, gewaschen,
sedimentiert und in einem entsprechenden Volumen R10-100 resuspendiert, um
Zellkonzentrationen je nach Experiment von 0,3x10° bis 3,0x10%ml zu erhalten
(Verwendet man 100 pl dieser Suspension, entspricht dies einer Aussaat von 3x10* bis
3x10° Zellen/Vertiefung). Parallel dazu wurden uninfizierte autologe Spenderzellen
radioaktiv markiert (siche 4.4.2.1.), sedimentiert und so resuspendiert, dass
Zellkonzentrationen von 1x10° bis 9x10° /ml erreicht wurden (entspricht einer Aussaat
von 1x10° bis 9x10° Zellen pro Vertiefung). In 96-Loch-Platten wurden je 100 ul der
beiden Zellpopulationen zusammenpipettiert und inkubiert. Das Verhéltnis von
infizierten zu nicht-infizierten Zellen lag zwischen 1:10 und 1:1. Vertiefungen, die
Kokulturen enthielten, waren als Doppelbestimmungen angelegt, Vertiefungen aus
denen Spontan- und Maximalwerte ermittelt wurden, waren als Dreifachbestimmungen
angelegt. Endvolumen jeder Vertiefung war immer 200 pl. Die spontane
Chromfreisetzung wurde aus Vertiefungen bestimmt, welche 100 pl markierter
Zellsuspension zusammmen mit 100 pl zellfreiem Medium enthielten. Zur Bestimmung
der Maximalwerte (d.h. der maximal moglichen Freisetzung durch Lyse aller Zellen)
wurden 100 pl der markierten Zellen mit 100 pl 2,5%-igem Triton X-100
zusammenpipettiert. Nach Ablauf der Koinkubationszeit wurden 100 pl aus jeder
Vertiefung abpipettiert. Nach Analyse mit dem Gammacounter wurde die Lyse der

chromierten Zellen wie in 4.4.2.2. beschrieben berechnet. Die Versuchsanordnung wird
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aus Abbildung 4.4. ersichtlich.

Q O vac/env exprimierende Zellen + uninfizierte, chromierte CD4+ Zellen
O O vac/pol exprimierende Zellen + uninfizierte, chromierte CD4+ Zellen
O O vac/env exprimierende Zellen + uninfizierte, chromierte CD4+ Zellen

+ ausgetestete Zusatzsubstanzen

O C) @ uninfizierte, chromierte CD4+ Zellen + zusitzlich 100pl zellfreies Medium

O 0 O uninfizierte, chromierte CD4+ Zellen + zusétzlich 100ul zellfreier Triton Losung

Abb.: 44.  Graue Kreise stellen Vertiefungen der 96-Loch-Rundbodenplatte dar.
Daneben ist der Inhalt der Vertiefungen aufgefiihrt. Neben den
Kokulturen werden Zellen fir die Bestimmung von Spontan-
werten mit Medium und von Maximalwerten mit Triton X-100
kultiviert.

4.5.1.2. Bestimmung der Lyse mit Hilfe der Quantitativen Durchflusszytometrie

Es wurden Envelope-exprimierende (siche 4.3.1.) CD8+ PBMC in einem
15 ml-Schraubdeckelréhrchen gesammelt, gewaschen, sedimentiert und in R10-100
resuspendiert, um Zellkonzentrationen je nach Experiment von 0,3x10° bis 3,0x10° /ml
zu erhalten (Verwendet man 100 pl dieser Suspension, entspricht dies einer Aussaat von
3x10* bis 3x10° Zellen/Vertiefung). Parallel dazu wurden uninfizierte autologe CD4+
Helferzellen sedimentiert und so resuspendiert, dass Zellkonzentrationen von 1x10° bis
9x10° /ml erreicht wurden (entspricht einer Aussaat von 1x10° bis 9x10°
Zellen/Vertiefung). In 96-Loch-Flachbodenplatten wurden je 100 pl der beiden
Zellpopulationen zusammenpipettiert und inkubiert. Das Verhiltnis von infizierten zu
nicht-infizierten Zellen wurde in einem Bereich zwischen 1:10 und 1:1 in mehreren
Stufen variiert. Als Kontrolle wurden die Zellen beider Zellpopulationen getrennt
voneinander unter Zugabe von 100 pl Medium ausplattiert. Das Endvolumen jeder
Vertiefung betrug immer 200 pl. Die Koinkubationen wurden als Doppelbestimmung,
die Einzelpopulationen als Dreifachbestimmung angesetzt. Nach Ablauf der
Koinkubationszeit von sechs bis 12 h wurde der Inhalt jeder Vertiefung resuspendiert
und komplett abpipettiert, gegen CD4 und CD8 gefirbt (siehe 4.4.1.1.) und fiir die
quantitative Durchflusszytometrie wie unter 4.4.1.3. beschrieben weiterverarbeitet.

Der prinzipielle Aufbau eines Experiments zur Quantifizierung mittels
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Durchflusszytometer wird in Abbildung 4.5. verdeutlicht.

Q O vac/env exprimierende Zellen + uninfizierte CD4+ Zellen
O O vac/pol exprimierende Zellen + uninfizierte CD4+ Zellen
O O vac/env exprimierende Zellen + uninfizierte CD4+ Zellen
+ ausg Zusatzsut en
O O O uninfizierte CD4+ Zellen + zusitzlich 100ul zellfreies Medium
Q O O uninfizierte CD4+ Zellen + ausgetestete Zusatzsubstanzen
O O O vac/env exprimierende Zellen +zusitzlich 100pl zellfreies Medium
O O O vac/pol exprimierende Zellen +zusitzlich 100p1 zellfreies Medium

Abb.: 45.  Neben Vertiefungen mit Kokulturen benétigt man fiir die Durchfluss-
zytometrie als Referenz zusitzlich Vertiefungen die die einzelnen
Zellpopulationen enthalten.

4.5.2. Infektionsverliufe

Es wurden so viele Zellen gesammelt und sedimentiert, dass 1,5)(106 Zellen pro
bendtigter Vertiefung zur Verfiigung standen. Nach Aufschlagen des Sediments wurden
die Zellen mit radioaktivem Chrom markiert und anschlieBend so resuspendiert, dass in
je 750 pl Zellsuspension die gewiinschte Zellmenge von 1,5x10° enthalten war. Die
Suspension wurde in einer 24-Loch-Platte ausplattiert und je nach Ansatz das Volumen
mit 750 pul Medium, SIM.2 oder Triton auf 1,5 ml aufgefiillt. Anschliefend wurden die
Zellen in den Vertiefungen direkt mit vac/env mit einer m.o.i von 20 p.f.u./Zelle und
vac/pol mit der gleichen moi als Kontrolle infiziert. Spontanwerte wurden aus
Vertiefungen bestimmt, die nicht-infizierte, chromierte Zellen enthielten, Maximalwerte
aus denjenigen, die mit Triton versetzt waren. In parallelen Ansétzen wurden nicht-
chromierte Zellen ausplattiert und spéter durchflusszytometrisch auf Zellzahl und Anteil
an infizierten Zellen untersucht. Sowohl die Messung der Radioaktivitdt als auch die
Durchflusszytometrie wurden nach 13 h Inkubationszeit durchgefiihrt. Fiir die
Durchflusszytometrie wurden die Zellen zuvor resuspendiert. 100 pl der Suspension

wurden geférbt und eingelesen.
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S. Ergebnisse

5.1. Die Lyse von nicht-infizierten, CD4+ PBMC in Kokultur mit
HIV-infizierten PBMC

Wie in der Einleitung dargelegt wurde, ist trotz intensiver Forschung bis heute der
Mechanismus der Helferzellzerstorung im HIV-infizierten Patienten ungeklért. Aus den
Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen ist bekannt, dass CD4+ Zellen in
Kontakt mit Envelope-exprimierenden Zellen in vitro rasch lysiert werden (Heinkelein et
al., 1997; Heinkelein et al., 1995; Ohnimus et al., 1997; Laurent Crawford et al., 1991,
Nardelli et al., 1995; Yoffe et al., 1987). Da bei diesen Untersuchungen hauptséchlich
Zelllinien verwendet wurden, ist die Frage der Relevanz dieses Phinomens fiir die
Situation in vivo unklar. Die im Abschnitt 5.1. beschriebenen Experimente versuchen die
Frage zu beantworten, ob es auch beim Kontakt von HIV-infizierten PBMC mit nicht-

infizierten PBMC zum Tod der nicht-infizierten Zellen kommt.

5.1.1. Nachweis der Lyse mit Hilfe von Chromfreisetzungsversuchen

Zundchst wurden PBMC HIV-negativer Spender mit Hilfe magnetischer Beads von
CD8+ Zellen depletiert und mit PHA stimuliert. Die Reinheit der CD4-Préparationen
wurde unmittelbar nach Gewinnung der Zellen durchflusszytometrisch bestimmt und lag
bei >95%. Die iibrigen Zellen waren entweder CD8+ oder trugen keinen der beiden
Oberflichenmarker. Vier Tage nach Stimulation wurden die CD4+ Zellen mit HIV
infiziert und taglich durchflusszytometrisch auf die Expression von Gp120 und p24
iiberpriift. Als Kriterium fiir die Infektion einer Zelle wurde die durchflusszytometrisch
bestimmte Expression von p24 herangezogen. Nachdem eine Infektionsrate von 60%
oder hoher erreicht war, wurden uninfizierte, PHA-stimulierte CD4+ Zellen aus der
gleichen Péparation mit radioaktivem Chromat markiert und zusammen mit den HIV-
infizierten Zellen kokultiviert. Die Lyse der uninfizierten Zellen wurde an Hand der
Chromfteisetzung in den Uberstand bestimmt.

Die Experimente wurden mehrfach mit Zellen von unterschiedlichen Spendern
wiederholt. In Abbildung 5.1. ist das Ergebnis eines reprdsentativen Versuchs dargestellt.
3 x 10° HIV-infizierte, CD4+ PBMC wurden mit der gleichen Anzahl von autologen,
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CD4+ PBMC kokultiviert. Nach sieben Stunden Inkubationszeit beobachtet man eine

Lyse von 17,2% der nicht-infizierten Zellen.

18

16

14 -

12

10-

Lyse der nicht-infizierten PBMC [ %]

NI+ HIV(-) NI+ HIV(#)

Abb.: 5.1. Nach sieben Stunden Inkubationszeit sind 17,2% der nicht-infizierten
PBMC in Anwesenheit von HIV(+) PBMC lysiert (NI + HIV(+)). In
Anwesenheit von HIV(-) Zellen tritt keine Lyse der nicht-infizierten
PBMC auf (NI + HIV(-)).

Verschiedene Mechanismen sind fiir den beobachteten Zelluntergang denkbar.
Zum einen konnte die Lyse der Zellen durch einen von den infizierten Zellen
produzierten Faktor oder eine direkte Interaktion der Zellen ausgeldst werden.
Zum anderen konnten die zundchst uninfizierten Zellen in der Kokultur rasch mit HIV

infiziert und durch die direkte Einwirkung des Virus und seiner Proteine zerstort werden.

5.1.2. Die Kinetik der Lyse

Es ist bekannt, dass eine Ubertragung von HIV von chronisch infizierten H9-Zellen auf
benachbarte Zellen stattfinden kann, ohne dass dazu Virionen produziert werden
miissen. Dieser Prozess beginnt zwei bis vier Stunden nach dem ersten Kontakt der
Zellen. Virale Proteine sind frithestens nach sechs bis 12 Stunden in den Nachbarzellen
nachweisbar (Sato et al., 1992).
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Um die Relevanz einer direkten Ubertragung von HIV auf benachbarte Zellen zu

untersuchen, wurde die Lyse der nicht-infizierten PBMC in Abhéngigkeit von der
Inkubationszeit gemessen. Der Versuchsaufbau war dabei wie in dem in Abb.: 5.1.
vorgestellten Experiment. Entscheidend war die Beobachtung, dass bereits nach weniger
als sechs Stunden ein gewisser Anteil der nicht-infizierten PBMC lysiert wurde. Daraus
kann gefolgert werden, dass zumindest ein Teil der beobachteten Lyse entweder durch
einen von der HIV(+) Zellpopulation abgegebenen Faktor oder durch den Kontakt der
Zellen verursacht wurde, und nicht durch die Einwirkung viraler Proteine, die in frisch

infizierten Zellen synthetisiert wurden.

& NI+ HIV(-)
161 ® NI+ HV(+)

Lyse der nicht-infizierten PBMC [ %]
-
o

5,5 11 15,5
Inkubationszeit [h]

Abb.:5.2. Bereits nach 5,5h Inkubationszeit wird ein gewisser Teil der nicht-
infizierten PBMC im Kontakt mit HIV(+) Zellen lysiert. Die Lyse der
Zellen steigt mit der Inkubationszeit an (blaue Kreise). In Kontakt mit
HIV(-) Zellen findet keine Lyse der nicht-infizierten PBMC statt (rote
Dreiecke).

5.1.3. Die Abhéngigkeit der Lyse von der Anzahl der infizierten Zellen
Die vorangehenden Versuche zeigen, dass bei einem ausgeglichenem Zahlenverhéltnis

beider Zellpopulationen nach kurzer Inkubationszeit ein relevanter Anteil der nicht-
infizierten PBMC depletiert wird. Der Anteil an produktiv HIV-infizierten Zellen im
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peripheren Blut und lymphatischen Gewebe des Menschen ist sehr gering. Einige

Autoren fanden allerdings im peripheren Blut in bis zu 69% der T-Helferzellen HIV-
Proviren. (Bagasra et al., 1993a; Bagasra et al., 1993b; Hsia and Spector, 1991;
Psallidopoulos et al., 1989; Schuurman et al., 1988). Deshalb wurde die Lyse in
Abhidngigkeit vom Zahlenverhiltnis von HIV(+) zu HIV(-) Zellen in der Kokultur
untersucht. Dazu wurden 3x10° HIV(+) PBMC in parallelen Versuchsansitzen mit
3x10°, 9x10°, und 1,2x10° nicht-infizierten PBMC fiir sechs Stunden kokultiviert. Mit
sinkender Anzahl der nicht-infizierten PBMC bei konstanter Zahl der infizierten Zellen
stieg die prozentuale Lyserate an (Abb.: 5.3.). Rechnet man dies in absolute Zahlen um,
so sieht man, dass in den Versuchsansitzen mit 3x10° und 9x10° nicht-infizierter Zellen
bei gleicher Anzahl an HIV(+) Zellen eine etwa gleich groBe Zahl an nicht-infizierten
Zellen lysiert wurde. Bei Anwesenheit von 1,2x10° Zellen ist die Zahl der lysierten
Zellen im dargestellten Chromfreisetzungsversuch etwas geringer. Hier wird vermutlich
eine Problematik des Chromfreisetzungsversuchs deutlich: Bei steigender Anzahl von
Zellen in einer Vertiefung kommt es zu einer Wiederaufnahme des freiwerdenden

Chromats in intakte Zellen, so dass die gemessenenen Lyseraten falsch niedrig sind.
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M- Ve
BN+ Hve

Lyse der nicht-infizierten PBMC [%]

1,2x10° 9x10° 3x10°

Anzahl der nicht-infizierten PBMC

Abb.: 5.3. Je hoher der Anteil an HIV-infizierten CD4+ PBMC in der Kokultur lag,
desto groBer war die Lyse der autologen, uninfizierten CD4+ PBMC. Die
schwarzen Balken zeigen die Lyse der nicht-infizierten PBMC in
Anwesenheit von HIV(-) autologen Zellen. Die grauen Balken zeigen die
prozentuale Lyse verschieden grofler Zellpopulationen von nicht-
infizierten PBMC in Anwesenheit von 3x10° HIV(+) PBMC

5.1.4. Die Abhiingigkeit der Lyse von Apoptose

In Untersuchungen verschiedener Arbeitsgruppen wurde bei Koinkubationsversuchen
mit HIV-Envelope-exprimierenden Zellen Apoptose beobachtet (Corbeil et al., 1996;
Biard Piechaczyk et al,, 2000; Blanco et al.,, 2000; Blanco et al, 1999). Zur
Untersuchung der Frage, ob auch primére T-Helferzellen in Kontakt mit HIV-infizierten
Zellen durch Apoptose lysieren, wurden die Koinkubationsversuche in Anwesenheit
eines Hemmstoffes der Apoptose durchgefiihrt. Dazu wurde dem Medium zVAD, ein
peptidischer Caspase-Inhibitor, in einer Endkonzentration von 100 uM zugegeben (In
Kontrollversuchen konnte zZVAD in Konzentrationen von 75 - 100 uM die durch einen
anti-CD95-Antikérper ausgeldste Apoptose blockieren.). Der Versuchsaufbau war wie
bei den zuvor beschriebenen Experimenten. Die Auswertung der Versuche zeigt, dass
ZVAD in der eingesetzten Konzentration die Lyse der nicht-infizierten PBMC

reduzieren aber nicht vollstindig blockieren konnte.
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187
. NI + HIV(-)

- B ni+ Hive) + 2vaD
NI+ HIV(#)
. NI+ HIV(#) + 2ZVAD

Lyse der nicht-infizierten PBMC [%]
)

Abb.: 5.4. 17,4% der nicht-infizierten PBMC sind nach Koinkubation mit HIV(+)
PBMC lysiert (NI + HIV(+)). In Anwesenheit von zVAD sinkt dieser
Anteil auf 11,1% (NI + HIV(+) + zVAD). Die beiden linken Balken
stellen die Kontrollen mit HIV(-) Zellen dar.

5.1.5. Mikroskopische Untersuchung zum Nachweis von Synzytienbildung

Mehrere Autoren beschiftigten sich mit der Frage, ob der Zelltod in vitro die Folge einer
Lyse der beteiligten Einzelzellen ist (Heinkelein et al., 1995; Laurent Crawford et al.,
1993; Sato et al., 1992; Somasundaran and Robinson, 1987), oder durch eine
Synzytienbildung verursacht wird (Lifson et al., 1986; Ohnimus et al., 1997; Sodroski ez
al., 1986). Um dieser Frage orientierend nachzugehen, wurden die Zellkulturen bei der
Durchfiihrung der oben beschriebenen Koinkubationsversuche in regelméBigen
Abstinden mikroskopisch untersucht. Dabei sah man nach einer Inkubationszeit von
drei bis vier Stunden deutlich vergroBerte Zellen mit mehreren Kernen, deren
Plasmamembranen ballonartige Auftreibungen aufwiesen (Ballooning). Derartige
morphologische Veréinderungen wurden als Folge einer Fusion benachbarter infizierter
und nicht-infizierter Zellen gedeutet. Im Zeitraum von sechs bis 15 Stunden nahm die
Zahl dieser Synzytien wieder deutlich ab. Unter dem Einfluss von zVAD war die
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Synzytienbildung mikroskopisch deutlicher zu sehen als in der unbehandelten Kultur.

Bei Koinkubation von zwei uninfizierten CD4+ Zellpopulationen bildeten sich keine

mikroskopisch sichtbaren Synzytien.

Die Ergebnisse dieser ersten Serie von Experimenten lassen sich wie folgt
zusammenfassen:
> Die Kokultivierung von HIV(+) PBMC mit nicht-infizierten PBMC fiihrt zu einer
Lyse der nicht-infizierten PBMC.
© Diese Lyse ist abhéngig von der Zeit und ist im Chromfreisetzungsversuch bereits
nach einer Inkubationszeit von weniger als sechs Stunden detektierbar. Sie nimmt im
Verlauf der Koinkubation weiter zu.
 Bei konstanter Zahl an HIV-infizierten Zellen bleibt bei Variation des Anteils der
uninfizierten Zellen iiber einem bestimmten Bereich die Anzahl der lysierten Zellen
konstant.
> Durch Inhibition von Apoptose kann ein Teil der Lyse verhindert werden.

< Mikroskopisch ist die Bildung von Synzytien zu erkennen.

Durch den Nachweis des frithen Beginns der Lyse wurde die Moglichkeit weitgehend
ausgeschlossen, dass eine sekundére Infektion der nicht-infizierten Zellen deren Lyse
bewirkt. Die Frage, wie die Lyse der Zellen ausgel6st wird, konnte mit den Ergebnissen
dieser Experimente nur zum Teil beantwortet werden. Dazu wurden die in den
Abschnitten 5.2. und 5.3. dargestellten Versuche durchgefiihrt.
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5.2. Die Bedeutung der Interaktion des HIV-Envelope-Glycoproteins

mit dem CD4-Rezeptor fiir die Lyse von nicht-infizierten, priméren
T-Helferzellen

Zwei Hypothesen iiber den Mechanismus der Lyse der nicht-infizierten Zellen in
Kokultur mit HIV-infizierten Zellen werden in der Literatur diskutiert.

Erstens konnten von den HIV-infizierten Zellen ins Medium abgegebene Faktoren die
Zerstorung der uninfizierten Zellen bewirken (Macreadie et al., 1996; Oyaizu er al.,
1997; Desbarats et al., 1996; Banda et al., 1992; Clerici et al., 1996).

Zweitens konnte die direkte Interaktion von viralen Proteinen an der Oberfliche der
infizierten Zellen mit Rezeptoren auf den uninfizierten Zellen deren Zerstérung ausldsen
(Cao et al., 1996; Laurent-Crawford et al., 1993; Heinkelein er al., 1995; Biard
Piechaczyk et al., 2000).

Die erste Hypothese wurde hier nicht untersucht. Bei der Untersuchung der zweiten
Hypothese konzentriert sich diese Arbeit auf die Interaktion des HIV-Glycoproteins
Gp160 mit dem CD4-Rezeptor. Zur detaillierten Aufgliederung der mehrstufigen
Interaktionen des HIV-Glycoproteins mit den zelluldren Rezeptoren beim Zell-Zell
Kontakt wurde in weiteren Versuchen mit Vaccinia-Virus an Stelle von HIV gearbeitet.
Verwendet wurden die beiden Viruskonstrukte ,,vac/env* und ,,vac/pol“. Das Konstrukt
vac/env war rekombinant fiir das Gen des HIV-Envelope-Glycoproteins, vac/pol fiir das
Gen der HIV-Polymerase. Mit diesen Viren lieen sich unter weniger aufwendigen
Bedingungen primire Zellen infizieren. Die infizierten Zellen exprimierten neben
Proteinen des Vaccinia-Virus das HIV-Envelope-Glycoprotein beziehungsweise die
Reverse Transkriptase. Damit stand ein System zur Verfiigung, mit dem selektiv die
Rolle des HIV-Glycoproteins fiir die Lyse der uninfizierten Zellen charakterisiert
werden konnte. Durch die parallele Untersuchung von vac/pol-infizierten Zellen als

Negativ-Kontrollen wurden Vaccinia-Virus vermittelte Effekte ausgeschlossen.

5.2.1. Nachweis der pathophysiologischen Bedeutung des HIV-Envelope-

Glycoproteins mit Hilfe von Chromfreisetzungsversuchen

Zunichst wurde die Frage untersucht, ob die Expression des HIV-Glycoproteins an der

Zelloberfliche von Vaccinia-infizierten PBMC im Zusammenhang mit der Lyse von
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nicht-infizierten T-Helferzellen steht. Dazu wurden CD4+ PBMC mit den

rekombinanten Vaccinia-Viren infiziert und mit radioaktiv markierten uninfizierten
CD4+ Zellen des selben Spenders kokultiviert. In anderen Versuchen wurden an Stelle
der CD4+ Zellen CD8+ Zellen verwendet. Es wurden je 1x10° Envelope-exprimierende
Zellen zusammen mit je 3x10° nicht-infizierten, CD4+ PBMC kokultiviert. Als
Kontrolle dienten Vertiefungen, in denen sich je 1x10° RT-exprimierende Zellen
zusammen mit je 3x10° nicht-infizierten, CD4+ PBMC befanden. Die Lyseraten wurden
nach einer Inkubationszeit von sechs Stunden an Hand der Abgabe radioaktiven
Chromats in den Uberstand berechnet.

Abb.: 5.5. zeigt, dass ca. 25% der uninfizierten CD4+ T-Lymphozyten nach 6h
Kokultur mit Glykoprotein-exprimierenden CD8+ Zellen lysiert wurden. Deutlich
erkennt man auch, dass das Vaccinia-Virus nicht das pathogene Agens war, da die
Anwesenheit von vaccinia-infizierten, RT-exprimierenden Zellen keine Zerstérung der
T-Helferzellen verursachte. Damit ist gezeigt, dass die Anwesenheit des HIV-Envelope-
Glycoproteins auf der Zelloberfliche in Kultur die Lyse von nicht-infizierten T-
Helferzellen auslost.

Vermutlich auf Grund der hoheren Glycoprotein-Expression der vac/env-infizierten
Zellen im Vergleich zu HIV-infizierten Zellen lagen die Lyseraten hoher als bei den unter

5.1. beschriebenen Versuchen.

5.2.2. Die Abhiingigkeit der Gp160-vermittelten Lyse von Apoptose

Um zu analysieren, ob die Zerstorung der T-Helferzellen ein apoptotisches Ereignis ist,
wurde getestet, ob Caspase-Inhibitoren den Zelltod verhindern. Abb.: 5.5. zeigt, dass
zVAD in einer Endkonzentration von 100 uM in der Kokultur von Envelope-
exprimierenden CD8+ PBMC mit nicht-infizierten T-Helferzellen keinen Einfluf} auf die
Lyse der nicht-infizierten Zellen hatte.
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Bl Ni+vac/pol

B Ni+vac/env

Lyse der nicht-infizierten PBMC [%]

ohne zZVAD mit ZVAD

Abb.: 5.5. Nach sechs Stunden Kontakt mit Envelope-exprimierenden CD8+ PBMC
sind ca. 25% der nicht-infizierten T-Helferzellen lysiert (NI + vac/env).
Zellen, die mit vac/pol infiziert waren, 16sten keine Lyse der uninfizierten
Zellen aus (NI + vac/pol). zVAD hat keinen Einfluss auf die Lyserate
(rechtes Balkenpaar).

5.2.3. Die Abhiingigkeit der Gpl60 vermittelten Lyse von der Bildung von
Synzytien

Bei der mikroskopischen Untersﬁchung der Kokulturen waren bereits nach einer Stunde
einzelne Synzytien sichtbar. Wihrend der gesamten Inkubationszeit nahm ihre Grofie
zu. Sie traten unabhédngig von der infizierten Zellart (CD4 vs CD8) auf und konnten,
anders als in den Versuchen mit HIV-infizierten Helferzellen, nicht durch Anwesenheit
von Caspaseinhibitoren beeinflusst werden. Im Vergleich zu den Versuchen mit HIV-
infizierten Zellen waren die Synzytien deutlich groBer und zahlreicher. In den
Vertiefungen, in denen zur Kontrolle vac/pol-infizierte Zellen mit uninfizierten T-

Helferzellen kokultiviert wurden, kam es nicht zur Synzytienbildung.
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52.4. Kontrolle der Ergebnisse mit Hilfe der Quantitativen

Durchflusszytometrie

Bisher wurde der Zellverlust in Chromfreisetzungsversuchen untersucht. Diese Methode
hatte den Nachteil, dass durch die toxische Wirkung des Chromats zum Teil eine
erhebliche Spontanlyse der markierten Zellen zu verzeichnen war, was die Auswertung
der Experimente erschwerte. Zum zweiten ist bekannt, dass in Vertiefungen mit grofien
Zellzahlen das freigewordene Chromat von den nicht-markierten Zellen aufgenommen
wird, was zu falsch niedrigen Lyseraten fithren kann. Die negativen Lyseraten, die in
einigen Graphiken zu sehen sind, riihren von diesem Umstand. Um diese Probleme zu
umgehen und zur Bestitigung der Ergebnisse, wurden einige Koinkubationsversuche mit
der Technik der Quantitativen Durchflusszytometrie ausgewertet. Zur Unterscheidung
von infizierten und uninfizierten autologen Zellen wurden CD8+ T-Lymphozyten mit
rekombinanten Vaccinia-Viren infiziert. Sie wurden mit uninfizierten, autologen CD4+
T-Lymphozyten kokultiviert. Die Zellpopulationen konnten mit einer Antikorper-
firbung gegen CD4 und CD8 durchflusszytometrisch gut voneineander getrennt werden.
Mit dieser Methode war eine direkte Quantifizierung des Zellverlustes moglich.

In Abb.: 5.6. werden die Ergebnisse von zwei parallel durchgefithrten und identisch
aufgebauten Koinkubationsversuchen gezeigt. Fiir beide Versuchsteile wurden jeweils 3 x
10* Vaccinia-infizierte CD8+ T-Zellen des selben Spenders mit je 1 x 10° autologen,
CD4+ Zellen fiir 12 h kokultiviert. Das Ergebnis des in A dargestellten Versuchsteils
wurde an Hand der Chromfreisetzung aus den nicht-infizierten Zellen ermittelt. Der in B
dargestellte Versuchsteil wurde mit der Quantitativen Durchflusszytometrie
ausgewertet. Mit beiden Untersuchungstechniken kann bei Kokultivierung mit
Envelope-exprimierenden Zellen ein erheblicher Zellverlust in der Population der nicht-
infizierten Zellen gemessen werden. Mit der Chromfreisetzungstechnik lieBen sich ca.
60% Lyse nachweisen. Mit der Quantitativen Durchflusszytometrie wurde eine
Zellzahlreduktion von 11178 Zellen auf 1280 Zellen gemessen. Dies entspricht einem
Zellverlust von ca. 90%. In den Kokulturen mit vac/pol-infizierten Zellen kam es in

keinem der beiden Versuchsteile zur Lyse der uninfizierten Zellen.
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Abb.: 5.6. Vergleich von Chromfreisetzungsassay (A) mit Quantitativer Durchfluss-
zytometrie (B): A zeigt Lyse von ca. 60% der nicht-infizierten PBMC
nach 12 Stunden Kokultur mit HIV-Envelope-exprimierenden PBMC (NI
+ vac/env). In der Kokultur mit Polymerase-exprimierenden Zellen findet
keine Lyse statt (NI + vac/pol). In B représentiert der schwarze Balken
die Zahl der uninfizierten Zellen nach 12 h Inkubation in Medium. Es
werden 11178 Zellen gezihlt (NI only). Der dunkelgraue Balken
repriisentiert die Zahl der uninfizierten Zellen nach Kokultur mit vac/pol-
infizierten PBMC. Es werden 11487 Zellen gezéhlt (NI + vac/pol). Der
hellgraue Balken zeigt die Zellzahl nach 12 h Koinkubation mit Envelope-
exprimierenden Zellen. Die Zahl der T-Helferzellen ist dabei um 90% auf
1280 reduziert (NI + vac/env).

Zur Untersuchung der Bedeutung von Apoptose fiir den Zelltod wurden die Zellen im
gleichen Versuchsansatz parallel in Anwesenheit von 75pM zVAD kokultiviert.
Reprisentativ wird hier das Ergebnis der Quantitativen Durchflusszytometrie vorgestellt
(Abb.: 5.7.). Die Hemmung der Apoptose mit zZVAD hatte keine Reduktion der
Zellzerstorung zur Folge. So fanden sich nach Ablauf der Inkubationszeit in den
Vertiefungen mit Envelope-exprimierenden CD8+ Zellen 1280 T-Helferzellen. Bei
Anwesenheit von zVAD lag diese Zahl bei 1817.
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Abb.: 5.7. Nach 12 h Koinkubation von Envelope-exprimierenden CD8+ T-
Lymphozyten mit uninfizierten CD4+ T-Lymphozyten ist ein groBer
Teil der nicht-infizierten Zellen depletiert (NI + vac/env). Der
Caspaseinhibitor zZVAD vermag diesen Zellverlust nicht zu verhindern
(NI + vac/env + zZVAD). Der schwarze Balken zeigt die Zellzahl der
nicht-infizierten Zellen, die nur mit Medium inkubiert wurden.

Die Ergebnissse aus diesen Untersuchungen konnen wie folgt zusammengefasst werden:

& Der Kontakt von CD4+ T-Helferzellen mit T-Lymphozyten, die an ihrer
Oberfliche das HIV-Envelope-Glycoprotein exprimieren, fiihrt zu einer raschen
Zerstorung der CD4+ T-Helferzellen. Dieser Zellverlust ist mit unterschiedlichen
Analyseverfahren erfassbar.

- Die Inhibition von Apoptose beeinflusst die Lyse der nicht-infizierten Zellen
nicht.

© Wihrend der Kokultur treten bereits sehr friith Synzytien auf, deren GréBe im

Verlauf zunimmt.
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5.3. Die Bedeutung der einzelnen Teilschritte der Interaktion des

Envelope-Glycoproteins mit dem CD4-Rezeptor fiir die Lyse von

nicht-infizierten T-Helferzellen.

Die Schwierigkeiten, die bei der Infektion CDA4-positiver Zellen mit Envelope-
exprimierenden Viren auftraten, fiihrten zur Entwicklung eines einfachen Assaysystems,
mit dem die Rolle der Interaktion des Glycoproteins mit dem CD4-Rezeptor fiir die
Lyse der nicht-infizierten T-Helferzellen genauer studiert werden konnte.

Vielfach war der Versuch, vac/env-infizierte Helferzellen zu erzeugen, am volligen
Verlust aller Zellen innerhalb von wenigen Stunden gescheitert. Das Vaccinia-Virus war
dabei nicht per se fiir den raschen Zelltod verantwortlich, da es sehr wohl moglich war,
vac/pol-infizierte Helferzellen tiber léngere Zeit vital in Kultur zu halten. Vielmehr
schien der rasche Zelltod mit der Expression des HIV-Envelope-Glycoproteins in
Zusammenhang zu stehen: Wenige Stunden nach der Infektion der Zellen mit vac/env
war der fiir die HIV-Infektion einer Zellkultur typische zytopathische Effekt mit
Synzytienbildung zu sehen. Wurden dagegen CD8+ Zellen mit vac/env infiziert, sah man
keine Synzytien und kaum tote Zellen trotz hoher Infektionsraten. Das gleichzeitige
Vorhandensein von Envelope-exprimierenden Zellen und CD4+ Zellen in der
Kulturflasche fiihrte offensichtlich zum schnellen Tod der gesamten Kultur. Somit eignet
sich die Untersuchung einer vac/env-Infektion von CD4+ Zellen hervorragend zum
Studium der Zell-Zell-Interaktionen, die wihrend des Kontakts von Helferzellen mit
HIV-infizierten Zellen ablaufen.

Unter der Annahme, dass beim Kontakt von Gp160-exprimierenden Zellen mit CD4+
Zellen die gleichen Interaktionen stattfinden wie beim Andocken des HI-Viruspartikels
an die Helferzelle, wurde der Einfluss von Antikorpern und Peptiden, die das Virusentry
hemmen, auf die im vac/env-Infektionsverlauf beobachtete Zytolyse untersucht. Beim
Virusentry handelt es sich um einen in mehreren Schritten ablaufenden Prozess, der zu
verschiedenen Zeitpunkten unterbrochen werden kann. Es kommt dabei in einem ersten
Schritt zur Bindung von Gpl20 an das CD4-Molekiil und einen oder mehrere
Corezeptoren. In einem zweiten Schritt findet eine Konformationsdnderung des Gp41
statt, die zu einer Insertion des Molekiils in die Zellmembran und letztlich zur Fusion
der Virusmembran mit der Zellmembran fiihrt (Kilby et al., 1998; Wild et al., 1994). Der
erste Schritt kann unter anderem durch SIM.2 einen gegen CD4 gerichteten,

monoklonalen Antikorper gehemmt werden. Der zweite Schritt kann durch T20 und
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2F5, ein Peptid und ein Antikorper, beide gegen Gp41 gerichtet, gehemmt werden. Es

galt zu kldren, ob die Anwesenheit dieser Stoffe auch einen Einfluss auf die beobachtete
Zytolyse hat. Weiter sollte auf diese Weise gekldrt werden, welcher Teilschritt der
Interaktion letztlich die Zytolyse bewirkt. Dazu wurden die vac/env-Infektionen in
Anwesenheit von SIM.2 und T20 duchgefiihrt und mit dem Infektionsverlauf ohne
Zusatzstoffe verglichen.

Die Analyse des Infektionsverlaufs erfolgte mit zwei Methoden (Details siehe
Methoden). In einer Variante dieses Systems wurden zuvor radioaktiv markierte T-
Helferzellen mit rekombinanten Vaccinia-Viren infiziert. Die Lyse der Zellen wurde nach
mehrstiindiger Inkubationszeit iiber die Messung der Radioaktivitit im Uberstand
ermittelt.

In der zweiten Variante wurden ebenfalls T-Helferzellen mit rekombinanten Vaccinia-
Viren infiziert. Der Verlust an Zellen nach Ablauf der vac/env-Infektion wurde
durchflusszytometrisch quantifiziert. In beiden Versuchsanordnungen bestanden die
Kontrollen aus Zellen, die mit vac/pol infiziert sowie aus Zellen, die nicht infiziert
wurden.

Abbildung 5.8. zeigt die Ergebnisse eines Experiments, das von Carsten Scheller, einem
Mitglied der Arbeitsgruppe, zur Vorbereitung einer Verdffentlichung (Stocker, Scheller
and Jassoy, 2000) nach gemeinsamer Planung durchgefiihrt wurde. In diesem Fall wurde
die Lyse der T-Helferzellen nach Infektionsverlauf mit dem Chromfreisetzungs-
verfahren quantifiziert. Bei Anwesenheit von SIM.2 und T20 iiberleben fast alle Zellen
die Vacciniainfektion mit Envelope-exprimierenden Viren, wihrend in den Ansétzen
ohne Zusatzstoffe (w/0) ein Teil der Zellen lysiert wird.
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Abb.: 5.8. Lyse 12 h nach Infektion von CD4+ PBMC mit Envelope- (dunkle
Balken) und Polymerase-exprimierenden (helle Balken) Vaccinia-Viren.
Der als w/o bezeichnete dunkle Balken reprisentiert die Lyse von
Helferzellen 12 h nach Infektion mit Envelope-exprimierenden Vaccinia
Viren ohne Zusatzstoffe. SIM.2 (+SIM.2) und T20 (+T20) blockieren
diese Lyse. 12 h nach Infektion mit Polymerase-exprimierenden Viren
kommt es zu keiner nennenswerten Lyse (helle Balken).

Dieses Ergebnis wurde mit Versuchen bestitigt, die mit dem Verfahren der Quantitativen
Durchflusszytometrie ausgewertet wurden. In Tabelle 1 sind die Ergebnisse aus drei
unabltingigen Experimenten dargestellt: Die Zellzahl wurde jeweils zehn Stunden nach
Infektion von aktivierten CD4+ PBMC verschiedener Spender mit rekombinanten

Vaccinia-Viren gemessen.

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3

ohne Infektion 100 100 100
vac/pol 92 88 fehlit
vac/env 56 52 42
vac/env + SIM.2 98 100 94

Tabelle 1:  Zellzahlen [%] 10 h nach Infektion von CD4+ PBMC mit rekombinanten
Vaccinia-Viren.
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In diesen Versuchen bestiitigt sich, dass die Infektion mit vac/env zu einer dramatischen

Lyse der Zellen fiihrt, wohingegen die Infektion mit vac/pol eine weitaus geringere Lyse
hervorruft. In Anwesenheit von SIM.2 ist die Lyse der Zellen wihrend der vac/env-
Infektion vollsténdig blockiert.

In Abb.: 5.9. ist die Kinetik dieser Lyse dargestellt. Nach null, acht, neun und 10
Stunden wurde die Zellzahl in den einzelnen Vertiefungen durchflusszytometrisch
bestimmt. Zusitzlich ist der durchflusszytometrisch gemessene Anteil an Glycoprotein-
exprimierenden Zellen dargestellt. Er lag, unabhingig von der Anwesenheit von SIM.2,
nach 10 Stunden bei ca. 30%. Das bedeutet, dass- sich bei Anwesenheit von SIM.2
insgesamt mehr Vaccinia-infizierte Zellen in den einzelnen Vertiefungen befanden. Damit
wurde nachgewiesen, dass SIM.2 die Lyse der Zellen blockiert, ohne dabei die Infektion

der Zellen zu hemmen. (T20 wurde in diesem Versuch nicht eingesetzt.)
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Abb 5.9.: Verlauf der vac/env-Infektion einer CD4+ Zellkultur. Bestimmt wurden
die Zellzahl sowie die Anzahl der Glycoprotein exprimierenden Zellen 8,
9 und 10-h nach Infektion. Die primire Grofenachse zeigt die Zellzahl an,
die sekundire GroBenachse den prozentualen Anteil an infizierten Zellen.
Ohne den gegen CD4 gerichteten Antikorper SIM.2 kommt es zu einem
Abfall der T-Helferzellen (schwarze Vierecke). SIM.2 verhindert den
Zellverlust vollstindig (schwarze Kreise), ohne Einfluss auf den Anteil an
infizierten Zellen zu nehmen (helle Kreise und Dreiecke).

Ein Ergebnis aus einem Koinkubationsversuch mit Envelope-exprimierenden Zellen und
CD4+ PBMC in Anwesenheit des gegen Gp41 gerichteten Antikorper 2F5 soll hier als

Ergidnzung vorgestellt werden. Der Versuchsaufbau war analog zu den unter 5.2.1.
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beschriebenen Experimenten. An Stelle der priméren Zellen wurden B-Lymphoblasten

fir die Vaccinia-Virusinfektion verwendet. Die Inkubationszeit betrug 6 h. Das
Experiment zeigte eine unvollstindige Hemmung der Lyse der CD4+ PBMC durch 2F5

in einer Konzentration von 100 pg/ml.

Lyse der nicht-infizierten PBMC [%]

NI +vac/pol NI +vac/env NI+ vacl/env + 2F5

Abb.: 5.10. Der Antikorper 2F5 inhibiert die Lyse der uninfizierten Zellen.

Die Ergebnisse der dargestellten Versuche konnen wie folgt zusammengefasst werden:
< Die Expression des HIV-Envelope-Proteins in einer CD4+ Zellpopulation
verursacht die Lyse eines Teils der Zellen der Kultur.
© Die Lyse ist mit dem Antikérper SIM.2 durch Inhibition der Interaktion des
CD4-Rezeptors mit Gp120 blockierbar.
© Die Lyse ist mit dem Peptid T20 und dem Antikdrper 2F5 durch Storung der
Funktion des Gp41 blockierbar.
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6. Diskussion

Der groBe Teil aller unbehandelten, HIV-infizierten Patienten verliert vom Zeitpunkt der
Infektion bis zum Tod kontinuierlich T-Helferzellen. Trotz einer Flut von Arbeiten zu
diesem Thema ist der Pathomechanismus dieses Zellverlustes im Menschen immer noch
unklar. Auf Grund der ausgeprigten Zytotoxizitit einer HIV-Infektion von priméaren
oder transformierten CD4+ Zellen in vitro wird allgemein davon ausgegangen, dass der
T-Helferzellverlust in vivo ein virusvermittelter Effekt ist. Der zytopathische Effekt,
der nach HIV-Infektion einer Zellkultur auftritt, wurde in extenso analysiert, um so den
genauen Mechanismus der Zellzerstorung in vivo aufzukldren. Die meisten Daten zu
dem Phinomen stammen aus Studien an lymphoblastischen Zelllinien, die entweder
HIV-infiziert oder mit dem Envelope-Gen von HIV transfiziert waren. (Cao et al., 1996;
Koga et al., 1990; Leonard ef al., 1988; Lifson et al., 1986; Sodroski et al., 1986;
Somasundaran and Robinson, 1987). Aus den Ergebnissen einiger Studien wurde
abgeleitet, dass die Infektion der Einzelzelle mit HIV ein zytopathisches Ereignis
darstellt, welches ihren Tod verursacht (Cao et al., 1996; Leonard et al., 1988
Somasundaran and Robinson, 1987). Andere Autoren beobachteten, dass die Infektion
einer Zellkultur mit HIV dazu fiihrt, dass infizierte Zellen mit benachbarten Zellen
fusionieren, ein Prozess, aus dem instabile Fusionsprodukte, sogenannte Synzytien,
hervorgehen (Lifson et al., 1986; Sodroski et al., 1986). Eine besondere Rolle bei der
Synzytienbildung und dem Zelltod kommt dabei dem Envelope-Glycoprotein Gp160
zu. Die korrekte Prozessierung, Expression und die Fusogenitit dieses Molekiils
entscheidet iiber das AusmalB des Zelltodes in vitro (Cao et al., 1996).

Frithere Ergebnisse unserer Arbeitsgruppe (Heinkelein et al., 1997; Heinkelein ef al.,
1995; Ohnimus et al., 1997) sowie anderer Untersucher (Laurent Crawford et al., 1991;
Nardelli et al., 1995; Yoffe et al., 1987) zeigten, dass HIV-Envelope-exprimierende
Zellen in Kontakt mit uninfizierten, CD4+ Zellen den Tod beider Zellpopulationen
verursachen. Obwohl die meisten Arbeiten die These stiitzten, dass auch uninfizierte
Zellen in Kultur mit HIV-infizierten Zellen lysiert werden, galt die Relevanz des Effekts
als fraglich, weil dazu bisher nur wenige Studien an priméren Zellen durchgefiihrt worden
waren (Nardelli ez al., 1995).

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zellverlust in vitro bei ausschlieBlicher

Kokultivierung von primédren Zellen untersucht. Der Schwerpunkt lag dabei auf dem
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Nachweis des Zelltodes von nicht-infizierten, primdren T-Helferzellen in Kontakt mit

HIV-infizierten, primdren Zellen nach kurzer Koinkubationszeit, sowie der
Untersuchung der Rolle des HIV-Envelope-Glycoproteins fiir den Zelltod. Aufierdem
wurde untersucht, inwieweit Apoptose oder Nekrose fiir den Zelltod verantwortlich ist.
Der Nachweis von Lyse der nicht-infizierten Zellen erfolgte nach Koinkubation von
HIV-infizierten oder Envelope-Glycoprotein-exprimierenden Zellen mit nicht-infizierten
Zellen mit Hilfe von Chromfreisetzungsversuchen und der Quantitativen
Durchflusszytometrie. Die Kokulturen wurden regelmiBig mikroskopisch auf das
Auftreten von Synzytien untersucht. Die Pathogenese des Zellverlustes, insbesondere
die Rolle der Interaktion des HIV-Envelope-Glycoproteins mit dem Helferzellrezeptor
wurde mit einer neu entwickelten Versuchsanordnung untersucht. Dazu wurden primére
T-Helferzellen mit Vaccinia-Viren, die das HIV-Envelope-Glycoprotein exprimieren, in
Anwesenheit und Abwesenheit von Antikdérpern und Peptiden infiziert, die die
Interaktion des HIV-Envelope-Glycoproteins mit dem Helferzellrezeptor in
verschiedenen Phasen blockieren. Untersucht wurde dabei die Fahigkeit dieser
Substanzen, die Gp160-CD4 vermittelte Synzytienbildung und die Lyse der Zellen zu
verhindern. Die Quantifizierung der Lyse erfolgte ebenso wie bei den
Koinkubationsversuchen tiber die Freisetzung von radioaktivem Chrorﬁat aus den zuvor

markierten Zellen.

In dieser Arbeit konnte der Zellverlust der nicht-infizierten Helferzellen in Kontakt mit
HIV-infizierten, autologen T-Helferzellen mit Hilfe von Chromfreisetzungsversuchen
nachgewiesen werden. Bereits nach Koinkubationszeiten von sechs bis sieben Stunden
waren bis zu 17% der uninfizierten Zellpopulation depletiert. Die Kiirze der
Koinkubationszeit ist ein bedeutsames Merkmal dieser Arbeit, weil dadurch
ausgeschlossen werden konnte, dass eine sekundére Infektion der zuvor HIV-negativen
Zellen die Lyse verursacht. Die Arbeitsgruppe von Nardelli, die ebenfalls ausschliefllich
primédre Zellen einsetzte, registrierte nach 20 Stunden in einem vergleichbaren
Versuchsansatz iiber 35% Zellverlust unter den nicht-infizierten Zellen (Nardelli et al.,
1995). Wegen der langen Inkubationszeit war hier die Ursache der Lyse fraglich
geblieben. Auch in den von mir durchgfiihrten Experimenten stieg die Lyserate mit der
Zeit weiter an und erreichte dhnliche Werte.

Die Hohe der prozentualen Lyse der Zellen war in meiner Arbeit unter anderem vom

Verhéltnis von infizierten zu nicht-infizierten Zellen abhingig. In Versuchen, welche

_71-



Diskussion
durch deutliches Uberwiegen der uninfizierten Zellen der Situation in vivo niher kamen,

wurden nur geringe prozentuale Lyseraten gemessen. Die Ergebnisse dieser Versuche
lassen aber auch vermuten, dass die absolute Anzahl der lysierten, uninfizierten Zellen
mit der Anzahl der anwesenden, HIV-infizierten Zellen korreliert. Befinden sich (wie
dies auch im Lymphknoten der Fall ist) in einer groien Population von nicht-infizierten
Zellen nur wenige Envelope-Glycoprotein-exprimierenden Zellen, so wird auch nur ein
kleiner Prozentsatz der nicht-infizierten Zellen lysiert. Vor dem Hintergrund einer
eingeschriinkten Regenerationsfihigkeit des Knochenmarks und dem langjéhrigen Verlauf
der Erkrankung ist dennoch vorstellbar, dass ein kontinuierlicher, mit der Anzahl der
vorhandenen HIV-infizierten Zellen korrelierender Verlust von nicht-infizierten

Helferzellen fiir das Zusammenbrechen des Immunsystems mit verantwortlich ist.

Mehrere Arbeitsgruppen gingen der Frage nach, welche Schritte fiir die Einleitung der
Zelllyse im Rahmen der Interaktion von HIV-infizierten oder HIV-Glycoprotein-
exprimierenden Zellen mit CD4+ T-Lymphozyten verantwortlich sind. Die Interaktion
von Gpl20 mit CD4 wurde als wichtige Voraussetzung fiir den Zelltod in vitro
identifiziert (Cao et al., 1996; Lifson et al., 1986; Sato ef al., 1992). Ebenso die
Interaktion von Gp120 und CXCR4 (Biard Piechaczyk et al., 2000). Neutralisierende
Antikorper gegen Gp120 wurden von Terai erfolgreich eingesetzt, um die Lyse der HIV-
infizierten Zellkultur zu unterdriicken (Terai et al., 1991). In einer Arbeit von Nardelli
wurde gezeigt, dass 15sliches Gp120 die kontaktvermittelte Lyse der Zellen blockiert
(Nardelli ef al., 1995). Der Zusatz von 16slichem CD4 (Heinkelein ef ai ., 1995) und die
Zugabe eines Antikorpers, der gegen den CD4-Rezeptor gerichtet ist (Corbeil and
Richman, 1995), verhinderten die Lyse beider Zellpopulationen. CD8+ Zellen wurden in
Kontakt mit Glycoprotein exprimierenden Zellen nicht lysiert (Heinkelein et al., 1997).
Durch Inkubation mit AMD3100, einer Substanz, die den CXCR4-Rezeptor der
Helferzelle inhibiert, konnte ebenfalls der Zelltod in Kultur blockiert werden (Blanco et
al., 2000). Der in dieser Arbeit verwendete gegen CD4 gerichtete Antikorper SIM.2, der
gegen Gp4l gerichtete Antikérper 2F5 und das Peptid T20 verhinderten in den
durchgefiihrten Versuchen die Lyse der uninfizierten Zellen nahezu vollstéindig. Die hier
erzielten Ergebnisse sind somit vereinbar mit den Ergebnissen der anderen auf diesem
Gebiet titigen Arbeitsgruppen und unterstreichen die besondere Bedeutung des
Glycoproteins und dessen zelluldrer Rezeptoren fiir die Pathogenese des Zellverlustes in

vitro.
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Aus dem soeben Dargelegten folgt eine wichtige Frage: Fiihrt die beschriebene

Interaktion zur Lyse der beteiligten Einzelzellen, ohne dass es zur Verschmelzung der
Zytoplasmata kommt (Heinkelein ef al., 1995; Laurent Crawford ef al., 1993; Sato et al.,
1992; Somasundaran and Robinson, 1987), oder stellt sie das initiale Ereignis einer
Synzytienbildung dar, als deren Folge die Zellen schlieBlich lysieren (Lifson et al., 1986;
Ohnimus et al., 1997; Sodroski et al., 1986)?

Die Bedeutung der Synzytienbildung wurde frith erkannt (Sodroski et al., 1986; Yoffe et
al., 1987), aber spiter fiir unwichtig erklért (Gallo and Montagnier, 1988; Martin, 1993),
insbesondere, weil in zwei Studien der Anteil der Synzytienbildung am Zelltod fiir
unwesentlich erachtet wurde (Kiernan et al., 1990; Leonard et al., 1988). Eine
Verdffentlichung, die dieser Einschitzung klar widerspricht, ist eine Arbeit von
Sylwester, die nahelegt, dass der Zelltod in vitro hauptséchlich an eine Fusion der Zellen
gebunden ist (Sylwester et al., 1997). Mit Hilfe einer computergestiitzten Videoanalyse
einer Zellkultur, in die einzelne Synzytien aus einer HIV-infizierten Zellkultur ausgeséht
wurden, analysierte er sowohl die Haufigkeit als auch das Volumen von neu
entstehenden Synzytien sowie die Anzahl der im Gesamtsynzytienvolumen enthaltenen
Kerne. Er erkannte, dass trotz der kleinen Zahl an Riesenzellen die iiberwiegende
Mehrheit des vorhandenen Zellvolumens in den Synzytien aufging. Auch die in meiner
Arbeit durchgefithrten Experimente lassen vermuten, dass Lyse und Fusion miteinander
gekoppelte Ereignisse sind. Alle Koinkubations- und Infektionsverlaufsversuche wurden
in regelmiBigen Intervallen mikroskopisch auf das Vorhandensein von Synzytien
untersucht. In keinem der Experimente wurde Lyse ohne Synzytienbildung oder
Synzytienbildung ohne Lyse beobachtet. Hemmstoffe der Synzytienbildung waren
gleichzeitig auch Hemmstoffe der Lyse.

Einige Arbeitsgruppen sehen die Lyse der Zellen in vitro als die Folge von Apoptose an.
Die Beteiligung des Fas-Rezeptors (CD95) bei der Einleitung dieser Form der Apoptose
wurde weitgehend ausgeschlossen (Noraz et al, 1997; Ohnimus et al., 1997).
Stattdessen wurde postuliert, dass durch eine Aktivierung von CD4 (Corbeil et al., 1996)
oder CXCR4 (Biard Piechaczyk et al., 2000; Blanco et al., 2000; Blanco et al., 1999) in
Kontakt mit dem Glycoprotein von HIV Apoptose ausgelost werde. Die
Synzytienbildung wird zwar in den genannten Arbeiten beschrieben, aber als sekundérer
Effekt interpretiert, welcher nicht fiir den Zelltod verantwortlich sei.

Zwei Argumente gegen diese Auffassung, die sich aus der vorliegenden Arbeit ergeben,
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werden im Folgenden diskutiert:

1.) die Fusion eines Viruspartikels mit der Zellmembran l4uft nach dem gleichen
Mechanismus ab wie die Fusion einer Glycoprotein exprimierenden Zelle mit einer
uninfizierten Zelle. Apoptose wird aber nur im Falle der Fusion zweier Zellen
beobachtet.

2.) Einige Substanzen blockieren die Apoptose, indem sie die Fusion der Zellen

verhindern, ohne aber die Bindung von Gp120 an die zellulidren Rezeptoren zu stéren.

Zu 1.) Die Fusion von HIV-positiven Zellen mit uninfizierten Zellen kann mit den
gleichen Molekiilen verhindert werden wie der Viruseintritt und muss damit dem
gleichen Prinzip folgen. Aber, anders als nach Verschmelzung eines Viruspartikels mit
einer Zelle, tritt nach Verschmelzung zweier oder mehrerer Zellen die Lyse des
Fusionsproduktes ein.

Die These, dass die Bindung von Gp120 entweder an CD4 oder an CXCR4 Apoptose
induziert, erscheint vor diesem Hintergrund als unwahrscheinlich, da diese Bindung auch
wihrend des Viruseintritts in die Zelle stattfindet. Eine frisch infizierte Zelle lysiert aber
nicht bereits nach kurzer Zeit. Vielmehr hat eine produktiv infizierte Zelle nach den
Berechnungen von Perelson eine Lebensspanne von 2,2 Tagen (Perelson et al., 1996).
Wiirde im Rahmen des Viruseintritts in die Zelle durch Kontakt der Rezeptoren mit dem
Glycoprotein die Signalkaskade des programmierten Zelltodes aktiviert, wire die
Lebenserwartung der Zelle wesentlich kiirzer, da bei Apoptose der Zeitraum vom
AnstoBen der Selbstzerstorung bis zur Lyse gewdhnlich zwischen sechs und 10 Stunden
umfaBt. Protektive Mechanismen von HIV kénnten theoretisch zwar den Ablauf des
Selbstmordprogrammes stoppen und die Zelle so vor einer Lyse schiitzen. Solche
Mechanismen existieren wahrscheinlich sogar. Sie erfordern aber die Neusynthese viraler
Proteine, wie Vpr, welche durch Induktion antiapoptotischer Proteine (Ayyavoo et al.,
1997; Conti et al., 1998) den programmierten Zelltod verhindern sollen. Es ist
unwahrscheinlich, dass dies ausreichend schnell geschehen kénnte, um einen eventuell
bereits ablaufenden Prozess zum Stillstand zu bringen. Selbst wenn die de novo
Synthese von antiapoptostischen Proteinen friihzeitig anlaufen wiirde, fehlt eine
Erklarung dafiir, dass Zellen, die nach Infektion nicht aktiv Viren und deren Produkte

synthetisieren sondern latent infiziert bleiben, nicht apoptotisch werden. Es gibt keine
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Hinweise dafiir, dass das Virion Proteine in die Zelle einschleust, die dies

bewerkstelligen kénnten.

Zu 2.) Wihrend der Infektion einer Zelle mit einem Virion kommt es zunéchst zu einer
Bindung von Gpl20 an den CD4-Rezeptor und einen oder mehrere Corezeptoren.
Anschlieflend erméglicht eine Konformationsdnderung von Gp4l die Anndherung der
Virusmembran an die Zellmembran und letztlich die Fusion beider Membranen (Chan
and Kim, 1998). Der Mechanismus der Zellfusion folgt dem gleichen Prinzip. In der
vorliegenden Arbeit wurde der Einfluss eines Antikérpers und eines Peptids, von denen
bekannt ist, dass sie die Neuinfektion von T-Helferzellen verhindern, auf den
kontaktvermittelten Zelltod untersucht. Der Antikorper 2F5 erkennt ein Epitop in
Gp41 und stért dessen Konformationsédnderung (Neurath et al., 1995; Purtscher et al.,
1994; Salzwedel et al., 1999). Gleiches gilt fiir das Peptid T20 (Wild et al., 1994). In den
Versuchen zum Infektionsverlauf nach Infektion einer Zellkultur mit Envelope-
exprimierenden Vaccinia-Viren inhibierte T20 die Zelllyse. Ebenso kam es bei den
Koinkubationsversuchen in Anwesenheit von 2F5 zu einer starken Reduktion der Lyse
der nicht-infizierten Zellen. Die Interaktion zwischen dem Envelope-Glycoprotein und
den zellulidren Rezeptoren war in diesen Versuchen durch die Anwesenheit von T20 oder
2F5 nicht beeintréichtigt. Deshalb scheint es unwahrscheinlich, dass die Aktivierung von
CD4 oder CXCR4 durch Gpl20 einen Pfad fiir die Apoptoseinduktion darstellt.
Vielmehr verhindern die Substanzen die Verschmelzung der Zellmembranen und damit
die Ausbildung von Synzytien.

Die in vielen Arbeiten beschriebene Apoptose muss also auf andere Weise ausgelost
worden sein. Neue Erkenntnisse zur Apoptose in synzytienbildenden Systemen
stammen aus der Arbeit von Carsten Scheller und Christian Jassoy (Scheller and Jassoy,
2001). Sie zeigten, dass Apoptose nur dann messbar wird, wenn in einer Zellkultur, in
der es zur Ausbildung von Synzytien kommt, zuvor ein gewisser Anteil an
apoptotischen Zellen vorhanden ist. Durch eine Verschmelzung einer apoptotischen
Zelle mit anderen vitalen Zellen breitet sich das apoptotische Signal im gemeinsamen
Zytoplasma aus und endet in der Fragmentierung der DNA aller verschmolzenen Zellen.
Die Bildung von Synzytien wirkt dabei als Verstirker bereits vorhandener Apoptose.
Nicht detektierbare Hintergrundapoptose wird messbar, weil die an der Apoptose

beteiligten, aktivierten Enzyme Apoptose in allen Zellen ausldsen, die im Synzytium
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aufgegangen sind.

Laurent Crawford beschreibt in einer Arbeit einen Antikdrper gegen Gp4l, der die
Synzytienbildung komplett unterdriickte, nicht aber die Apoptose der Zellen
verhinderte (Laurent Crawford ef al., 1993). Dieser Antikorper stand fiir meine
Untersuchungen nicht zur Verfligung und fand bisher in keiner weiteren Arbeit
Erwihnung.

Caspaseinhibitoren verzégerten in den Koinkubationversuchen der vorliegenden Arbeit
mit HIV-infizierten Zellen die Chromfreisetzung, konnten sie aber nicht verhindern. Dies
ldsst die Interpretation zu, dass Apoptose in den Synzytien zu einer Beschleunigung der
unausweichlichen Lyse fiihrt. Bei Versuchen mit Envelope-exprimierenden B-
Lymphoblasten inhibierten zZVAD und YVAD die Lyse der Zellen. Die beobachtete
Menge und GroBe von Synzytien war bedeutender als in Abwesenheit von
Caspaseinhibitoren (Ohnimus et al., 1997). Eine Erkldrung kénnte die hohere Stabilitéit
der Fusionsprodukte bei Beteiligung immortalisierter Zellen sein. Die fehlende
Hemmwirkung der Inhibitoren im hier untersuchten Vaccinia-System riihrt
moglicherweise vom Gegenteil, n#mlich einer ausgeprdgten Instabilitit der
Fusionsprodukte aus primidren Zellen. Im Gegensatz zum HIV-System, wo die
Caspaseinhibitoren eine die Lyse verzogernde Wirkung zeigen, ist die Vaccinia-Kultur
auf Grund einer sehr hohen Fusionsfreudigkeit der Zellen stirkeren Belastungen
ausgesetzt.

Die Relevanz der Erkenntnisse aus den beschriebenen Experimenten fiir die in vivo-
Situation muss weiter abgeklért werden. Nur bei wenigen histologischen Untersuchungen
von lymphatischem Material HIV-infizierter Patienten wurden Synzytien nachgewiesen.
Eine Ausnahme bildet Gewebe im Gehirn von Patienten mit HIV-Enzephalopathie. Hier
sind multinukledre Riesenzellen regelhaft vorhanden. Sie stellen Fusionsprodukte aus
Mikrogliazellen und Makrophagen dar (Navia ef al., 1986; Geleziunas, et al., 1992).
Frankel fand auch Synzytien mit Oberflichenmarkern von Dendritischen Zellen im
lymphatischen Gewebe des Rachenringes (Frankel et al., 1996) und Burke in
Lymphknoten von HIV-Patienten, die an einer Heroin-Intoxikation verstorben waren
(Burke et al., 1994). Eine experimentelle Arbeit zeigt, dass die Implantation von
Envelope-exprimierenden Zellen in lymphatisches Gewebe in Kultur zur Bildung kleiner
Synzytien fiihrt, die nur drei bis fiinf Zellen enthalten (Margolis et al., 1995). Synzytien
dieser Grofie konnten in den iiblichen mikroskopischen Untersuchungsverfahren an

Biopsiematerial {ibersehen werden, ebenso sind fixations- oder andere verfahrensbedingte
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Artefakte denkbar. Es wire z.B. denkbar, dass Synzytien in vivo sehr instabil sind und

auf Grund der stindigen bewegungsbedingten mechanischen Belastung im lebenden
Organismus schnell lysieren. Dafiir spricht, dass die Synzytien in Versuchen mit HIV-
infizierten priméren Zellen im Mikroskop deutlich kleiner und seltener sind als bei
Verwendung infizierter lymphoblastischer Zelllinien.

Das in dieser Arbeit verwendete Virus ist ein sogenanntes Synzytien-induzierendes
Virus (SI-Virus). Es benutzt neben dem CD4-Rezeptor CXCR4 als Corezeptor. Im
Patienten dominiert dagegen wihrend des gesamten Krankheitsverlaufs zumeist ein
CCR5-Rezeptor benutzendes, nicht Synzytien-induzierendes Virus (NSI-Virus). Auch
diese Viren sind in der Lage, Synzytien zu induzieren, sie konnen dies aber nur in Zellen,
die den CCRS5-Rezeptor exprimieren. Bei etwa 50% der Patienten wird im
Krankheitsstadium AIDS das NSI-Virus von einem SI-Virus abgeldst. Diese Viren
zeichnen sich dadurch aus, dass sie neben dem CXCR4-Rezeptor auch andere
Corezeptoren benutzen konnen und damit um ein vielfaches fusionsfreudiger sind
(Bjorndal et al., 1997). Nach diesem Wechsel beobachtet man klinisch einen schnelleren
Krankheitsverlauf. Ebenso weif8 man, dass Patienten, die einen Defekt des CCRS5-
Rezeptorgens aufweisen und sich mit einem CXCR4-Rezeptor benutzenden HI-Virus
infiziert haben, einen steileren T-Helferzellabfall aufweisen als Patienten, die mit einem
NSI-Virus infiziert sind (Sheppard et al., 2002). Dies ist ein indirekter Hinweis darauf,
dass die Fusogenitit des dominierenden HI-Virus die Geschwindigkeit der Zerstorung
des Immunsystems beeinflusst. Eine Studie an SHIV-infizierten Affen untersuchte den
Zusammenhang zwischen dem Krankheitsverlauf und der durch das Gp120/Gp4l
vermittelten Fahigkeit, mit der T-Helferzellmembran zu fusionieren (Etemad-Moghadam
et al., 2002). Dafir wurden Affen mit SHI-Viren infiziert, die unterschiedliche
Mutationen im Bereich des gp120 aufwiesen, wodurch die Viren unterschiedlich gute
Fusionsfihigkeiten besaBen. Bei gleicher Virusreplikation verlief die Helferzelldepletion
in der Gruppe der Affen mit den fusogeneren Viren deutlich schneller als bei der

Vergleichsgruppe.
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7. Zusammenfassung

Zusammengefasst kénnen folgende Aussagen auf Grund meiner Arbeit gemacht werden:
Nicht-HIV-infizierte T-Helferzellen werden in vitro in Kontakt mit HIV-infizierten T-
Helferzellen nach kurzer Inkubationszeit lysiert, ohne dass es dabei zu einer Infektion
der Zellen kommen muss (Abschnitt 5.1.). Dies wurde mit verschiedenen
Untersuchungsmethoden nachgewiesen. Die Lyse nimmt mit der Dauer des Kontakts
von nicht-infizierten Zellen mit infizierten Zellen zu und setzt kurz nach Beginn der
Koinkubation ein. Die Zahl der lysierten Zellen scheint von der absoluten Zahl von
infizierten Zellen in der Kultur abzuhéngen. Die Voraussetzung fiir das Eintreten der
Lyse ist die erfolgreiche Interaktion des HIV-Envelope-Glycoproteins Gpl60 auf
infizierten Zellen mit dem CD4-Molekiil auf nicht-infizierten Zellen (Abschnitte 5.2.1.;
5.2.2.;5.2.3.). Die Untersuchung der einzelnen Teilschritte dieser Interaktion bestitigt
frithere Ergebnisse unserer und anderer Arbeitsgruppen, die besagen, dass die Lyse von
der erfolgreichen Bindung des Gp120 an den CD4-Rezeptor (Abschnitt 5.3.) sowie von
der Funktionsfahigkeit des Gp41 abhingig ist (Abschnitt 5.3.). Die Bindung von Gp120
an das CD4-Molekiil geniigt allerdings nicht, die Lyse der nicht-infizierten Zellen zu
induzieren, da eine Blockade von spidten Ereignissen der Fusion ebenfalls die Lyse
verhindert, ohne dass es dabei zu einer Beeinflussung der Interaktion von Gp120 und
CD4 kommt (Abschnitt 5.3.). Die Beobachtung, dass in allen Versuchsansétzen mit
messbarer Lyse mikroskopisch Synzytien zu sehen waren, bekriftigen die Hypothese,
dass zumindest ein Teil der Zellen nicht als Einzelzellen, sondern als Fusionsprodukt
zugrunde geht (Abschnitte 5.1.5.; 5.2.3.).

Die Lyse von nicht-infizierten T-Helferzellen in Kontakt mit HIV-infizierten T-
Helferzellen kann durch die Inhibition von Apoptose zum Teil verhindert werden
(Abschnitt 5.1.4.). Bei den Versuchen, bei denen anstatt der HIV-infizierten Zellen
Vaccinia-infizierte, Envelope-exprimierende Zellen verwendet wurden, hatte die
Inhibition von Apoptose keinen Einfluss auf die Lyserate der nicht-infizierten Zellen
(Abschnitt 5.2.2.). Dies ldsst den Schluss zu, dass Apoptose unter Umsténden fiir den
Zelltod in vitro mit verantwortlich ist, dass er aber keine notwendige Voraussetzung fiir

die Lyse der nicht-infizierten T-Helferzellen ist.
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Intrazelluldre Spiegelbestimmungen von NRTI-Triphosphaten mit Hilfe
von HPLC und Tandem-Massenspektrometrie

Sonstige Praktika und Titigkeiten:

1985-2002:
1992:
1993-2000:
1993-1998:
09.1999:

Fremdsprachen:

aktives Mitglied der Bayerischen Bergwacht

KKH Freyung: Praktikum, Anésthesiologische Abteilung
regelmiBige Titigkeit als Rettungsassistent, BRK Wiirzburg
regelmiBiges Mega Code Training mit ACLS

Prehospital Trauma Life Support Training

Latein, Englisch, Portugiesisch, Franzosisch

Interessen: Photographie, Bergsteigen, Skifahren, Musik





