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1. Einleitung

1.1 Die physiologische Bedeutung der Apoptose

Apoptose, auch als programmierter Zelltod bezeichnet (PCD, engl.: programmed cell
death), bedeutet das gezielt gesteuerte Absterben von Zellen. Dieser Prozess
gewihrleistet die Homdostase in Geweben, Zellverbinden und Zellgruppen, von der
Embryonalentwicklung bis ins Alter: Durch diesen Vorgang wird sichergestellt, dass
sich ontogenetische Relikte, die in verschiedenen Embryonalstadien noch sehr
ausgeprigt sind, wie etwa Schwimmhiute zwischen den Hinden und Fiiflen,
zuriickbilden. Des Weiteren sorgt der PCD bei der Reifung des Immunsystems fiir den
Untergang von autoimmunaggressiven Lymphozyten und am Ende einer
Immunreaktion fiir die Destruktion aktivierter Zellen. Auch am Zellumsatz von sich
regenerierenden Zellen, wie sie in der Epidermis, dem Endometrium, oder dem
Darmepithel vorkommen, ist die Apoptose maBgeblich beteiligt [1].

Allerdings kann eine Fehlregulation des PCD auch zu Erkrankungen fiihren: Eine
iiberschiefende Apoptose ist zum Beispiel bei Krankheitsbildern wie Morbus
Alzheimer oder Morbus Parkinson zu beobachten. Andererseits treten bei einer
verminderten ~ Apoptoseaktivitdit ~ gehduft  tumordse  Erkrankungen  oder

Autoimmunerkrankungen auf [1].

1.1.1 Die morphologischen Veridnderungen in Folge von Apoptose

Apoptose kann jedoch nicht mit einer akzidentiellen Nekrose gleichgesetzt werden.
Nekrose zieht als wesentliches Merkmal eine inflammatorische Reaktion nach sich, mit
darauf folgender Einwanderung von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen.
Eventuell wird sogar ein Ersatzgewebe ausgebildet, das die Funktion des Zellverbandes
nicht mehr erfiillen kann.

So wurde der Begriff der Apoptose von Kerr et al. 1972 [2] als Muster morphologischer
Verdnderungen in Verbindung mit dem normalem PCD wund verschiedenen

pathologischen Prozessen in vivo postuliert.



Der Vorgang ist gekennzeichnet durch Zellschrumpfung, Verlust des Zell-
Zellkontaktes, Chromatinkondensation und Spaltung der DNA in charakteristische 180
Basenpaare (bp, engl.: base pairs) (GroBe eines Nukleosoms). Dabei bleibt die
Membranintegritdt erhalten, es kommt nicht zu einer Entziindungsreaktion.

Die Beseitigung der so zugrunde gegangenen Zellen durch Makrophagen wird
vermutlich durch Anderungen an der Zelloberfliche ausgelst. Eine davon ist der Flip-
Flop von Phosphatidylserin von der inneren Schicht der Plasmamembran auf die duf3ere
[3].

Im Gegensatz dazu ist die Nekrose gekennzeichnet durch Zellschwellung, Ruptur der
Zellmembran und Austritt cytoplasmatischer Komponenten. Sie wird von einer
Entziindungsreaktion begleitet und benachbartes Gewebe wird geschadigt.

Die Signalwege beider Vorginge scheinen aber nicht so strikt voneinander getrennt zu
sein wie bisher angenommen, da die Apoptose oft von einer sekundiren Nekrose
begleitet wird [4]. Zudem werden sowohl Apoptose als auch Nekrose von denselben
biochemischen Parametern, wie etwa der Konzentration an intrazellulirem ATP,
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS; engl.: reactive oxygen species) oder Ca*" ausgeldst
(rev in [5]). Bei der Untersuchung der Signalkaskaden konnte man feststellen, dass die
Aufteilung in Caspase-abhingige Wege bei der Apoptose und Caspase-unabhingige
Wege bei der Nekrose nicht aufrechterhalten werden kann [6]. Es existieren ndmlich
ebenso Caspase-unabhingige Signalwege bei der Apoptose [7].

Eine neue Klassifizierung der Apoptose teilt den PCD nach den morphologischen
Kennzeichen der Chromatinkondensation in drei Kategorien ein: die klassische
Apoptose (engl.: classical apoptosis), der Apoptose-dhnliche PCD (engl.: apoptosis-like
PCD), und der Nekrose-dhnliche PCD (engl.: necrosis-like PCD) [6]. Abbildung 1 zeigt
die Charakteristika der Untergruppen. Auf die Details der unterschiedlichen
Signalkaskaden wird im weiteren Verlauf noch genauer eingegangen werden.

Die klassische Apoptose ist gekennzeichnet durch eine Chromatinkondensation vom
Typ 2, das heifit, die DNA liegt in 180 bp Segmenten vor, was der GroBe eines
Nukleosoms entspricht. Von einer Typ 1 Kondensation dagegen spricht man bei einer
weniger kompakten Aufteilung, bei der das Chromatin in 50 bp Segmenten kondensiert

ist, wie man es bei dem apoptosedhnliche PCD beobachten kann [8].



Keine Chromatinkondensation oder nur eine geringgradige Verklumpung des

Chromatins ist bezeichnend fiir den Nekrose-dhnlichen PCD [9, 10]. Dadurch ist er

morphologisch nicht von der reinen Nekrose zu unterscheiden, stellt aber im Gegensatz

zu dieser einen aktiven Zellprozess dar, der von Proteaseinhibitoren, Bcl-2 (eine Familie

von anti- und proapoptotischen Proteinen), und anderen Modulatoren beeinflusst und

eventuell sogar unterbrochen werden kann [11] [12] (Tab. 1.1). AuBBerdem kénnen auch

beim Nekrose-dhnlichen PCD sdmtliche Apoptosezeichen wie Zellschrumpfung,

Phosphatidylserin-Flip-Flop, Aktivierung von Caspasen, usw. in Erscheinung treten [6].
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Wihrend die Nekrose relativ unspezifisch nach einer Schéidigung der Zelle erfolgt,

muss die Apoptose durch bestimmte Ausloser initiiert werden. Der PCD wird von



verschiedenen Stimuli veranlasst. Beispielsweise werden bestimmte Rezeptoren (engl.:
death receptors; Todesrezeptoren) auf der Zelloberfliche stimuliert. Auch DNA-
schiadigende Noxen wie UV-Strahlung, radioaktive Strahlung, Oxidantien und
chemische Toxine kdnnen Apoptose auslosen. Alle diese Initiatoren aktivieren entweder
direkt oder indirekt eine Kaskade von proteolytischen Caspasen, die schlieBlich die
Chromatinkondensation und alle anderen Apoptosereaktionen einleiten. In letzter Zeit
wird jedoch auch ein Caspase-unabhingiger Signalweg in Betracht gezogen [7].
Wiéhrend Noxen die Apoptose relativ unspezifisch einleiten, werden die
Todesrezeptoren, von denen der bedeutendste CD95 (syn: Apo 1 (apoptosis 1), Fas
(fibroblast activated)) ist, von spezifischen Proteinen, den CD95-Liganden (CD95L;
syn: Fas-Ligand) aktiviert.

Der CD95-Rezeptor gehort zur Superfamilie der TNF-Rezeptoren, die als
transmembrane Glykoproteine vom Typ 1 (N-Terminus extrazelluldr) in die
Plasmamembran eingebettet sind. Die Ligandenbindungsstelle liegt an einer
extrazelluldren, cysteinreichen Domine, die Signalweitergabe erfolgt {iiber die
cytoplasmatische Domine. Es fiigen sich jeweils drei durch intracysteine
Disulfidbriicken stabilisierte Rezeptoren zu einem Komplex zusammen, die durch
wiederum drei CD95- Liganden aktiviert werden [14]. CD95L liegt entweder
membrangebunden oder als zirkulierendes Homotrimer vor. Nach der Clusterbildung
des CD95L mit dem Rezeptor kommt es zur Assoziation der Todesdoméne (DD; engl.:
death domain) des Rezeptors auf der cytoplasmatischen Seite [15]. Nun kann ein
Adaptermolekiil (FADD, syn: Mort 1) mit seiner Todesdoméne an die cytosolische
Seite des Rezeptors binden. Durch diese Interaktion wird die Todes-Effektor-Doméne
(DED; engl.: death effector domain) des FADD aktiviert und bindet an die DED der
Caspase 8 (syn: FLICE 1, MACH 1) [15]. Die durch diesen Todeskomplex (DISC;
engl.: death inducing complex) aktivierte Caspase 8 spaltet und aktiviert andere
Caspasen, die iiber viele unterschiedliche Wege schlieBlich zum Untergang der Zelle

fithren [16]. Abbildung 1.3 stellt einen schematischen Uberblick der Reaktionswege dar.
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Abb.1.1.2: Schema der CD95/CD95L Reaktionskaskade (mod. nach [17])

Doch nicht nur dieser Reaktionsweg bestimmt den Ablauf der Apoptose, auch viele
andere Zellorganellen, sowie verschiedene Inhibitoren und Aktivatoren (s. Tab. 1.1)

sind am Zelluntergang beteiligt, wie im Nachfolgenden dargestellt werden soll.

1.1.3 Die Rolle der Mitochondrien

Eine zentrale Bedeutung bei dem PCD spielt die Storung der Permeabilitit der dulleren
Mitochondrienmembran ~ (MOMP;  engl.:  mitochondrial outer = membrane
permeabilization). Das mitochondriale Membranpotential steht iiberwiegend unter der
Kontrolle von Proteinen der Bcl-2 Superfamilie, welche die Mitochondrien pro-
apoptotisch (z.B. Bax, Bak) oder anti-apoptotisch (bcl-2, bcl-xL) beeinflussen (s. Tab.

1.1) [18]. Die Signalwege, die durch die Aktivierung dieser Proteine ausgeldst werden,



sind sehr verschieden und konnen sowohl Caspase-abhédngig, als auch -unabhingig
verlaufen:

Bei der klassischen Apoptose kommt es in Folge der Aktivierung der Caspase 8 zur
Storung des transmembranen Potentials der duleren Membran (MOMP), woraufhin
Cytochrom ¢ (ein Enzym der mitochondrialen Respiration) aus dem interzelluldren
Spalt freigesetzt wird [19]. Zusammen mit anderen Faktoren, wie Apaf-1 (apoptotischer
Protease-aktivierender Faktor 1; engl.: apoptotic protease-activating factor 1), ATP, und
Caspase 9 bildet Cytochrom ¢ einen Komplex, der ebenfalls die Capsasen-Kaskade in
Gang setzt und somit zum Zelltod fiihrt. Auch dieser Vorgang kann durch Inhibitoren
der Apoptose (IAP; engl.: inhibitor of apoptosis) und ihre Gegenspieler (Proteine wie
Smac und Omi) reguliert werden.

Der Apoptose-dhnliche PCD wird ebenfalls durch MOMP ausgeldst: Ein Apoptose-
induzierender Faktor (AIP; engl.: apoptosis inducing factor)) wird hierbei aus den
Mitochondrien freigesetzt und induziert im Nukleus die Caspase-unabhingige
Formation von 50 bp Fragmenten (Typ 1 Chromatinkondensation) [8]. Endonuklease G,
Omi und andere Faktoren sind ebenso dazu in der Lage, die DNA-Fragmentation
einzuleiten [20].

PCD vom nekrotischen Typ dagegen wird iiber einen Tumornekrosefakor (TNF; engl.:
tumor necrosis factor) eingeleitet. TNF wird dabei von reaktiven Sauerstoffspezies
induziert. Dieser Vorgang kann durch Antioxidantien und Serinprotease-Inhibitoren
verhindert werden [21].

Meist ist nicht nur einer dieser Signalwege aktiviert, sondern sie laufen nebeneinander
ab und induzieren sich gegenseitig. Welcher Vorgang schlie8lich iiberwiegt liegt auch

an der Schnelle des jeweiligen Weges.

Inhibitoren der Apoptose

FAP 1 Labiler Inhibitor des Fas Rezeptors

Decoy Verhindert die Induktion des Todessignals durch Bindung des Liganden
FLIP Hemmt die Aktivation der Caspasen 8 und 10

Y/ZV AD-fmk Hemmt die Caspase 1 und 3




DEVD-fmk Hemmt die Caspase 3

VEID-fmk Hemmt die Caspase 6

CrmA Blockiert Granzyme B, Caspase 1,3 u.a.

p35 Hemmt Caspase 1 und 3

XIAP Hemmt die von Cytochrom c eingeleitete Kerndestruktion und Caspasen 1,3
Bcl-2 Anti- apoptotische Proteine der Bcl-2 Superfamilie
Bcel-xL

Bel-w

Mcl-1

A1/Bfl-1

Boo/Diva

Nr-13

Aktivatoren der Apoptose

Apaf1-3 Aktiviert die Caspase 3

Bax Pro- Apoptotische Proteine der Bcl-2 Superfamilie

Bak

Bok/Mtd

Bid BH3- only: Bcl-2 Superfamilie

Bad Inhibieren die anti- apoptotischen Proteine der Bcl-2 Familie oder aktivieren
Bik/Nbk die pro- apoptotischen durch Bindung mit ihnen

Blk

Noxa/Puma u.v.a.

Tabelle 1.1.1 Ubersicht iiber pro- und antiapoptotische Transmitter

1.1.4 Reaktive Sauerstoffspezies

ROS entstehen zum Beispiel im Rahmen der biologischen Zellatmung, als
Nebenprodukt der  Elektronentransportkette in den  Mitochondrien, aus
Superoxidradikalanionen (O, + e¢— 0,"). Diese werden anschlieBend durch die
Superoxiddismutase zu Wasserstoffperoxid reduziert (O,” + ¢ + H,O0 — H,0,).

Wasserstoffperoxid wird durch die Katalase und die Glutathion-Peroxidase zu 2 H,O




und O, bzw. Glutathion-Disulfid (GSSG) entgiftet. Falls jedoch die zelluldren Vorrite
erschopft sind, oder Wasserstoffperoxid im Uberschuss gebildet wird, wie dies bei
oxidativem Stress durch chemische und physikalische Noxen, aber auch bei Apoptose-
Stimuli beobachtet wird, versagen diese Entgiftungsmechanismen. Aus H,O; wird nun
unter Oxidation von zweiwertigem Eisen das reaktivste Radikal, das Hydroxylradikal
(OH") gebildet (FENTON-Reaktion). Durch sein hohes Reduktionspotential ist das
Hydroxylradikal in der Lage, mit vielen Molekiilen der Zelle sehr schnell zu reagieren.
So konnen sowohl OH', als auch andere ROS Enzyme und Proteine inaktivieren, zur
Lipidperoxidation fithren, und hierdurch zur Apoptoseinduktion und -exekution mit
beitragen. Doch nicht nur {iber die direkte Oxidation ist eine Schidigung moglich: auch
durch eine Erhéhung der intrazelluliren Kalziumkonzentration ist eine pro-apoptotische

Wirkung gegeben (s.u.).

1.1.5 Die Funktion der Lysosomen

Als weiteres Zellorganell kontrollieren die Lysosomen mit ihren Enzymen (z.B. den
Cathepsinen) den PCD. Noch bevor die ersten morphologischen Veridnderungen der
apoptotischen Zelle sichtbar werden, ist schon eine hohe cytoplasmatische
Konzentration von Cathepsinen messbar [22]. Diese Enzyme, besonders Cathepsin B
und L, sind in allen Formen des PCD vorzufinden. Sie werden von vielfdltigen
Mechanismen, wie TNF-Rezeptoren, Oxidantien oder Caspasen aktiviert, agieren in
Caspase-abhingigen und -unabhingigen Signalwegen, sind Caspasen vor- oder aber
auch nachgeschaltet. Thre Funktion und ihre Substrate sind also in jeder Hinsicht den
Aufgaben der Caspasen dhnlich.

Da Cathepsine normalerweise als ziemlich unspezifische Digestivenzyme bekannt sind,
die auf Stressreize unkontrollierten Zellschaden zufiigen, stellt sich die Frage, wie sie
solch spezifische Aufgaben erfiillen konnen. Es zeigt sich jedoch, dass die relativ
unspezifische Exopeptidase im neutralen pH des Cytosols weitgehend inaktiviert wird,
wiahrend die spezifische Endopeptidase nur teilweise ihre Aktivitdt verliert [23]. Die
Einzelheiten der lysosomalen Funktionen im Rahmen der Apoptose sind aber noch im

Unklaren.



1.1.6 Das Endoplasmatische Retikulum und Calcium

Das endoplasmatische Retikulum verfiigt iiber zwei Mechanismen, um die Apoptose
einzuleiten. Sowohl eine Akkumulation von denaturierten Proteinen, als auch eine
Erhohung der cytosolischen Calciumkonzentration initilert MOMP und zieht so die
unterschiedlichen Formen des PCD nach sich [18].

Calcium kann aber auch selbst den Apoptosesignalweg einleiten: Bei einem Anstieg der
cytoplasmatischen Calciumkonzentration werden Calpaine, Cysteinproteasen, ATPasen,
Proeteasen, Phospholipasen und Endonukleasen in ihre aktive Form {iberfiihrt, und
konnen nun die Zelle auf vielfiltige Art und Weise zu schiddigen z.B. durch

Inaktivierung von Proteinen oder Fragmentation von DNA [24].

1.1.7 Apoptose in T-Lymphozyten

Apoptose erfiillt als kontrollierendes Element eine wichtige Rolle fiir die Entwicklung
von T-Lymphozyten. Nach einer Immunantwort auf ein Antigen sorgt sie fiir die
Elimination von aktivierten T-Zellen, um Autoimmunitit zu verhindern und das Zell-
Gleichgewicht aufrechtzuerhalten [25].

Dabei konnen zwei unterschiedliche Modelle beobachtet werden: der durch Aktivierung
induzierte Zelltod (AICD; engl.: activation-induced cell death) und der von aktivierten
T-Zellen selbststandig herbeigefiihrte Tod (ACAD; engl.: activated t-cell autonomous
death).

AICD wird hauptsichlich durch die Expression von CD95 und CD95L ausgelost [26]
[27]. ACAD dagegen scheint unabhidngig von CD95 abzulaufen [21]. Diese Art von
Zelltod wird durch die oben schon besprochenen Caspase-unabhidngigen Signalwege,
durch das pro-apoptotische BH3-Mitglied Bim und eine Zunahme von reaktiven
Sauerstoffspezies bewirkt [28]. Obwohl sédmtliche Anzeichen der Apoptose, wie
Phosphatidylserin-Flipflop, Verlust des mitochondrialen Membranpotentials und DNA-
Fragmentation beobachtet wurden, berichteten manche Gruppen von einer sekundéren

Nekrose bei dieser Variante des Zelltods [21].



1.1.8 Antioxidantien und Apoptose

In vielen Studien wurde nachgewiesen, dass Antioxidantien wie Thiole die Apoptose
abschwichen und sogar hemmen kénnen [29] [30].

Dabei wurde anfangs grofSes Augenmerk auf reaktive Sauerstoffspezies als direkte
Gegenspieler der Antioxidantien gelegt. So wurde angenommen, dass bei
Apoptoseformen, die in der Exekutionsphase eine verstirkte Bildung von reaktiven
Sauerstoffspezies, oder eine Zerstorung bzw. Erschopfung der zelluldren
Glutathionreserven auslosen, Antioxidantien diese physiologischen Depots wieder
auffiillen, bzw. direkt helfen, die reaktiven Sauerstoffspezies zu neutralisieren [31].
Allerdings wurde schnell klar, dass noch andere Mechanismen beteiligt sein miissen:
auch bei Apoptoseformen, die primir auf den CD95-Signalweg angewiesen sind, und
bei welchen die Exekutionsphase unabhéngig von reaktiven Sauerstoffspezies ist, sind
Antioxidantien potente Apoptoseinhibitoren [29]. Als Erkldrung wird angenommen,
dass reaktive Sauerstoffspezies nicht nur in der Exekutionsphase der Apoptose (wie
etwa bei der Nekrose-dhnlichen Apoptose) eine Rolle spielen: auch die Regulation der
Expression von CD95L ist ein Redox-kontrollierter Vorgang. Verschiedene
Forschungsarbeiten zeigen, dass Antioxidantien die Expression von CD95L verringern.
Die Hemmung der CD95L-Expression geht mit einer verringerten DNA-
Bindungsaktivitit des Transkriptionsfaktors NFkB einher [29], der unter dem Einfluss
von reaktiven Sauerstoffspezies gebildet wird (Ubersichtsartikel [32]). Die Inhibition
von NFkB durch IkB hemmt ebenfalls die CD95L-Expression [29]. Daraus wird
geschlussfolgert, dass Antioxidantien der von reaktiven Sauerstoffspezies induzierten
Produktion von Transkriptionsfaktoren wie NFkB und AP-1 entgegenwirken konnen
und somit die Expression von CD95SL gestort wird. Als Indiz dafiir wird die
Identifizierung einer NFkB-Bindungsstelle innerhalb des CD95L Promoters angesehen
[33]. Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass Antioxidantien als Gegenspieler
von reaktiven Sauerstoffspezies sowohl in der Initiation, als auch der Exekution der
Apoptose eine bedeutende Rolle spielen, abhdngig von dem jeweils vorherrschenden

Apoptosetyp.
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1.2 HIV und AIDS — ein Riickblick auf die Anfinge der Forschung und die

Entwicklung der Epidemiologie

Seit Arzte in New York und Kalifornien 1981 erstmals das gehiufte Auftreten von
seltenen Erkrankungen wie Kaposi Sarkom, Pneumocystis carinii Infektionen oder
persistierende Lymphadenopathien in einer Gruppe junger homosexueller Ménner
beobachteten [34], hat das Krankheitsbild, das spiter unter dem Namen AIDS (aquired
immunodeficiency syndrome) traurige Beriihmtheit erlangte, den gesamten Erdball
erobert. Das Syndrom geht einher mit einem immunologischen Defizit, das durch eine
Verminderung der zirkulierenden CD4+ T-Zellen erklart werden kann.

Nachdem zuerst unterschiedlichste Vermutungen iiber die mdglichen Ursachen
angestellt wurden, wurde bald klar, dass die neue Krankheit durch Mikroorganismen,
die iiber Blut und andere Korperfliissigkeiten {ibertragen werden, hervorgerufen wird.
Viele Forscher verdichtigten eine neue Spezies von Retroviren: die damals gerade erst
entdeckten Retroviren HTLV I und II waren bekannt fiir eine Infektion der CD4+
Zellen, die nachfolgend Immunschwéche verursacht [35]. Tatséchlich gelang es 1983
franzosischen Forschern um Luc Motagnier das Virus zu isolieren [36]. Im darauf
folgenden Jahr wurde die Zugehorigkeit des Virus zur Familie der Retroviren durch
Klonierung und Sequenzierung des Genoms bestétigt. Es gehort zur Gruppe der
Lentiviren und erhielt den Namen HIV (engl.: human immunodeficiency virus;
humanes Immunschwéche Virus) [37]. Nach anfianglichem Optimismus, bald eine
Impfung gegen den neuen Erreger zu entwickeln, zeigten sich bald die Grenzen des
Wissensstandes der Forschung: die Mechanismen von Infektion und Persistenz des
Virus waren, und sind zum Teil bis heute, unverstanden.

Die Versuche, eine Vaccine gegen das Virus zu finden, scheiterten an vielen
verschiedenen Tatsachen. Das Virus lésst sich nicht nur in die Spezies HIV-1 und HIV-
2 einteilen, es existieren zudem viele verschiedene Mutanten, auch Quasispezies
genannt, die durchaus auch in ein- und demselben Individuum nebeneinander auftreten
konnen. Diese entstehen durch Ungenauigkeiten bei der Replikation des Virus.
Zusétzlich sorgt die Anwendung von antiviralen Medikamenten, von denen als erstes
Zidovudin 1987 lizensiert wurde, fiir einen groBeren Selektionsdruck und ein erhohtes

Auftreten von Mutanten.
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Verschiedene alternative Interventionsmoglichkeiten ergaben sich erst durch
Erweiterung des Wissens im Bereich der Immunologie: So wurden die
,Eintrittspforten* (die Membranrezeptoren CD4, CXCR4, CCRS) des Virus auf den
CD4+ T-Zellen identifiziert [38]. Weitere Erkenntnisse iiber Fusionsproteine, Reverse
Transkriptase und Proteinasen fiihrten schlieBlich zur Entwicklung neuerer
Medikamente [39]. Fiir effektivere Medikamente wird der Pathomechanismus des Virus
noch genauer verstanden werden miissen.

Trotz intensiver Bemiihungen, die Verbreitung des Virus zu verhindern, infizierten sich
bis zum Jahr 2003 iiber 60 Millionen Menschen weltweit, von denen etwa bereits ein
Drittel an den Folgen der Erkrankung verstarben [40]. Epidemieherde entwickelten sich
vor allem in den Landern der Dritten Welt, wo tiber 95% aller Infizierten leben [41].
Ansteigende Infektionszahlen sind in letzter Zeit in Osteuropa und Asien zu beobachten
[42]. Der Anteil der erkrankten Frauen nimmt dabei immer mehr zu. Erfreulicherweise
verzeichnen die Bemiihungen von Hilfsorganisationen, durch soziale Beratung und
Unterricht in kleinen Gruppen die Sensibilitdt fiir die Erkrankungsursachen zu erhdhen,
Erfolge [43].

Die klinischen Kennzeichen der Erkrankung, der Aufbau des Virus, der
Pathomechanismus von HIV und Modglichkeiten zur Entwicklung wirksamerer

Medikamente soll im nachfolgenden ndher erklért werden.

1.2.1 Das klinische Bild der HIV-Infektion

Bereits wenige Wochen nach der Ansteckung kommt es bei bis zur Haélfte aller
Infizierten zu dem akuten Krankheitsbild der generalisierten, persistierenden
Lymphadenopathie. Symptome sind Lymphknotenschwellung, Pharingitis, Exantheme,
und Fieber. Begleitet wird dieses Stadium von einer hohen Virdmie, einer schnellen
Virusreplikation und einem deutlichen Abfall der T-Helferzellen. Darauf folgt meist
eine Zeit der klinischen Latenz, die bis zu 10 Jahre betragen kann: das Immunsystem
kampft gegen das sich schnell replizierende Virus an, wobei etwa 10° Virionen tiglich
produziert werden und etwa 2 x 10° CD4+ T-Zellen pro Tag ersetzt werden [44]. Im

symptomatischen Stadium schlieflich tritt eine zunehmende Schwiéchung des
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Immunsystems auf, begleitet von opportunistischen Infektionen (mit z.B VZV,
humanen Papillomaviren, CMV, Candida species, Parasiten). Dieses Stadium ist
begleitet von einer hohen Virus-RNA-Last im Plasma. Das Vollbild AIDS tritt ab CD4+
Zellzahlen von unter 200/ul auf. Kennzeichnend sind, um nur einige Symptome zu
nennen, HIV-Enzephalopathie, Kaposisyndrom, Pneumocystis-carinii Pneumonien und
Kachexie, an welchen der Grofiteil der Patienten innerhalb von 2 Jahren verstirbt.

Urséchlich fiir alle Symptome ist dabei der stete Abfall der CD4+ T-Zellen.

1.2.2 Klassifikation, Morphologie und Replikationszyklus des HI- Virus

Unter dem Elektronenmikroskop erscheint das HI-Virus als kleines, kugeliges Gebilde
mit einem Durchmesser von 0,1 pm. Sein zweistrdngiges RNA-Genom wird umgeben
von einer Hiille, der Matrix und dem Kapsid.

Im Gegensatz zur dufleren Hiille, die aus der Zellmembran der Wirtszelle besteht, wird
das in ihr verankerte Glykoprotein gp41 (41 kDa) und das nichtkovalent daran
gebundene gpl120 (120 kDa) von Virus-RNA kodiert. Das darunterliegende
Matrixprotein pl7 dient der Aufrechterhaltung von Struktur und Integritit des Virus.
Umschlossen wird die virale RNA zusétzlich noch von einem Kapsid, welches aus dem
monomeren Protein p24 besteht. Auch die viralen Enzyme Reverse Transkriptase,
Integrase und Proteinase befinden sich innerhalb des Kapsids. Abb. 1.2.1 zeigt eine
schematische Darstellung der Virusstruktur.

Das HIV Genom setzt sich aus neun Genen zusammen, die von LTRs (engl.: long
terminal repeats; lange terminale Wiederholungen) umgeben sind, welche wichtig fiir
die Integration der Virus cDNA sind und Bindungsstellen fiir genregulierende Proteine
besitzen. Die Gene Gag und Env kodieren dabei fiir Strukturproteine (fiir die Hiill-,
Kapsid-, und Matrixproteine), Pol fiir enzymatische Proteine (Reverse Transkriptase,
Integrase, Proteinase), Tat und Rev sind Regulationsproteine. Die Gruppe der
akzessorischen Proteine Vif, Nef, Vpu und Vpr spielt eine Rolle in der virale
Replikation [45].

HIV gehort als Lentivirus (von lat. lentus, langsam) in die Gruppe der Retroviren. Diese

Art Viren enthalten das Enzym Reverse Transkriptase, das sie befdhigt, die zwei Kopien
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ihres RNA-Genoms in DNA umzuschreiben. Diese wird dann mit Hilfe der
viruseigenen Integrase ins Chromosom der Wirtszelle integriert. Die von ihr
stammenden RNA-Transkripte sorgen als mRNA fiir die Synthese viraler Proteine, oder
bilden das RNA-Genom fiir neue Virionen.

Wenn die Zelle aktiviert wird, beginnt die Transkription des Provirus in geringem
Male. Es werden vor allem die frithen Gene Tat und Rev translatiert, welche fiir die
Erhohung der Transkriptionsrate (Tat), und des Transports (un-) gespleilter viraler
RNA aus dem Zellkern ins Cytoplasma (Rev), sorgen. Die Struktur- und
Regulationsenzyme werden spater translatiert.

Da Gag und Pol mRNAs zu langen Polypeptidketten translatiert werden, miissen sie
von einer zelluldren Protease in die funktionellen Proteine aufgespalten werden. Erst
durch diese Protease wird das gp160 in die funktionellen gp120 und gp41 gespalten, die
in Form von Trimeren in die Virushiille eingebaut werden. Nachdem die Viruspartikel
in der Zelle zusammengesetzt worden sind, verlassen sie die Zelle durch Abschniirung
vom Cytoplasma (engl.: budding), wobei die Lipiddoppelschicht der Zellmembran

einen wichtigen Bestandteil fiir die Virushiille bildet.

Reverse
Transkriptase
YO

s _

Genom

Abb. 1.2.1: Schematische Darstellung des HI- Virus
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1.2.3 Pathogenese der HIV-Infektion

1.2.3.1 Die Transmission und akute Infektion

Das Virus wird durch Koérperfliissigkeiten infizierter Personen, wie Blut, Sperma oder
Vaginalsekret iibertragen.

Nachdem das Virus in Kontakt mit der Korperoberfliche gekommen ist, gelangt es
entweder iiber (Mikro-) Lisionen des Endothels (bzw. der Epidermis), oder iiber
Transcytose durch das intakte Epithel in das darunterliegende Gewebe [46]. Dort
infiziert es CD4-positive Zellen (CD4+ T-Zellen, Makrophagen, dendritische Zellen).
Der CDA4-Tropismus des Virus wird durch die Hiillproteine gp120 und gp41 bestimmt:
HIV bindet tiber gpl20 an den CD4-Rezeptor der Zielzelle. Dies bewirkt eine
Konformationsverdnderung von gpl120, wodurch es nun zusétzlich mit seiner
hypervariablen V3 Region an einen spezifischen Chemokinrezeptor (entweder CXCR4
oder CCRSY), der als Corezeptor fungiert, binden kann [47] [48]. Durch diese Interaktion
wird gp4l fiir die folgende Interaktion mit der Zellmembran der Zielzelle frei
zuganglich, was die Verschmelzung der Virushiille mit der Zellmembran der Wirtszelle
bewirkt.

Durch die unterschiedliche Nutzung der Rezeptoren CCRS und CXCR4 kdénnen zwei
Quasispezies unterschieden werden, die RS und die X4 Variante [49]. Ubertragen
werden vor allem die RS Stimme, da R5-HIV von Epithelzellen selektiv eingefangen
wird; spéter treten die X4 Stdmme in den Vordergrund [50]. Die grofle Bedeutung
dieser Corezeptoren zeigt sich in der Beobachtung, dass Individuen, die homozygot eine
Deletion von 32 Basenpaaren in CCRS aufweisen (A32-CCR Polymorphismus), immun
gegeniiber einer Infektion mit HIV-1 sind [51]. Auch die natiirlichen Liganden der
Chemokinrezeptoren, MIP-1a, MIP-1p und RANTES konnen die Bindung des Virus an
die Zielzelle verhindern [52].

Makrophagen und dendritische Zellen (DCs; engl.: dentritic cells) stellen ebenfalls
Primérziele fiir HIV dar: dentritische Zellen konnen mithilfe ihres C-Typ
Lektinrezeptors DC-SIGN Virionen einfangen, und sie entweder an CD4+ T-Zellen
weitergeben, oder selbst infiziert werden. Nach dem Eindringen des Virus in die
Wirtszelle erfolgt die reverse Transkription, Integration und Expression der viralen

RNA. Diese Vorgidnge wurden bereits in 1.2.2 beschrieben.
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1.2.3.2 Die Bedeutung der Infektion von unterschiedlichen Zellarten

Wie bereits angedeutet infiziert HIV neben CD4+ T-Zellen auch Makrophagen und
dendritische Zellen. Dabei hat sich vor allem die Persistenz von HIV in ruhenden Zellen
zu einem groflen Problem in der Therapie entwickelt [53].

In aktivierten T-Zellen erfolgt die Virusreplikation schnell: Die LTRs des Virusgenoms
besitzen Bindungsstellen fiir zelluldre Faktoren, welche die Transkription von HIV
hochregulieren. Das virale Protein Tat erzielt durch Bindung des zelluldren Faktors
Cyclin-T1 eine weitere Erhohung der Transkriptionsrate [54].

Im Gegensatz dazu scheinen ruhende T-Zellen kein Virus zu exprimieren, auch wenn in
ihnen das Virus persistiert [55]. Nach einer Aktivierung konnen sie die Virusproduktion
wieder aufnehmen, was bei AIDS Patienten nach einer Behandlung mit einer
hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART; engl.: highly active antiretroviral
therapy, s. 1.2.5) zu einem Wiederaufflammen der Virdmie fithrt. Ruhende Zellen im Gy
Stadium sind jedoch infektionsrefraktir [56]; die Infektion muss also in einem frithen
Stadium des Zellzyklus erfolgen, erst danach tritt sie in die Ruhephase ein. Es wurden
mehrere Faktoren identifiziert, welche die Infektion von Zellen in diesem frithen
Zellzyklus begilinstigen: So wird postuliert, dass HIV-1 Nef dem Virus den Eintritt in
ruhende Zellen erleichtert [57], oder dass infizierte Makrophagen Nef-abhingig
Cytokine exprimieren [58].

Makrophagen, die bevorzugt tiber den CCRS Corezeptor infiziert werden, spielen eine
grof3e Rolle als ruhendes Virusreservoir, das die Virdmie unter antiretroviraler Therapie
unterhdlt. Aulerdem wird vermutet, dass Makrophagen die Etablierung der Infektion,
die Weitergabe des Virus an CD4+ T-Zellen und die Sensibilisierung ruhender Zellen
durch Cytokine (s.0.) begiinstigen [58].

Dendritische Zellen werden entweder direkt infiziert oder fangen Virionen (iiber DC-
SIGN) ein, die sie dann an CD4+ T-Zellen weitergeben. Zudem wirken sie iiber
verschiedene Signale verstirkend auf die Replikationsrate infizierter Zellen.

Die langlebigen dentritischen Zellen und ruhenden T-Zellen stellen also ein
bedeutendes Problem in der Therapie der HIV-Infektion dar, da sie die Virdmie
aufrechterhalten, und nach Unterbrechung der Therapie fiir ein Wiederaufflammen der

Infektion verantwortlich sind.
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1.2.3.3 Forderung und Hemmung der Virusreplikation durch zellulire Faktoren

Um dem Variantenreichtum und der hohen Replikationsrate bei gleichzeitigem
Versagen der immunologischen Abwehrfunktionen entgegenzutreten, muss auch das
Wissen auf molekularer Basis erweitert werden. Zahlreiche zelluldre Faktoren, die
durch Interaktion mit den Genprodukten des Virus die Replikationsrate hemmen oder

fordern, sind bis heute identifiziert worden. Einen Uberblick iiber die wichtigsten

Vertreter zeigt Tabelle 1.2.2.

Faktoren, welche die Replikation fordern

CXCR4/ CCRS Ermdglicht Bindung des HI- Virus an die Zielzelle;

NFAT (nuclear factor of activated T- cells) Cofaktor fiir die Reverse Transkriptase;
hilft die optimale DNA Integrationsstelle fiir die virale cDNA zu finden;

Cyclin-T1 Wird von Tat rekrutiert, da es die Effektivitdt der Replikation erhéht.

CRM-1(nukleéres

wird von Rev benétigt, um die virale RNA vom Nukleus zur

Transportprotein) Transkriptionsstelle zu bringen;

CyclophylinA Erhoht durch Assoziation mit Gag die Infektidsitit; wird in Virione mit
(Proteinfaltung) aufgenommen;

HP-68 Bindet an Gag; Bestandteil des viralen Core;

TSg-101 Interagiert mit Gag: fordert das ,,budding®, die Abschniirung fertiger Virionen

vom Cytoplasma;

Faktoren, welche die Replikation hemmen

CEM-1 Blockiert die Virusreplikaion auf noch ungeklirte Weise; wird durch Vif
inhibiert;
REF-1 Hemmt die Infektion nach Viruseintritt in manchen Affenzelllinien;

Tab. 1.2.1: zelluldre Faktoren, die Einfluss auf die Replikationsrate nehmen

1.2.3.4 Ursachen des CD4+ T-Zell-Verlustes

Der Verlust der CD4+ T-Zellen wird durch verschiedene Mechanismen erklart.
Wirtszellen konnen direkt durch die Virusinfektion geschidigt werden, nicht infizierte
Zellen gehen durch indirekte Auswirkungen des Virus zugrunde: vor allem zu Beginn

einer Infektion ist eine rapide Abnahme der CD4+ T-Zellen zu beobachten, obwohl
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angenommen wird, dass nur etwa 1 bis 9 von 1000 zirkulierenden CD4+ T-Zellen
infiziert sind [59].

Als direkter, zellschddigender Faktor wird zum Beispiel das virale Env Glykoprotein
und seine Fusionsaktivitit mit der Zellmembran angesehen [60]. Folge der Fusion
konnte eine Storung der Membranintegritdt sein, welche zu Fliissigkeitseinstrom und
Degeneration der Zelle fiihrt [61]. Auch das Verlassen des fertigen Virions konnte die
Zelle schidigen.

Weiterhin werden virale Proteine wie Vpr verdichtigt, die Apoptose von infizierten
Zellen zu fordern [62].

Neben vielen anderen direkten Mechanismen, auf die hier nicht ndher eingegangen
wird, diirfen natiirlich die verminderte Synthese zelleigener, lebenswichtiger Proteine
und Lipide, sowie die Zerstorung durch zellulire und humorale Immunantwort nicht
vergessen werden.

Nicht infizierte Zellen werden auf andere Art und Weise beeinflusst. Schon alleine der
Kontakt mit Virusbestandteilen soll einen cytopathischen Effekt auf nicht infizierte
Zellen haben: frei zirkulierendes gp120 konnte nach Bindung an eine CD4+ T-Zelle
direkt iiber Komplementaktivierung oder Immunreaktionen mit CD8+ T-Zellen zum
Zelluntergang fithren [63]; zellgebundenes gpl60 bedingt die Zellfusion und
Synzytienbildung mit gesunden Zellen [64]. Die vermehrte Expression von CD95L
durch infizierte Zellen induziert die Apoptose benachbarter Zellen; das virale Protein
Nef verstirkt die CD95L-Produktion und schiitzt die Zelle gleichzeitig vor dem
Apoptosesignal [65].

1.2.4 Immunantwort auf HIV

Noch bevor Antikdrper gegen HIV produziert werden, treten HIV-Peptid-spezifische T-
Helfer-Zellen auf [66]. Danach erscheinen spezifische CD8+ T-Zellen.

Erst wenn die Virusreplikation schon voll in Gange ist, setzt die Produktion von
Antikorpern, vor allem gegen die frilhen HIV-Varianten, ein. Antikérper in HIV-
positiven Seren verfligen {liber eine nur schwach neutralisierende Wirkung [67]. Es

finden sich vor allem Antikorper gegen den hypervariablen V3 Loop, gegen die CD4-
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Bindungsstelle der Virushiille und gegen das transmembrane gp4l. Nur den
Antikorpern gegen gp4l wird eine protektive Eigenschaft zugesprochen. Die V3-
Antikorper dagegen sind isolatspezifisch (konnen also nur einen Teil der Virusspezies
binden), und werden von der glykosilierten Virushiille sterisch an der Bindung
behindert [68]. Bei bereits bestehender Infektion spielen sie also nur eine geringe
protektive Rolle, sie erhohen sogar noch die Selektion verschiedener Muranten.
Trotzdem wird vermutet, dass neutralisierende Antikdrper zur Pravention einer HIV-
Infektion genutzt werden konnten [69].

Schon friih erscheinen hohe Zahlen von spezifischen CD8 T-Lymphozyten im Serum,
in den Lymphknoten, in der Haut, und in vielen anderen Geweben infizierter
Individuen. Sie sind durch verschiedene Mechanismen in der Lage, dem HI-Virus
entgegenzutreten: in vitro hemmen sie die virale Replikation [70]; durch das Erkennen
viraler Bestandteile, die an MHC-Klasse-1-Molekiilen infizierter Zellen gebunden sind,
konnen CD8+ T-Zellen die infizierte Zelle lysieren [71]. Es hat sich gezeigt, dass
bestimmte Varianten dieser MHC-1-Molekiile, ndmlich die Typen HLA-B27 und HLA-
B57 eine besonders gute Prognose fiir den Krankheitsverlauf aufweisen [72]. Zudem
produzieren CD8+ T-Zellen Cytokine wie MIP-1a, MIP-13 und RANTES, welche die
Eintrittsrezeptoren der Viren blockieren konnen [52]. Spezifische CD4+ T-Zellen
dienen wohl vor allem als Helfer bei der Erkennung infizierter Zellen und der
Antikorperreaktion.

Trotz der Aktivierung von Antikdrpern und CD8+ T-Zellen wird das Fortschreiten der
Erkrankung nicht verhindert. Ursache ist vor allem die hohe Mutationsrate von HIV-1
(etwa 3 x 10° pro Aminosdure und Replikationszyklus), welche durch die
Fehlerhaftigkeit der Reversen Transkriptase und durch den Selektionsdruck begiinstigt
wird. Folge ist eine grofle Variabilitidt der Proteine, die isolatspezifische Antikdrper
nicht mehr binden konnen, sowie eine Verdnderung der Glykoside, die ebenfalls die
Bindung von Antikdrpern erschweren. Aber selbst Mutationen einzelner Aminosduren
in Virusepitopen, die notwendig fiir die Bindung an MHC-1-Molekiile sind, konnen vor

der Erkennung durch CD8+ T-Zellen schiitzen.
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1.2.5 Therapiemdglichkeiten

Nachdem 1987 Zidovudin als erstes antiretrovirales Medikament von der FDA (US
Food and Drug Administration) zugelassen wurde, erschienen in den 90er Jahren
weitere Medikamente, die in Kombination die Viruslast im Blut deutlich senken
konnen. Allerdings kann die vollstdndige Elimination des Virus nicht erreicht werden.
Es persistiert in ruhenden Zellen.

Ein sehr wirksames Behandlungsschema ist eine Tripelkombination (auch HAART:
highly active antiretroviral therapy genannt). Dabei werden 2 Nukleosidische Reverse
Transkriptase Inhibitoren (NRTI) und ein Proteaseinhibitor (PI) bzw. ein Nicht-
nukleosidischer Reverse Transkriptase Inhibitor (NNRTI) eingesetzt.

NRTIs hemmen kompetitiv die Aktivitdt der Reversen Transkriptase: es kommt zum
Kettenabbruch der proviralen DNA und die Infektion der Zelle wird verhindert.
Beispiele fiir neuere NRTIs sind Abacavir, Didanosin, Tenofovir oder Lamivudin.
NNRTIs dagegen inhibieren die Transkription des viralen Genoms durch eine
Konformationsédnderung der aktiven Seite der Reversen Transkriptase: das Enzym wird
blockiert und kann seine Aufgabe nicht mehr erfiillen. Zu ihnen gehdren die Wirkstoffe
Delavirdin, Efavirenz und Nevirapin.

Die seit 1995 zugelassenen Proteaseinhibitoren (z.B. Saquinavir, Ritonavir, Indinavir)
greifen die virale Protease an. Dadurch konnen die Gag-Proteine des Virus nicht mehr
gespalten werden, wodurch eine Reifung der Virionen zu infektiosen Partikeln
verhindert wird.

Als neueste Medikamentengruppe zur Therapie des weit fortgeschrittenen AIDS und bei
sonstigem Therapieversagen wurden am 13. Mirz 2003 die Fusionsinhibitoren
(Enfuvirtide) zugelassen [73]. Enfuvirtide blockieren die Fusion des Virus mit der
Zielzelle: als Peptid der extrazelluliren Domine von gp4l kann es die
Konformationsdnderung des Hiillproteins, welche grundlegend fiir die Fusion ist,
unterbinden.

Obwohl sich zurzeit mehrere Impfstoffe in der Phase der klinischen Priifung befinden,
gilt die Entwicklung einer verldflichen Vaccine in den néchsten Jahren als nicht sehr
wahrscheinlich. Probleme sind vor allem die hohe Mutationsrate, die uneffektive

Bildung neutralisierender Antikorper, sowie die Schwierigkeit, CD8+ T-Zellen ohne
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antigenprisentierende dentritische Zellen zu stimulieren. Getestet werden derzeit
Impfstoffe, die Immunogene in Form von viralen adjuvanten Peptiden und Proteinen
enthalten, oder virale DNA mithilfe von Plasmiden [74] und Virusvektoren wie
Canarypox und Adenovirus [75] in den Organismus einschleusen.

Grof3e Hoffnung wird in letzter Zeit in die Entwicklung von Substanzen gelegt, welche
die Virusreservoirs in ruhenden T-Zellen nach einer antiretroviralen Therapie
stimulieren und zur Virusreplikation aktivieren, so dass sie einer Therapie zugédnglich
sind. Versuche, diese Reservoirs zu reaktivieren wurden schon mit verschiedenen
Cytokinen, wie etwa IL-2 oder dem stimulierenden Antikdrper OKT3 unternommen
[76], die allerdings viele Nebenwirkungen aufweisen und deren Wirkung noch nicht
gesichert sind. In dieser Arbeit wird versucht werden, mit bestimmten bakteriellen
DNA-Sequenzen, sogenannte CpG-Sequenzen, die unter anderem als Immunstimulans
benutzt werden, die HIV-Replikation in einer chronisch infizierten T-Zelllinie in vitro
zu reaktivieren. Nachfolgend soll der Wirkmechanismus bakterieller CpG-Motive auf

das Immunsystem erldutert werden.

1.2.6 Die Beeinflussung des Immunsystems durch bakterielle CpG-Motive

Schon vor iiber einem Jahrhundert wurden bakterielle Extrakte aus Streptokokkus
pyogenes von einem amerikanischen Arzt, William B. Coley, therapeutisch genutzt, da
er beobachtet hatte, dass sich Tumormetastasen wéihrend bakteriellen Infektionen
verkleinerten [77]. Heutzutage ist man sich ziemlich sicher, dass diese
immunstimulatorische Wirkung unter anderem auf unmethylierte CpG-Dinukleotide der
bakteriellen DNA zuriickzufiihren ist, welche die Zellen des Immunsystems zu einer
vermehrten Produktion von Cytokinen, wie [FNy und IL-12 stimulieren [78] [79].

Als CpG-Motiv wird eine bestimmte Aneinanderreihung von Basen bezeichnet:
XXCGXX. Eukaryotische DNA enthélt auch CpG-Sequenzen, zeigt aber nicht die
Wirkung bakterieller CpG-Sequenzen. CpG-Nukleotide kommen in bakterieller DNA in
einer viel hoheren Frequenz vor (eine von 16 Basen) im Gegensatz zur vertebralen

DNA (eine von 64 Basen) [80]. Zudem sind die bakteriellen CpGs unmethyliert,
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wihrend iiber 80% der Cytosine in eukaryotischen CpG-Sequenzen methyliert sind
[80].

Obwohl man zuerst von einer unspezifischen Immunstimulation ausgegangen war,
konnte gezeigt werden, dass CpGs spezifisch an TLR-9 (engl.: toll-like-receptor-9)
binden. Dieser Rezeptor gehort der TLR-Familie, aus der Superfamilie der Muster-
Erkennungs-Rezeptoren (engl.: pattern recognition receptors) an [81]. Im Menschen
sind 10 verschiedene TLRs mit unterschiedlichen Erkennungsmustern bekannt, die in
verschiedenen Kompartimenten der Zelle exprimiert werden. TLR-9 zum Beispiel
kommt in Endosomen von plasmazytotischen dentritischen Zellen (pDCs) und B-Zellen
vor [82]. Nachdem also eines oder mehrere CpG-Motive durch Endozytose in die B-
Zelle oder plasmozytotische dentritische Zelle aufgenommen worden sind, interagieren
sie mit TLR-9. Hierdurch werden Signalwege aktiviert, die in der Sekretion
verschiedener Cytokine enden und so ein T-Helferzellen-1 dhnliches Milieu kreieren:
B-Zellen sezernieren vor allem Interleukin-6 und Interleukin-10, werden empfindlich
fiir Antigene und regulieren in Anwesenheit von Antigenen durch Antikérperproduktion
die humorale Immunantwort hoch. Dentritische Zellen beginnen mit der Sekretion von
Interleukin-12, TNF-q, und Interferon o/ (INF o/B). Dies wiederum aktiviert natiirliche
Killerzellen, welche Interferon-y sezernieren und zur Lyse befdhigt werden. Aullerdem
werden vermehrt Antigen-spezifische T-Zellen gebildet. Abb.1.2.3 zeigt einen
Uberblick iiber den Aktivierungsmechanismus.

Diese spezifische Aktivierung des Immunsystems konnte in Zukunft bei vielen
Erkrankungen des Immunsystems therapeutisch genutzt werden, zumal nun auch
synthetische Oligodeoxynukleotide (ODNs mit einer Linge von 8-30 bp) mit einem
oder mehreren CpG-Motiven hergestellt werden: CpG-ODNs konnten in Miusen die
Produktion von antitumoralen Aks verstirken [83], die Immunantwort auf Allergene
verhindern [84] und als Impf-Adjuvans die humorale und zellulire Immunantwort
deutlich stimulieren [85].

In dieser Arbeit soll gezeigt werden, dass CpG-ODNs HIV in chronisch infizierten
Zellen in vitro reaktivieren konnen. Indiz dafiir ist die Beobachtung, dass TLR-9 den
Transkriptionsfaktor NFkB in dentritischen Zellen aktiviert [86, 87]. Diesen benétigt
das HI-Virus fiir die Replikation [88]. Daraus konnte eine neue Therapieform der HIV-

Infektion resultieren. Nach der Eliminierung des Virus aus dem Kreislauf konnten
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chronisch infizierte Zellen zur Virusreplikation stimuliert werden und so der

Behandlung mit antiretroviralen Medikamenten zuginglich gemacht werden.
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Abb.1.2.2: Immunstimulation durch CpGs (mod. nach [89]);
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollten zwei unterschiedliche Themenbereiche bearbeitet
werden. Da die Arbeitsgruppe bereits verschiedene Beobachtungen zu dem Verhalten
apoptotischer Zelllinien auf die Zugabe von Antioxidantien gemacht hatte [90], sollte
nun der Verlauf der Apoptose unter dem Einfluss verschiedenartiger Antioxidantien
getestet werden. Zudem sollte untersucht werden, ob das Verhalten von der
verwendeten Zellinie abhdngig ist.

Ein weiterer Versuchsblock sollte sich mit der Reaktivierung von HIV in einer
chronisch infizierten Zellinie durch CpG ODNs beschiftigen. Dabei sollte untersucht
werden, ob die beobachtete Reaktivierung abhingig von CpG Motiven ist, und welche

Signalwege zur Reaktivierung fithren kdnnten.
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3. Material

3.1 Gerite
Geriit Bezugsquelle
Arbeitswerkbank Modell BSI C, Antair

Brutschrank, CO;-begast
Dispenser

Douncer

Durchflulzytometer (FACScan)
Fliissigstickstoffbehilter
Gefrier- und Kiihlschrinke
Magnetriihrer

Mikroskop (Fluorovert)

Heraeus

Socorex

Schott

Becton & Dickinson
Cryosystem

Bosch

Heidolph

Leitz

Mikroliterpipetten Socorex und Gilson und Eppendorf
Netzgerit (2301 Makrodrive) LKB Wallac
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld
Pipettierhilfe, elektrisch Knirschmann
Zelleinfrierbox Nalgene

3.2 Verbrauchsmaterialien

Material Bezugsquelle
Einmalhandschuhe Semperit
Einmalpipetten (1 ml, 2 ml) Falcon
Einmalpipetten (5 ml, 10 ml) Greiner
FACS-Rohrchen Multimed
Glaspipetten (10 ml) Brand
Kryordhrchen (2 ml) Nalgene

Miniaturreaktionsgefia3e (1,5 ml)
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Objektglaschen

Objekttrager

Pipettenspitzen (weil3, gelb, blau)
Riihrfische

Sterilfilter

Zellkulturflaschen (70ml, 250 ml)
Zellkulturflaschen (600ml)
Zellkulturplatten 96-Loch Flachboden

Marienfeld

Marienfeld

Gilson

Roth

Schleicher & Schiill

Falcon, Becton & Dickinson
Cellstar, Greiner

Falcon, Becton & Dickinson

Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner

3.3 Chemikalien

Substanz Bezugsquelle
Bovines Serumalbumin (BSA) Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Dinatriumcarbonat Merck
Dinatriumhydrogencarbonat Merck
EDTA Roth
Formaldehyd (37 %ige wéssrige Losung) Sigma
Penicillin/Streptomycin Gibco, BRL
Saponin Roth
Trypanblau Sigma
N-Acetylcystein (NAC) Sigma

BHA (buthyliertes Hydroxyanion) Sigma

PBS mit 0,1% BSA und 0,02% Natriumazid Medienkiiche
3.4 Reagenzien fiir die Zellkultur

Substanz Bezugsquelle
Ficoll (Lymphoprep) Nycomed Pharma
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Fotales Kilberserum (FCS) Linearis

L(+)-Glutamin Fluka

HEPES Roth

Interleukin-2 (IL-2) EuroCetus

PHA Sigma

RPMI-1640 (ohne Glutamin) Gibco

3.5 Inhibitoren

Name Ziel der Inhibition Bezugsquelle

Cape NFkB Calbiochem-Novabiochem
SN 50 NFkB Calbiochem-Novabiochem
U0126 MEK/ERK Calbiochem-Novabiochem
zVAD-fmk Caspase 8 Calbiochem-Novabiochem

3.6 Antikorper und andere Reagenzien fiir die Markierung von Zellen

Name Ziel Bezugsquelle

183-H12-5C HIV-p24 selbst produziert aus Hybridom
7AAD Nucleus Pharmigen

7C11 CD95 Coulter-Immunotech
Annexin-5 Phosphatidylserin Pharmingen

Antiserum (g) Maus 1gG DAKO

UCHTI CD3 DAKO

Anti-CD69 CD69 Pharmigen

g: goat, Ziege



3.7 PTO-ODNs

Posphothioat (PTO)-Oligodesoxynukleotide (MWG-Biotech AG, Ebersberg, Germany)
waren von high purity salt free (HPSF) gereinigter Qualitdt und in H,O (Img/ml) geldst.

CpG-ODN 2006: TCGTCGTTTTGTCGTTTTGTCGTT;
Non-CpG-ODN 2006 4xTG: TTGTTGTTTTGTTGTTTTGTTGTT;
CpG-ODN 2040: CTGTCGTTTTGTCGTTTTGTCTGG;
Non-CpG-ODN 2041: CTGGTCTTTCTGGTTTTTTTCTGG;

3.8 Zellen

Name Eigenschaft Bezugsquelle
A3.01 CD4+ T-Lymphoblasten NIH

ACH-2 A3.01, chronisch mit HIV infiziert NIH

Jurkat E6-1 CD4+-T-Zelllymphomzellen(h) NIH

PBMC Periphere mononukleére Blutzellen Isolation aus

dem
Blut gesunder

Spender

h: human, menschlich

NIH: NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Maryland, USA
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4. Methoden

4.1 Zellkulturen

Alle in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien lagen in Suspension vor. Sie wurden in
Zellkulturflaschen im Brutschrank bei 37° C und 5% CO;-Atmosphére kultiviert. Um
einer Kontamination durch Keime vorzubeugen, wurde dem Kulturmedium Penicillin
und Streptomycin zugesetzt. Zudem wurden alle Arbeiten mit Zellkulturen unter einer
Sicherheitswerkbank durchgefiihrt. Die Zellen wurden in der Regel alle 3-4 Tage
passagiert, so dass die Zellzahl von 2 x 10° nicht {iberschritten wurde. Ein weiteres
Kennzeichen fiir die Notwendigkeit, die Zellen zu passagieren, war die Gelbfarbung des
Mediums: Der im Ndhrmedium enthaltene Indikator Phenolrot (basisch) schlug beim
Anstieg saurer Stoffwechselprodukte in gelb um.

Fiir die folgenden Abschnitte gilt grundsitzlich, dass alle fiir die Zellkultur verwendeten

Medien oder Losungen auf 37 °C vorgewarmt wurden.

4.1.1 Zusammensetzung des Kulturmediums

RPMI 1640:

Penicillin 100 pg/ml
Streptomycin 100 pg/ml
L(+)-Glutamin 500 pg/ml
HEPES 10 mM, pH 7,4
FCS 10% (v/v)

Fiir die Kultivierung von PBMC enthielt das Medium zusétzlich IL-2 (100 U/ml).

4.1.2 Reinigen der Zellsuspensionen

Um Substanzen wie Antikorper, Stimulantien oder andere Chemikalien, die den

Zellsuspensionen zugefiigt worden waren, wieder aus dem Zelliiberstand zu entfernen,
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mussten die Zellen ,,gewaschen* werden: Die Zellkultur wurde dazu in einem Réhrchen
zentrifugiert, der Uberstand mit der zu entfernenden Substanz wurde abgekippt (bei der
mit HIV infizierten Zelllinie ACH-2 abgesaugt), das Zellpellet wurde mit frischem
Medium aufgeschiittelt. Dieser Vorgang wurde in der Regel 2 x durchgefiihrt.

Die Zentrifugation der Zellen erfolgte in einer Hettich-Kiihlzentrifuge (5 Minuten, 1000

rpm (ca. 230 x g), bei Raumtemperatur, ohne Anlauf, mit Bremse auf Stufe 9).

4.1.3 Bestimmung der Zelldichte und Zellvitalitéit

Die Bestimmung der Zelldichte erfolgte mit Hilfe einer Neubauer-Zéhlkammer. Dafiir
wurden die Zellen gut resuspendiert und eine kleine Probe davon (50 pl) in einem
geeigneten Verhiltnis mit Trypanblauldsung (50 pl) und PBS (100 pl) verdiinnt
(Verdiinnung um den Faktor 4). Da nur tote Zellen durch Trypanblau angefarbt werden,
ermOglichte diese Farbung die Bestimmung der Lebendzelldichte, sowie der Vitalitét
der Kultur.

Als Vorbereitung zur eigentlichen Zihlung wurden Neubauer-Zihlkammer und
Deckglas mit Alkohol gesdubert und anschlieBend die &uBeren beiden Fldchen des
Objekttragers mit 1-2ul Fliissigkeit benetzt. Dann wurde das Deckglas unter leichtem
Druck an die Zahlkammer angepresst, bis sich Newtonsche Ringe bildeten. Durch
Pipettieren der Zellsuspension an den Rand zwischen Deckglas und Objekttrager wurde
die Suspension durch die auftretenden Kapillarkréfte in die Zahlkammer hineingesaugt.

Unter dem Lichtmikroskop wurden die in den GrofBquadraten der Z&hlkammer
liegenden Zellen gezdhlt. Um den statistischen Fehler zu minimieren, wurden
mindestens 150-200 Zellen gezdhlt. Lag die ermittelte Zellzahl darunter, wurde
entweder eine geringere Verdiinnung der Zellsuspension gewéhlt, oder es wurde eine
weitere Zahlkammer beladen und ausgezihlt.

Der Abstand zwischen Deckglas und Objekttriager betrdgt genau 0,1 mm und jedes der
GroBquadrate hat eine Fliche von 1 mm x 1 mm. Uber jedem der Quadrate bildet sich
daher ein Volumen von 0,1 mm x 1 mm x 1 mm = 0,1 mm’ oder 0,1 ul. Anhand der pro
GroBquadrat Q bestimmten Zellzahl N ldsst sich daher die Zellzahl pro Milliliter

verdiinnter Zellsuspension ermitteln. Durch Einbeziehung des Verdiinnungsfaktors V
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bei der Trypanblaufirbung ergibt sich daraus die Zelldichte D (Zellen/ml) in dem

Kulturgefal.
Man erhilt so:
p-.v.0
0]
mit D: Zelldichte in der Kultur in Zellen/ml

N: Zahl der gezihlten Zellen

Q: Anzahl der ausgezdhlten GroBquadrate

V: Verdiinnungsfaktor der Zellsuspension bei der
Trypanblaufirbung 10*: Umrechnungsfaktor von Zellen/0,1p1
auf Zellen/ml

Beispiel: Bei einer Verdiinnung der Zellsuspension mit Trypanblaulosung um den
Faktor 4 (50 ul Zellsuspension + 50 pl Trypanblaulésung + 100 pl PBS) wurden in 4
GroBquadraten insgesamt 216 Zellen gezidhlt. Daraus ergibt sich eine Zelldichte von

216/4 x 4 x 10*=2,16 x 10° Zellen/ml.

Zusammensetzung der TrypanblaulGsung:

Trypanblau 0,1% (v/v)
Ethanol 20% (v/v)
aq. bidest.

4.1.4 Entfernen von toten Zellen aus der Zellkultur

Wurde bei der Bestimmung der Zelldichte eine Anzahl toter Zellen groBer als 25%
festgestellt, musste die Zellkultur von toten Zellen und Zelltriimmern beseitigt werden.
Dazu eignet sich die Aufbereitung in einem Dichtegradienten mithilfe von Ficoll-Paque,
einer Polyzuckerlosung mit einer Dichte von 1,077 g/ml. Die aufzutrennende

Zellsuspension wurde in einem Rohrchen mit 37° C warmen Ficoll-Paque vorsichtig
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unterschichtet und fiir 30 min bei Raumtemperatur zentrifugiert (1500rpm, Anlaufzeit
120 s, Bremse 0).

Da lebende Zellen eine Dichte kleiner als 1,077 g/ml besitzen, sammeln sie sich an der
Grenze von Medium und Ficoll, wéhrend sich tote Zellen mit einer groferen Dichte am
Boden des Rohrchens absetzen.

Lebende Zellen konnten mit der Pipette von der Medium-Ficoll Grenzschicht

abgesaugt, gewaschen und in neues Kulturmedium aufgenommen werden.

4.1.5 Kryokonservierung

Die einzufrierenden Zellen wurden in einer Dichte von 2-10 x 10° Zellen/ml in
eisgekiihltem Einfriermedium, bestehend aus 50% FCS, 40% Medium und 10% DMSO
aufgenommen und Aliquots von 1-2 ml in Kryostatgefd3e iiberfithrt. DMSO lagert sich
in die Zellmembran ein und stabilisiert so die Zellen. Aufgrund der zellschidigenden
Wirkung von DMSO sind diese wéhrend der gesamten Prozedur aber unbedingt kiihl zu
halten. Die Zellen wurden iiber Nacht in einer Zelleinfrierbox auf -80 °C abgekiihlt und
am nichsten Tag in fliissigem Stickstoff (-130°C) gelagert.

Zum Auftauen wurden die eingefrorenen Zellen in einem 37°C-Wasserbad erwarmt und
zweimal mit eiskaltem Medium gewaschen. Danach konnten die Zellen in frisches
Kulturmedium aufgenommen werden. Fiir Experimente konnten sie allerdings erst nach
ca. 3 Wochen verwendet werden.

Allgemein gilt, dass sowohl beim Einfrieren, als auch beim Auftauen der Zellen wegen

der zytotoxischen Wirkung von DMSO méglichst schnell vorgegangen werden soll.

4.2 Gewinnung von PBMC

PBMCs wurden aus dem frisch entnommenen, heparinisierten Blut gesunder Menschen
gewonnen. Dazu wurde dem Spender eine Menge von etwa 30 ml Blut entnommen, in
Portionen zu je 15 ml auf Rohrchen verteilt und in einem Verhéltnis von 1:1 mit 37°C

warmem Medium vermischt. Um die verschiedenen Blutbestandteile voneinander zu
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trennen, wurde, genauso wie bei der Entfernung von Zelldetritus (4.1.5), ein
Dichtegradient mit Ficoll-Paque durchgefiihrt: Das Medium-Blut-Gemisch wurde
vorsichtig mit ca. 10 ml raumpemteriertem Ficoll (Lymphoprep) unterschichtet und in
einer Hettich-Zentrifuge aufgetrennt (30 min, 1500 rpm, Raumtemperatur, Anlauf 120
s, ohne Bremse). Nach der Ficoll-Hypaque-Zentrifugation entstand folgende Verteilung:
Aufgrund der hoheren Dichte sammelten sich Erythrozyten, polymorphkernige
Leukozyten (PMNC: basophile, eosinophile und neutrophile Zellen) und Granulozyten
in dem Zentrifugationsriickstand (Blutkuchen). Die weniger dichten mononukledren
Zellen (PBMC) wie Lymphozyten (B- und T-Lymphozyten), NK-Zellen und
Monozyten sammeln sich oberhalb der Ficollschicht. Die Schicht mit den PBMC wurde
vorsichtig mit dem darunterliegenden Ficoll abgesaugt. Das so isolierte Zell-Ficoll
Gemisch wurde noch einmal mit Kulturmedium gemischt. Es ist wichtig, dass hierbei
das mitabgesaugte Ficoll ausreichend verdiinnt wird (ca. 10 ml Ficol/lPBMC-
Suspension auf 30 ml RPMI). Die Zellsuspension wurde erneut zentrifugiert (10 min,
1500 rpm, RT, ohne Anlauf, mit Bremse auf Stufe 9), und das entstandene Zellpellet
mit RPMI 1640 gewaschen.

Reagenzrohrchen

Ficoll-Paque

Erythrozyten

Abb.4.1: Auftrennung des Blutes im Dichtegradienten.
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4.3 Anreicherung von priméren Blut-Lymphozyten (PBL) aus PBMCs

Die in der Kultur der PBMCs enthaltenen Monozyten differenzieren in Zellkultur sehr
rasch zu Makrophagen aus und werden adhirent. Aufgrund dieser Eigenschaft lassen sie
sich sehr leicht durch eine kurze Ruhezeit von B-und T-Lymphozyten abtrennen: Die
isolierten PBMCs in RPMI 1640 wurden in einer Zellkulturflasche wurde fiir ca. 90 min
liegend bei 37°C inkubiert. Danach wurde die Flasche vorsichtig aufrecht gestellt,
geschwenkt und das Medium abgesaugt. Die Makrophagen haften am Plastik und
verbleiben so in der Flasche.

Um die so gewonnenen PBLs zum Wachstum anzuregen und fiir Apoptosestimuli
zugdnglich zu machen, mussten sie stimuliert werden. Dazu wurden sie fiir 24 h mit
PHA inkubiert (2 pl PHA/ml Zellkultur). Am nichsten Tag wurde das PHA durch
zweimaliges Waschen sorgfiltig entfernt und das Zellpellet in RPMI 1640 mit IL-2 (2
ul IL-2/ml RPMI 1640) aufgenommen. Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten

Experimente wurden in der Regel PBLs am 5. Tag nach Stimulation eingesetzt.

4.4.Durchflusszytometrie

Die Analyse der Zellen erfolgte mit Hilfe eines Becton & Dickinson FACScan
Durchflusszytometers und der Aufnahmesoftware Lysis II (Becton & Dickinson).

Die Messung im Durchflusszytometer ermoglicht eine Beurteilung der Zellen beziiglich
threr GroBe, Granularitit und Fluoreszenzemission (bei Verwendung fluoreszierender
Farbstoffe). Jede zu messende Zelle wird als Ereignis gezdhlt und ihre Messdaten fiir
GroBe, Granularitdt und Fluoreszenz werden gespeichert. In der Regel wurden nur die
Zellen beriicksichtigt, die in der FSC/SSC-Analyse innerhalb der Lebendzell-Population
lagen.

GroBe und Granularitdt der Zellen hingt von der Zellpopulation und ihrer Vitalitét ab.
Wihrend nekrotische Zellen gegeniiber einer gesunden Zelle deutlich vergrofert sind,
weisen apoptotische Zellen eine erhdhte Granularitit auf.

Bestimmt werden diese Parameter durch einen im Gerét befindlichen Laserstrahl,

dessen Licht je nach ZellgroBe in Vorwirtsrichtung (FSC: forward scatter,
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Vorwirtsstreulicht) oder je nach Granularitit in Seitwértsrichtung (SSC: side scatter,
Rechtswinkelstreulicht) gestreut wird.

Eindeutig einer bestimmten Zellpopulation zugeordnet werden kdnnen die Zellen durch
Anfiarbung mit einem fluoreszenzmarkierten Antikorper, der entweder direkt oder
indirekt tiber einen zweiten Antikorper gebunden wird. Bei der Analyse der Fluoreszenz
wurden nur diejenigen Ereignisse als positiv gewertet, die eine hohere Fluoreszenz
aufwiesen als die Zellen der Isotyp-Kontrollfarbung.

Fiir die Anregung der an die Zellen gebundenen Fluoreszenzfarbstoffe verantwortlich
ist ein Argonlaser, mit einer Wellenldnge von 488nm. Die Emissionswellenlédnge
jedoch, welche als Messergebnis registriert wurde, variierte je nach verwendetem
Farbstoff: FITC (Fluorescein Isocyanate) leuchtete mit einer Wellenldnge von 525 nm
griin, PE (Phycoerythrin) ergab eine rot-orange Férbung (Emissionswellenldnge von
575 nm).

Die Messergebnisse wurden mithilfe einer Auswertungssoftware graphisch dargestellt.

4.4.1 Extrazellulidre Fiarbung

Fiir jede Probe wurden ca. 10° Zellen in einem FACS-Rohrchen gesammelt und
zweimal mit je 2 ml Farbepuffer gewaschen. Bei der Anfiarbung HIV- infizierter Zellen
mussten diese aus Sicherheitsgriinden zuerst mit 4% Formaldehylosung fiir 15-20 min
fixiert werden. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zugabe eines oder mehrerer
Antikorper (z.B. CD69, CD3) fiir 60 Minuten bei 4 °C in einem Volumen von ca. 100
pl gefarbt. Als Negativkontrolle wurde ein anti-Maus-IgG Antikorper gleichen Isotyps
verwendet. Nichtgebundener Antikdrper wurde danach durch zweimaliges Waschen mit
je 2 ml Farbepuffer entfernt. Wurde in dem ersten Farbeschritt ein nichtmarkierter
Antikorper verwendet, wurden die Zellen nachfolgend mit einem Detektionsantikorper
fiir weitere 60 Minuten inkubiert und erneut zweimal mit Féarbepuffer gewaschen.
Danach wurden die Zellen, falls nicht davor schon geschehen, in 200 pl 2%iger

Formalinlosung fixiert und konnten analysiert werden.
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Férbepuffer:

BSA 0,1 % (w/v)
Natriumazid 0,02 % (w/v)
in PBS

Formalinlsung (2%):

Formalin 2 % (v/v)
in PBS

4.4.2 Intrazellulire Farbung

Fiir die intrazelluldre Farbung mussten die Zellen zunéchst fixiert werden. Dazu wurde
je 1 ml 4%-ige Formalinlésung in FACS-Ro6hrchen vorgelegt. In diese Losung wurden
dann ca. 10° Zellen gegeben und fir 10-15 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Insbesondere bei HIV-infizierten Zellen wurden die Zellen aus Sicherheitsgriinden ohne
zuvoriges Waschen direkt aus der Kulturplatte in die Formalinlésung pipettiert. Bei
HIV infizierten Zellen sollte die Einwirkzeit der Formaldehydlésung von 15-20 min auf
keinen Fall unterschritten werden, wenn auch eine ausreichende Zellfixierung schon
nach einer Minute erzielt wird. Durch zweimaliges Waschen mit je 2 ml Saponinlésung
wurde das Formalin entfernt und die Zellen permeabilisiert, um dem Antikorper den
Zugang zum Zellinneren zu ermoglichen. Die Zugabe der Antikorper erfolgte nach dem
gleichen Schema wie in Abschnitt 4.4.1 beschrieben. Zum Waschen wurde jedoch statt
des Féarbemediums Saponinlosung verwendet. Zellen, die nach oben genanntem
Protokoll mit Saponin behandelt wurden bleiben fiir Antikorper permeabel, auch wenn
nachfolgend saponinfreie Farbe- oder Waschpuffer verwendet werden (Daten nicht
gezeigt). Die durch Saponin erreichte Permeabilisierung ist also nicht reversibel.

Nach der Farbung wurden die Zellen in je 200 pl 2%iger Formalinldsung aufgenommen

und analysiert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem Isotypserum geférbt.
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Saponinldsung:

BSA 0, 1% (w/v)
Saponin 0,5 % (w/v)
Natriumazid 0, 02 % (W/v)
in PBS

Formalinlsung (4%):

Formalin 4 % (v/v)
in PBS

4.4.3 Verwendete Antikorper und deren Funktion

Folgende Antikorper wurden bei der Immunfiarbung fiir die Durchflulzytometrie

verwendet:

Name Spezifitat Spezies Marker  Férbung ul/Férbg
183-H12-5C (HU)  anti-HIV-p24 Maus - i 50
UCHT1 anti-CD3 (human)  Maus RPE e 3
Ziegenserum anti-Maus IgG Ziege FITC i/e 3
anti-CD69 anti-CD69 (human) Maus RPE E 3

e: extrazelluldre Farbung
i: intrazelluldre Farbung

HU: Hybridomiiberstand

4.4.4 AnnexinV-/7AAD-Firbung

AnnexinV-FITC ist ein 35-36 kDa schweres Protein, welches in Anwesenheit von

Calcium Phospholipide bindet. Es hat eine hohe Affinitdt fiir das Membranphospholipid
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Phosphatidylserin, das in intakten Zellen nur auf der Membraninnenseite aufzufinden
ist, bei apoptotischen Zellen aber auf die Zelloberfliache translociert.

7AAD dagegen gelangt {iber Poren in der geschddigten Zellmembran in die Zelle, und
bindet dort an Proteine des Nukleus. Poren in der Zellmembran treten im Verlauf von
Nekrose auf, die Zellmembran apoptotischer Zellen hingegen bleibt intakt.

Folge dieser unterschiedlichen Eigenschaften ist, dass gesunde Zellen nicht angeférbt
werden, apoptotische Zellen nur AnnexinV positiv sind, wihrend nekrotische Zellen
sowohl AnnexinV, als auch 7AAD binden.

Zunichst erfolgte das Féarbeprotokoll nach den Anweisungen des Herstellers, anstelle
der vorgeschlagenen Kontrollfirbung durch Propidium Iodid wurde 7AAD eingesetzt:
Es wurden ca. 10° Zellen in einem FACS-Rohrchen gesammelt und mit 1 ml Annexin-
5-Farbepuffer gewaschen. In einem Restvolumen von 50 pl wurden je 1ul AnnexinV
und 7AAD zugegeben, die Rohrchen gevortext und die Zellen fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach Zugabe von weiteren 100 ul Annexin-5-Firbepuffer
wurden die Zellen unverziiglich mit Hilfe des Durchflusszytometers analysiert.

Bei dieser Behandlung zeigte sich aber ein zeitabhéngiger Switch von der Apoptose zur
Nekrose (Abb. 4.2): Eine zuerst apoptotische Zellkultur erschien nach wiederholter
Messung bereits nach 10 Minuten deutlich nekrotisch. Dieser Effekt wurde durch die
Annahme, 7AAD habe selbst zellmembranschddigende Wirkung, erklért.

Folglich wurde das Farbeprotokoll umgestellt: AnnexinV wurde wie bisher 20 Minten
mit den Zellen inkubiert, 7AAD dagegen wurde erst kurz (ca.1 min) vor der Messung in

das FACS-Rohrchen gegeben. Der ,,Switch* konnte nun nicht mehr beobachtet werden.

a)
- JK092503_006 .
= File:
s JK092503_006
u e Quad Events % Gated % Total
-
LI P UL 5869 7151 17.34
< - i UR 161 196 048
=2y T LL 2062 2512  6.09
T W LR 115 140  0.34
= g g g
10 10" _10% 10 10

7-AAD
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b)
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Abb. 4.2: Die nekrotische Population (UR, rot) nimmt in Abhdngigkeit von der Zeit zu.
a) direkt nach Zugabe von 7AAD; b) 10 Minuten nach Zugabe, c) 20 Minuten nach
Zugabe,

4.5 Statistik

4.5.1 Streuung bei der Zidhlung von Ereignissen in einer Stichprobe

In vielen Experimenten wird {iber die Bestimmung einer Stichprobe auf die Gesamtheit
geschlossen. Dabei entstehen statistische Fehler, auf die an dieser Stelle hingewiesen
werden soll.

So werden zum Beispiel bei der Ermittlung der Zelldichte mit Hilfe der Neubauer-
Zihlkammer (4.1.4)) nicht alle Zellen der Kultur gezdhlt, sondern nur eine Stichprobe

daraus. Das bedeutet, dass die daraus berechnete Zelldiche von dem wahren Wert mehr
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oder weniger stark abweichen wird. Dieses wird deutlich, wenn man aus derselben
Kultur mehrmals hintereinander eine Zellzahlbestimmung durchfiihrt. Die bei einer
wiederholten Zellzdahlung auftretende Streuung (o) der Ergebnisse um den wahren Wert
lasst sich nicht nur experimentell bestimmen, sondern in dem vorliegenden Fall sogar
rechnerisch vorhersagen. Sie entspricht ndmlich einer Normalverteilung (GauB3kurve),
so dass sich die Standardabweichung (o) aus der Wurzel der Zahl der ausgezdhlten

Zellen (n) ergibt, also:

o=n

Das bedeutet, dass bei 25 ausgezihlten Zellen die Streuung um den wahren Wert + 5
Zellen betrdgt (s. Anmerkung). Der ermittelte Wert weicht daher um + 20% von dem
wahren Wert ab. Werden jedoch mehr Zellen ausgezihlt, z.B. 100, so betrdgt die
Streuung 10 und die Abweichung vom wahren Wert reduziert sich damit auf + 10%. Je
mehr Zellen also ausgezihlt werden, desto genauer ldsst sich die tatsdchliche Zelldichte

bestimmen.

Anmerkung: Aus der GauBverteilung folgt, dass der wahre Wert mit einer
Wabhrscheinlichkeit von ca. 68% innerhalb der berechneten +10-Grenzen liegt. Das
bedeutet aber auch, daB3 in 32% der Fille die Abweichung vom wahren Wert sogar
grofler als 1o ist. Weitet man die Grenzen auf £20 aus, so liegt der wahre Wert mit

einer Wahrscheinlichkeit von ca. 95% innerhalb der angegebenen Schwankungsbreite.

4.5.2 Statistische Methoden bei der Messwertanalyse

Alle in der hier vorliegenden Arbeit gezeigten Experimente, die einen numerischen
Messwert lieferten (Durchflusszytometrie) sind grundsitzlich als Triplikat-Analysen
durchgefiihrt worden. (Ausnahmen sind gesondert hervorgehoben.) Das bedeutet, dass
jede Behandlung in einem Experiment (z.B. Inkubation mit mAb 7C11) in drei
parallelen Ansidtzen erfolgte. Aus diesen Werten wurden die Mittelwerte (X ) und die

dazugehorige Standardabweichung (o) berechnet.
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Dabei gilt:

S

. fE(xi—x)Q
n-1

Alle gezeigten Ergebnisse stammen aus jeweils einem reprasentativen Experiment von

=1
Il
S |-

gleichartigen Experimenten (in der Regel mindestens drei). Ausnahmen hiervon sind

gesondert hervorgehoben.
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5. Ergebnisse

5.1 Antioxidantien konnen CD95-vermittelte Signalwege modulieren

Der membranstindige CD95-Rezeptor aus der Familie der TNF-Rezeptoren ist Auslser
fiir die Apoptose in aktivierten T-Zellen (AICD, s.0.) [26] [27]. Diese Art der Apoptose
erfolgt vor allem durch die Aktivierung einer Kaskade von Caspasen, ganz im Sinne der
klassischen Apoptose. Zeichen des PCD sind vor allem der Flipflop von
Phosphatidylserin von der inneren Seite der Zellmembran auf die duflere, die DNA-
Fragmentation in 180 bp Segmenten und die Zellschrumpfung.

Antioxidantien sind schon lange Zeit als Inhibitoren eines Typs von Zelltod bekannt,
der weitgehend Caspase-unabhédngiger Natur ist, dafiir aber durch eine massive
Anreicherung an reaktiven Sauerstoffspezies gekennzeichnet ist. Demnach sollen
Antioxidantien die zelluliren Glutathion-Depots wiederauffiillen, oder direkt die
entgiftende Glutathionperoxidase unterstiitzen [31].

Die Beobachtung, dass Antioxidantien auch CD95-vermittelte Signalwege inhibieren,
die kaum von reaktiven Sauerstoffspezies abhédngig sind, ldsst einen weiteren
Reaktionsweg vermuten: Antioxidantien greifen in die Redox-vermittelte Expression
des Transkriptionsfaktors NFkB ein und inhibieren auf diese Weise die Expression von
CD95L [29].

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Hemmung der Apoptose abhingig
von der Art des Antioxidans und der verwendeten Zelllinie ist. Um die physiologische
Reaktion von Glutathion (GSH) nachzuahmen, wurde N-Acetylcystein (NAC), eine
Vorstufe von GSH, ausgetestet. Um zu iiberpriifen, ob die inhibierende Wirkung von
Antioxidantien auf diese natiirlicherweise in der Zelle vorkommenden Reduktionsmittel
beschrinkt ist, wurde ebenfalls BHA (Butyl-Hydroxyanisol) eingesetzt. Dieses ist ein
synthetisches phenolisches Antioxidans.

Ferner war von Interesse, ob der wéhrend der Apoptose oft beobachtete Flipflop von
Phosphatidylserin ebenfalls durch Antioxidantien zu hemmen ist: Phosphatidylserin ist
in der asymmetrisch aufgebauten Zellmembran unter physiologischen Umstinden nur

auf der inneren Plasmamembranseite aufzufinden. Den Flipflop auf die duBere
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Membranseite verhindert die Aminophospholipid-Translokase [91]. Widhrend der
Apoptose erscheint Phosphatidylserin auf der MembranauBBenseite und spielt als
Erkennungsmerkmal fiir Makrophagen eine Rolle bei der nicht-inflammatorischen
Phagozytose der apoptotischen Zelle [3]. Da die Aminophospholipid-Translokase
oxidativen Stress nur geringfiigig toleriert [92], konnte die Entgleisung der
Stoffwechselvorgdnge wihrend der Apoptose zu einem Verlust derselben fiihren.
Phosphatidylserin konnte so nicht mehr von der dufleren Seite der Membran entfernt
werden.

Durch die Anfirbung der Zellen mit Annexin V vor der Messung im
Durchflusszytometer konnte neben der Messung von Granularitit und Grof3e der Zelle,
das Erscheinen von Phosphatidylserin auf der AuBenseite der Zellmembran (ein
Apoptosezeichen) quantifiziert werden: Annexin V bindet an Phosphatidylserin der
dulleren und inneren Membran. Da bei Nekrose Annexin V durch die Membranporen
gelangen kann und so durch Bindung an Phosphatidylserin auf der inneren
Membranseite falschlicherweise als positives Signal gezdhlt werden konnte, wurde
aullerdem noch der Fluoreszenzfarbstoff 7AAD eingesetzt, der an den Zellkern bindet.
Zellen, die nur fir Annexin V positiv sind, also Phosphatidylserin auf der
MembranauBBenseite aufweisen, wurden als apoptotisch gezédhlt, wihrend 7AAD und
Annexin V positive Zellen als nekrotisch angesehen wurden. Die Apoptoserate wurde
definiert als Verhdltnis von Annexin V-positiven/7AAD-negativen Zellen zu Annexin
V/7TAAD-negativen Zellen.

Als Zellmodelle wurden Jurkat (E6-1)-Zellen (T-Lymphoblasten) und A3.01 Zellen (T-
Zelllymphoblasten) verwendet.

5.1.1 NAC verhindert die Apoptose in E6-1 Jurkat-Zellen

NAC als Vorstufe des zelluliren GSH ist schon in einigen Studien als zumindest
partieller Inhibitor der Apoptose vorgestellt worden [30]. Um den Einfluss von NAC
auf den CD95-vermittelten Signalweg zu untersuchen, wurden E6-1 Jurkat-Zellen
verwendet. Die Apoptose wurde durch den monoklonalen Antikorper 7C11

(mAk7C11), einen synthetischen Liganden fiir CD95 induziert. Die Zellen wurden fiir
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7h mit mAk7C11 bzw. Medium und verschiedenen Konzentrationen an NAC inkubiert.
Wihrend die ausschlieSlich mit mAk7C11 behandelten Zellen im Durchflusszytometer
eindeutige Apoptosezeichen aufwiesen (hohe Granularitit, keine Zellschwellung,
Annexin V-positiv), sank der Prozentsatz der Annexin V-positiven Zellen mit hoheren
Konzentrationen von NAC deutlich ab.

Bei einer Konzentration von 24 mM NAC wurde die Apoptose sogar komplett
gehemmt. Diese Zellen zeigten keinen Unterschied zu der unbehandelten Kontrolle. Ab
Konzentrationen von 30mM wirkte NAC toxisch (Daten nicht gezeigt).

Der Flipflop von Phosphatidylserin wurde also durch NAC verhindert: Die Zunahme
der NAC-Konzentration ging mit einer Abnahme der Anzahl von Annexin V-positiven
Zellen einher.

NAC ist folglich dazu in der Lage, CD95-positive Apoptosewege zu hemmen, und den
Phosphatidylserin-Flipflop zu verhindern.

100 -
90 A
80 A
70 A
60 A

—&— Medium
—a—7C11

in %

50 A

40 -

30 A

20 A
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Anzahl der Ann-pos/7AAD-neg. Zellen

0 3 6 9 12 15 18 21 24
NAC-Konzentration in mM

Abb. 5.1.1: NAC hemmt die Apoptose in Korrelation zu der -eingesetzten
Konzentration bei E6-1 Zellen. E6-1 Lymphoblasten wurden fiir 7h entweder mit
Medium oder 7CI11 inkubiert. Zusdtzlich erfolgte der Zusatz von unterschiedlichen
Konzentrationen an NAC. Die Bestimmung der Apoptoserate erfolgte durch Annexin

V/7AAD-Fdrbung im Durchflusszytometer.
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5.1.2 Die Apoptose in A3.01 Zellen wird durch niedrige Konzentration von NAC

gefordert, durch hohe Konzentrationen gehemmt

Wiéhrend die Apoptose bei Jurkat-Zellen hauptsdchlich iiber den CD95-Signalweg
reguliert wird, vermutet man bei den CD4-positiven T-Zelllymphoblasten A3.01 eine
zusitzliche, Caspase-unabhéngige Signaliibertragung, die neben der normalen Apoptose
ablduft: wenn der Caspase-abhéingige Signalweg durch Caspaseinhibitoren wie z.B. den
Pancaspaseinhibitor Benzyloxycarbonyl-Valin-Alanin-Aspartat-Fluoromethylketon
(zVAD-fmk) blockiert wird, kann bei diesen Zellen Nekrose oder Nekrose-dhnlicher
PCD beobachtet werden [90].

A3.01 wurden ebenfalls fiir 7h mit mAk7C11 (200ng/ml) bzw. Medium und
unterschiedlichen Konzentrationen an NAC (3mM- 30mM) inkubiert. Hier zeigt sich
bei niedrigen Konzentrationen (9-12 mM NAC), anders als bei den E6-1 Zellen, eine
geringfiigige Zunahme der Annexin V-positiven/7AAD-negativen Zellzahl. Fraglich ist
allerdings, ob in Anbetracht der Fehlerbalken von einer Zunahme gesprochen werden
kann, oder ob von einer MeBunregelméBigkeit ausgegangen werden muss. Dieselbe
Beobachtung wurde bei wiederholten Versuchen gemacht, jedoch trat sie nicht
regelméBig auf.

Jedes Mal zu beobachten war jedoch die Abnahme der Apoptoserate und des
Phosphatidylserin-Flipflops bei NAC-Konzentrationen hdher als 12 mM. NAC-
Konzentrationen ab 24 mM zeigten aber schon toxische Wirkung.

NAC kann den durch mAk7CI11 induzierten Phosphatidylserin-Flipflop also auch in
A3.01-Zellen verhindern.

45



60 -

o
?-I:’ 50 1
[
<
§°40-
;o\
?.-E 30 - —&— Medium
Eg —— 7C11
< 0
gNzo-
r
8 10
c
<
0 b — —— - PRI b

0 3 6 9 12 15 18 21
NAC-Konzentration in mM

Abb. 5.1.2: Die Wirkung von NAC auf A3.01 Zellen ist konzentrationsabhingig.
A3.01 T- Lymphoblasten wurden 7h lang mit mAk7CI1I1 bzw. Medium und
verschiedenen Konzentrationen an NAC inkubiert. Die Auswertung des Anteils der
apoptotischen  Zellen  erfolgte  mittels  AnnexinV/  7AAD  Fdarbung  im

Durchflusszytometer.

5.1.3 BHA wirkt anti-apoptotisch auf E6-1 Jurkat-Zellen

Anders als bei NAC konnten bei dem synthetischen phenolischen Antioxidans BHA in
verschiedenen Studien unterschiedliche Beobachtungen gemacht werden. So konnte
BHA Ratten-Thymozyten nach der Induktion von Apoptose durch Peroxynitrit vor der
Apoptose schiitzen [93]. Eine andere Studie belegt, dass BHA in Hepatozyten Apoptose
auslosen kann [94].

In der Annahme, dass die Unterschiede durch den jeweiligen Zelltyp erklédrbar sind,
wurde zundchst die Wirkung auf E6-1 Jurkat-Zellen getestet.

Dazu wurde BHA in Konzentrationen von 0-500 mM auf E6-1 Jurkat-Zellen in An-
oder Abwesenheit von mAk7C11 (200ng/ml) gegeben und 7h inkubiert. Schon ab einer
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Konzentration von 100 mM BHA konnte eine Abnahme der Annexin V-
positiven/7AAD-negativen Zellzahlen erkannt werden. Eine absolute Inhibition des

Phosphatidylserin-Flipflops war bei 500 mM BHA zu vermerken.
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Abb.5.1.3.a: BHA hemmt die Apoptose maximal bei einer BHA-Konzentration von
500 mM. BHA wurde in verschiedenen Konzentrationen auf E6-1 Jurkat-Zellen
gegeben, die mit oder ohne mAk7CI1 behandelt worden waren. Die Apoptoserate
wurde nach der Anfdrbung mit Annexin V/7AAD im Durchflusszytometer bestimmt.

Daraufhin wurde die Abhingigkeit der Wirkung von der Zeit mit einer 7h Kinetik
untersucht. Dabei wurde die Konzentration von BHA verwendet, bei der die Apoptose
maximal inhibiert wurde:

Mit Hilfe von mAk7C11 (200 ng/ml) wurde in Jurkat T-Zellen Apoptose ausgelost. Im
Abstand von jeweils einer Stunde wurde den einzelnen Ansidtzen BHA (500 uM in
DMSO) zugegeben und die Apoptoserate nach 7 Stunden mittels Annexin-V/7-AAD-

Durchflusszytometrie bestimmt. Kontrollansétze enthielten entweder kein 7CI11
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(Apoptosekontrolle), kein BHA (ersetzt durch konzentrationsgleiches DMSO;
Losungsmittelkontrolle) oder weder 7C11 noch BHA.

Es zeigte sich, dass nach den ersten 3 Stunden nach Zugabe von BHA mit 7C11 die
Rate an Annexin V-positiven/7AAD-negativen Zellen verringert werden konnte. Mit
verlangerter Inkubationszeit konnte sogar eine Hemmung des Phosphatidylserin-
Flipflops beobachtet werden (Abb 5.1.3.b).

Um zu untersuchen, ob dieser Effekt nicht durch eine Interaktion von BHA mit dem
mAk7C11 selbst hervorgerufen worden war (da die Substratmischungen zu Beginn des
Experiments hergestellt wurden), wurden die Zellen in einem zweiten Versuch 7h lang
in An- oder Abwesenheit von mAk7C11 (200ng/ml) inkubiert. Im Abstand von einer
Stunde erfolgte die Zugabe von BHA (500mM) bzw. DMSO.

Jetzt ergab sich ein klareres Bild: in Abhédngigkeit von der Inkubationszeit mit BHA war
bereits nach 5h eine vollstdndige Reduktion des Phosphatidylserin-Flipflops erkennbar.
Zellen, die nur mit BHA/Medium inkubiert worden waren, zeigten keine
Apoptoseanzeichen.

Folglich kann festgestellt werden, dass BHA die Apoptose in E6-1 Jurkat-Zellen
innerhalb der ersten drei Stunden nur unzureichend hemmt, wihrend Inkubationszeiten
von 5 Stunden und mehr zu einer Inhibition des Phosphatidylserin-Flipflops fiihren.
BHA ist wie NAC dazu fihig, den simultan mit der Apoptose auftretenden Flipflop von

Phosphatidylserin zu verhindern.
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Abb. 5.1.3b/c: Der Anteil von Annexin V-positiven/7AAD-negativen E6-1 T-
Lymphoblasten nimmt proportional zur Inkubationszeit mit BHA ab. b) Die Zellen
wurden mit oder ohne mAk7C11 und BHA inkubiert. Die Inkubationszeit betrug 1, 2, 3,
4, 5, 6, oder 7 Stunden. Die Apoptoserate wurde mit AnnV/7AAD Fdirbung im
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Durchflusszytometer bestimmt. c¢) Die Zellen wurden fiir 7h mit oder ohne mAk7CI11
inkubiert. Im Abstand von 1h wurde BHA (500mM) oder DMSO zugegeben. Die
Apoptoserate wurde mit AnnV/7AAD Fdrbung im Durchflusszytometer bestimmt.

5.1.4 In A3.01 T-Lymphoblasten fiihrt BHA zu einer verstirkten Apoptose

Bei der Wirkung von BHA auf apoptotische A3.01 T-Lymphoblasten wird klar, dass
diese Zelllinie einen anderen Apoptosetyp reprdsentiert. Bei ihnen bewirkt die
Behandlung mit BHA und 7C11 eine Zunahme der Apoptose:

Wiederum wurde eine 7h Kinetik durchgefiihrt. Unbehandelte A3.01 T-Lymphoblasten
wurden in stiindlichem Abstand mit BHA (500mM) in An-oder Abwesenheit von
mAk7C11 (200ng/ml) oder mit DMSO mit oder ohne mAk7C11 behandelt.

Hier aber kam es zu einem ganz anderen Effekt: BHA verstirkte das Erscheinen von
Phosphatidylserin auf der MembranauB3enseite im Vergleich zu den nur mit mAk7C11
behandelten Zellen zu jedem Zeitpunkt.

Als mogliche Erkldrung kann nun die Zugehorigkeit zu den verschiedenen Zelltypen
herangezogen werden:

Wihrend durch Caspaseinhibitoren wie zVAD-fmk bei A3.01 Zellen als alternativer
Signalweg Nekrose ausgeldst wird, zeigen E6-1 Jurkat-Zellen nur eine Inhibition der
Apoptose ohne Nekrose. Man konnte so vermuten, dass in diesem Experiment durch
eine Inhibition der Nekrose (durch BHA) eine forcierte Apoptose ausgelost wird: wenn
der eine Signalweg wegfdllt, tritt der andere in Erscheinung oder wird verstdrkt.

BHA hemmt also folglich entweder verschiedene Signalwege, ndmlich den nekrotischen
(bei A3.01 Zellen) und den Caspase-abhdingigen (bei E6-1 Zellen), oder E6-1 Zellen
verfiigen zusdtzlich noch iiber einen weiteren Signalweg, der essentiell fiir den Ablauf

der Apoptose ist.
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Abb. 5.1.4: BHA fordert die Apoptose in A3.01 T-Lymphoblasten. Die unbehandelten
Zellen wurden im Abstand von 1h mit BHA (500mM)/bzw. DMSO mit oder ohne
mAk7C11 inkubiert. Die Apoptoserate wurde mit Annexin V/7AAD Fdrbung im

Durchflusszytometer bestimmt.

5.1.5 PBMC reagieren auf BHA mit verstirkter Apoptose

Nachdem die Ergebnisse bei den zwei Zelllinien E6-1 und A3.01 sehr unterschiedlich
ausgefallen sind, sollte als ndchstes die Wirkung von BHA auf humane periphere
Blutmonozyten (PBMC) ausgetestet werden. Da natiirliche, isolierte PBMC nicht auf
Apoptosestimuli reagieren, mussten die Zellen zuerst stimuliert werden, z.B. mit dem

Mitogen Phytohdmagglutinin (PHA). Erst nach Stimulation exprimieren diese Zellen
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CD95-Rezeptoren und werden empfanglich fiir Apoptosestimuli, besonders unter dem
Einfluss des Zytokins Interleukin 2, welches im Kulturmedium enthalten war.

Die PBMC wurden 5 Tage nach Stimulation, wie vorher schon beschrieben, stiindlich
mit BHA bzw. DMSO in An- oder Abwesenheit von mAk7C11 inkubiert. Wie bei der
A3.01 Zelllinie konnte eine verstirkte Apoptoserate unter dem Einfluss von BHA
festgestellt werden.

PBMCs scheinen also dhnliche Signalwege aufzuweisen wie A3.01. Durch die

Hemmung des nekrotischen Zelltods konnte die Apoptose forciert werden.
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Abb. 5.1.5: BHA fordert die Apoptose in PBMC: Die unbehandelten Zellen wurden im
Abstand von 1h mit BHA (500mM)/bzw. DMSO mit oder ohne mAk7C11 inkubiert. Die

Apoptoserate wurde mit AnnV/7AAD Fdrbung im Durchflusszytometer bestimmt.

5.2 Die Reaktivierung von HIV durch CpG-ODNs

Die Problematik des Virusreservoirs in chronisch HIV-infizierten, ruhenden Zellen ist

ein limitierender Faktor fiir den Erfolg von HAART. Obwohl HAART den Virustiter im
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Plasma infizierter Personen bis unter die Sensitivititsgrenze klinischer Tests senkt, kann
das Virus nicht vollstindig aus dem Korper entfernt werden. Als Folge davon miissen
Erkrankte lebenslang mit der komplexen antiretroviralen Therapie behandelt werden.
Das HI-Virus ist in ruhenden Zellen eingebettet in das Wirtsgenom, repliziert aber
nicht. Sobald diese Zellen aktiviert werden, kommt es zur Transkription und Translation
der Virus-DNA; der Virustiter im Blut steigt an. HIV in den Virusreservoirs muss
folglich reaktiviert werden, um es der HAART zugénglich zu machen.

Verschiedene Versuche, die Replikation des Virus in diesen Zellen zu aktivieren,
wurden bereits gemacht. So zeigt sich eine Reaktivation von HIV in chronisch
infizierten Zelllinien durch physiologische Substanzen wie TNF-a, IL-1f, und IFN-y
[95]. Aber auch verschiedene chemische Substanzen, wie der Phorbolester PMA [96],
Prostratin [97], oder Trichostatin A [98] erzielten dhnliche Wirkung. Olaf Kutsch et al.
zeigten zudem die Reaktivierung durch kostimulatorische Molekiile, wie CD40 [99].
Allen diesen Stoffen gemeinsam ist letztendlich die Aktivierung von NFkB.

Aufgrund der Beobachtung, dass bakterielle Infektionen bei HIV-positiven Individuen
oftmals mit einer gesteigerten Virimie einhergehen (Ubersichtsartikel [100] [101]),
wird in dieser Arbeit versucht, mit CpG-ODNs, synthetischen CpG-Sequenzen, die
einen Bestandteil bakterieller DNA bilden, eine Reaktivierung von HIV in latenten
Zellen in vitro hervorzurufen. Es wurden verschiedene DNA-Sequenzen getestet, um
eine unspezifische Wirkung von beliebigen DNA-Sequenzen auszuschliefen. Als
Zellmodell wurden chronisch infizierte ACH-2 T-Lymphoblasten eingesetzt, welche mit
der Zelllinie A3.01 verwandt sind. Diese Zellkultur produziert Virus nur in
geringfiigigen Mengen, der Grofiteil der Zellen verbleibt im inaktiven Zustand. Erst
nach einer addquaten Stimulation erfolgt die Virusreplikation in groBerem Umfang. Die
Messung der Reaktivierungsrate erfolgte mit dem Durchflusszytometer: Das
Virusprotein p24 wurde mit dem Mausantikdrper anti-HIVp24 mAk markiert, und mit
dem daran bindenden  Anti-Maus-IgG-Antikdrper, welcher —mit  einem
Fluoreszenzfarbstoff markiert ist, detektiert (s. Material und Methoden). Die Menge an
produziertem p24 verhilt sich proportional zur Effektivitdt der Virusreplikation. Die
Aktivierungsrate der Zellen wurde mithilfe des anti-CD69 Antikorpers gemessen. In
allen folgenden Experimenten wurde die Messung der Reaktivierungsrate von HIV und

der Zellaktivierungsrate auf diese Art und Weise bestimmt.
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5.2.1 CpG-ODNs reaktivieren HIV in ACH-2 Zellen

Um zu iiberpriifen, ob die immunstimmulatorischen Eigenschaften bakterieller DNA-
Sequenzen auch eine direkte Wirkung auf die Replikation von HIV zeigen, wurden
latent-infizierte ACH-2 Zellen mit unterschiedlichen CpG- und nicht-CpG-Sequenzen
behandelt.

Es wurden verschiedene CpG- und nicht-CpG-ODNs ausgetestet. Die ACH-2 Zellen
wurden fiir 24 Stunden mit unterschiedlichen DNA-Sequenzen inkubiert.

Die Behandlung mit der CpG-Sequnenz ODN 2006 fiihrte zu einer signifikanten
Reaktivierung von HIV. Auch die CpG-Sequenz ODN 1040 erzielte eine Vermehrung
an HIV produzierenden Zellen. ODN 2041, das keine CpG Motive enthilt, zeigte
dagegen keinen Effekt auf die Reaktivierungsrate, genau wie eine mutierte Version von
ODN 2006, ODN 2006 4x TG. Bei dieser Non-CpG Sequenz sind alle Cytidinbasen
gegen Thymidin ausgetauscht worden.

Es kann somit festgestellt werden, dass CpG-Sequenzen HIV reaktivieren, dieser Effekt
sequenz-spezifisch ist und nicht durch die PTO-Modifikation hervorgerufen wird.
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Abb.5.2.1: HIV Reaktivierung erfolgt nach Stimulation mit CpG Motiven. ACH-2 T-
Lymphoblasten wurden fiir 24h mit unterschiedlichen PTO-ODN Sequenzen inkubiert.
Die Messung der HIV-Reaktivierungsrate erfolgt mit dem Durchflusszytometer.

5.2.2 ACH-2 Zellen werden durch CpG-ODNs nicht aktiviert

Um zu iberpriifen, ob die HIV-Reaktivierung durch CpG-ODNs als Folge einer
Aktivierung der Zellen verursacht worden sein konnte, wurden ACH-2 Zellen mit
ODN-CpG 2006,  Phytohdmagglutinin ~ (PHA)/Interleukin-2 ~ (IL-2)  und
Paramethoxyamphetamin (PMA)/Ionomycin behandelt. AnschlieBend wurde sowohl
die Expression von p24, als auch die Aktivierungsrate der Zellen mit dem anti-CD69
mAk gemessen. PMA/Ionomycin zeigte erwartungsgemil eine Aktivierung der Zellen
und der Virusproduktion, und diente als Positivkontrolle. PHA/IL-2 zeigte weder eine
signifikante HIV-Aktivierung, noch eine Zellaktivierung im Vergleich zu der
Negativkontrolle.

Die CpG-Sequenz ODN 2006 dagegen aktivierte die Virusreplikation, ohne dabei die
ACH-2 Zellen zu stimulieren.

CpG Motive aktivieren also die Virusreplikation unabhdngig von einer Aktivierung der

Zelle.
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Abb. 5.2.2: CpG-Motive aktivieren HIV, aber nicht ACH-2 Zellen. ACH-2 Zellen
wurden fiir 24h mit der CpG-Sequenz ODN 2006, PHA/IL-2 und TPA/lonomycin

inkubiert. Danach wurde die Zellaktivierung und die Reaktivierung von HIV mit anti-

CD69mAk und anti-p24mAk im Durchflusszytometer bestimmt.

5.2.3 CpG-ODNs haben keinen Einfluss auf die Aktivierung CD3-positiver PBMCs

Da ACH-2 Zellen nicht durch CpG-ODNs aktiviert werden konnten, sollte festgestellt
werden, ob sich humane periphere mononukledre Blutzellen, die nicht infiziert sind,
dhnlich verhalten, oder ob der Effekt durch eine Eigenheit der Zelllinie bedingt ist. Da
ACH-2 Zellen als T-Lymphoblasten CD3-positiv sind, PBMCs jedoch ein Gemisch
verschiedener Zellarten darstellt, wurde die PBMC Zellkultur im Durchflusszytometer
durch anti-CD3mAk in CD3-positiv (T-Zellen), und CD3-negativ (B-Zellen,

Makrophagen, usw.) aufgetrennt. Die Zellaktivierung wurde gleichzeitig mit einem
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anti-CD69mAk im Durchflusszytometer gemessen. PMA/Ionomycin, ein starkes
Stimulans fiir CD3-positive und -negative Zellen diente als Positivkontrolle.

Genauso wie bei ACH-2 Zellen zeigte sich bei CD3-positiven Zellen keine Erhohung
der Anzahl aktivierter Zellen unter dem Einfluss der CpG-Sequenz ODN 2006. Auch
andere CpG- und Non-CpG-Sequenzen, wie ODN 2040, ODN 2006 Me, ODN 2041,
ODN 2006 4 x TG konnten CD3-positive PBMCs nicht aktivieren.

Im Gegensatz dazu konnten CD3-negative Zellen (z.B. B-Zellen) von allen Cpg- und
Non-CpG-Sequenzen aktiviert werden.

Diese Ergebnisse konnten durch den in Abb. 1.2.3 abgebildeten Mechanismus erkldrt
werden: Wihrend B-Zellen als Trdger von TLRY direkt von CpG-Motiven aktiviert
werden, dauert die indirekte Stimulation von Antigen-spezifischen T-Zellen durch pDCs

meist Tage und kann in diesem Versuch also nicht beobachtet werden.
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Abb. 5.2.3: CD3 positive PBMCs werden durch CpG Motive nicht aktiviert. PBMCs
wurden fiir 24h mit verschiedenen CpG und Non CpG Sequenzen behandelt. Um isoliert
die CD3+ Zellpopulation beurteilen zu kénnen, wurden sie mit anti-CD3mAK in CD3+
und CD3- aufgetrennt, wihrend die Ermittlung der Zellaktivierung durch anti-
CD69mAk im Durchflusszytometer erfolgte.
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5.2.4 Der NFkB-Inhibitor CAPE erhoht die durch CpG Motive verursachte

Reaktivierung von HIV

Der Transkriptionsfaktor NFkB spielt eine groBe Rolle in der Regulation der
Transkription von HIV. Die LTR (long terminal repeats) im HIV-Genom weisen zwei
Bindungsstellen fiir NFkB auf. Aus diesem Grund wurde versucht, die Reaktivierung
von HIV durch CpG-ODNs durch den NFkB-Inhibitor CAPE (Caffeic acid phenylethyl
ester) zu hemmen. CAPE ist bekannt fiir immunstimulatorische, antiinflammatorische
und antikarzinogene Wirkungen. Zudem verhindert es die Translokation der p65-
Untereinheit von NFkB in den Nukleus und die Resynthese des physiologischen
Inhibitors IkBa. Diese Wirkung ist spezifisch fiir NFkB und kann nicht auf andere
Transkriptionsfaktoren iibertragen werden [102]. ACH-2 Zellen wurden fiir 24 h mit
CAPE in verschiedenen Konzentrationen (10-50 uM) in An- oder Abwesenheit der
CpG-Sequenz ODN 2006 inkubiert. Die Messung der p24-Aktivitdt erfolgte mit dem
Durchflusszytometer.

Erstaunlicherweise hemmte CAPE die HIV-Reaktivierung nicht, sondern steigerte sie
bei Konzentrationen von 10-30 pg/ml sogar noch. Erst ab der Konzentration von 40
pg/ml zeigte sich eine leichte Hemmung. Gleichzeitig wurde ein Anstieg der HIV-
Reaktivierungsrate in der Negativkontrolle, die nur mit CAPE behandelt wurde,
beobachtet.

Dies deutet darauf hin, dass CAPE selbst innerhalb bestimmter Konzentrationen HIV in
latent-infizierten Zellen reaktivieren kann. Eventuell ist dieser Effekt auf die

immunmodulatorische Fdhigkeit von CAPE zuriickzufiihren.
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Abb.5.2.4: CAPE aktiviert die HIV-Replikationsrate in ACH-2 Zellen. Die Zellen
wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentration von CAPE in An- bzw. Abwesenheit
der CpG-Sequenz ODN 2006 inkubiert. Die Messung der Reaktivierungsrate erfolgte
nach  Anfdarbung mit  anti-p24mAk und  anti-Maus-Antiserum  mit  dem

Durchflusszytometer.

5.2.5 Der NFkB-Inhibitor SN50 zeigt keinen Effekt auf die Reaktivierung von HIV

Im Gegensatz zu CAPE bindet SN50 an die pS0-Untereinheit von NFkB. Es verhindert
ebenfalls die Translokation in den Nukleus (iiber eine Hemmung der Phosphorylierung
und Degradierung von IkBa), und die Bindung an die virale DNA.

Genauso wie in 5.2.4 wurden ACH-2 Zellen fiir 24 h mit SN50 (2-20 uM) mit oder
ohne der CpG-Sequenz ODN 2006 inkubiert und danach die Replikationsrate {iber die
Expression von p24 im Durchflusszytometer gemessen.

Diesmal konnte kein Effekt auf die Reaktivierungsrate von HIV beobachtet werden
(Abb.5.2.5). Die Verringerung der p24-Expression bei einer SN50-Konzentration von
10uM diirfte wohl auf einem Messfehler beruhen, da der Fehlerbalken grofer ist, und

der Effekt sonst bei keiner anderen Konzentration zu beobachten ist.
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Der Versuch, die Reaktivierung von HIV in chronisch-infizierten Zellen durch eine
Hemmung des Transkriptionsfaktors NFkB zu blockieren ist also fehlgeschlagen,
obwohl NFkB nachweislich durch CpG-ODNs aktiviert wird [103]. Es wdre denkbar,
dass HIV durch andere Transkriptionsfaktoren zusdtzlich reaktiviert wird. So wurde bei

der Reaktivierung von HIV durch PMA die Bedeutung von AP-1 erkannt [104].
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Abb. 5.2.5: SN50 zeigt keine Wirkung auf die durch CpG-ODNs hervorgerufene
Reaktivierung von HIV in ACH-2 Zellen. Die chronisch-infizierten Zellen wurden fiir
24 h mit SN50, mit oder ohne die CpG-Sequenz ODN 2006 behandelt. Die Expression
von p24 wurde nach Fdrbung mit anti-mAkp24 und FITC markiertem anti-Maus-

Antiserum im Durchflusszytometer bestimmit.

5.2.6 Die Hemmung des ERK/MAPK Signalweges durch UO126 hat keinen Einfluss

auf die Reaktivierung von HIV

Da die Inhibition der Reaktivierung von HIV durch NFkB-Inhibitoren keinen Erfolg
erzielt hat, sollte nun versucht werden, auf den Transkriptionsfaktor AP-1 einzuwirken.
Dieser wird iiber die MAP-Kinase-Kaskade aktiviert, die etwa durch UO126 gehemmt
wird [105]. Bei Experimenten, in welchen CD40/CD40L zur Reaktivierung von HIV in

60



chronisch-infizierten Zelllinien benutzt wurde, konnte der Effekt durch UO126
blockiert werden [99].

ACH-2 Zellen wurden 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an UO126 inkubiert (0-
40 uM). Es konnte kein Einfluss auf die Reaktivierung von HIV festgestellt werden.
CpG-Sequenzen stimulieren die HIV-Replikation also nicht iiber den ERK/MAPK-
Signalweg. Da AP-1 fast ausschliefilich iiber diese Kinasekaskade aktiviert wird, ist es
fraglich, ob dieser Transkriptionsfaktor zur Reaktivierung von HIV durch CpG-ODNs
beitrdgt.
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Abb. 5.2.6: U0126 kann die Reaktivierung von HIV durch CpG ODNs nicht
blockieren. ACH-2 Zellen wurden fiir 24 h mit verschiedenen Konzentrationen an
U0126 behandelt, in An- oder Abwesenheit von Cpg-ODN. Die Reaktivierungsrate

wurde im Durchflusszytometer bestimmt.
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6. Diskussion

6.1 Die Wirkung von Antioxidantien auf den Verlauf der Apoptose in verschiedenen

Zellmodellen

Entgegen der frilheren Annahme, Apoptose sei ein klar strukturierter Mechanismus, der
iiber die Aktivierung verschiedener Caspasen zur DNA-Fragmentation und zum
nichtinflammatorischen Zelltod fiihrt, wihrend Nekrose das Gewebe schiddigende
Pendant dazu darstellt, wird heute die Existenz vieler verschiedener zur Apoptose
fiihrender Wege in Betracht gezogen [6].

In dieser Arbeit haben die Antioxidantien NAC und BHA unterschiedliche Wirkungen
auf Apoptose und Phosphatidylserin-Flipflop in den verwendeten Zelllinien erzielt:
obwohl alle Zellen mit CD95L stimuliert wurden, konnte man unter dem Einfluss von
BHA bei A3.01 und PBMCs eine Verstirkung, bei E6-1 eine Hemmung des
Phosphatidylserin-Flipflops beobachten. NAC dagegen hemmte den Phosphatidylserin-
Flipflop bei beiden Zellinien gleichermaflen. Das Auslosen des Phosphatidylserin-
Flipflops wurde dabei als Apoptosezeichen gewertet.

Daraus lassen sich zwei Denkansétze ableiten:

a) NAC und BHA miissen unterschiedliche Reaktionswege im Ablauf der Apoptose
angreifen.

b) Die Zellinien miissen voneinander verschiedene Signalwege zur Vermittlung der
Apoptose besitzen.

In den folgenden Unterpunkten sollen diese Zusammenhinge nédher betrachtet und

erldutert werden.

6.1.1 Hypothesen iiber den durch BHA beeinflussbaren Signalweg bei A3.01

Schon in fritheren Studien wurde neben der CD95 vermittelten Caspase-abhingigen
Apoptose von A3.01 T-Lymphoblasten ein zweiter Signalweg vermutet [90]. Nach
Stimulation von CD95 und der Zugabe des Caspaseinhibitors zVAD-fmk wurde die

Apoptose erwartungsgemdl inhibiert. Gleichzeitig aber konnte noch eine Nekrose
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beobachtet werden. Es wurde vermutet, dass beide Signalwege, die Apoptose und die
Nekrose, unter normalen Umstdnden nebeneinander ablaufen, bei dem Ausschalten des
einen (durch zVAD.fmk), der andere, nimlich in diesem Fall die Nekrose, verstirkt
wird. Interessanterweise hdngt das Reaktionsmuster der A3.01-Zellen dabei auch von
der Art des Apoptosestimulus ab: Apoptoseinduktion mit den DNA-Topoisomerase-
Inhibitoren Camptothecin und Etoposid unter Inhibition der Caspase fiihrte zur
Nekrose, wihrend es nach Behandlung mit dem Serpase-Inhibitor TPCK nicht zur
Nekrose kam [106]. Weitergefiihrt wurde dieses Experiment durch die Stimulation von
CD95 und dem Zusatz von zVAD-fmk und dem Radikalenfinger BHA [90]. BHA
zusammen mit zVAD-fmk hemmte nun nach Apoptoseinduktion, neben der Apoptose
(Hemmung durch zVAD-fmk), auch noch die Nekrose (Hemmung durch BHA) [90].
Weiterhin ist BHA bekannt fiir die Hemmung der Lipidperoxidation [107] und des
Cytochroms P450 [108], sowie fiir eine Aktivierung der GSH-Transferase [109].
Resultat ist die verminderte Bildung von ROS. Daneben wird noch der Einfluss von
ROS auf die Aktivitit der Bcl-2 Proteinfamilie diskutiert [21]. So wére es auch
moglich, dass BHA direkt auf diese mitochondrialen Proteine Einfluss nimmt.
Interessanterweise wird mit der vorliegenden Arbeit eine Verstirkung der Apoptose
nach CD95-Stimulation und Behandlung mit BHA beschrieben. In Ubertragung auf die
mit zZVAD-fmk gemachte Beobachtung kann man davon ausgehen, dass durch die
Hemmung der Nekrose die Apoptose forciert wird. Abb. 5.1.1 zeigt einen Uberblick der
Theorie.

Da Experimente mit menschlichen PBMC &hnliche Ergebnisse brachten [90], und in
dieser Arbeit nach Zugabe von BHA auf CDO95 stimulierte PBMC ebenfalls die
Apoptoserate stieg, muss von vergleichbaren Verhéltnissen bei priméren humanen T-
Zellen ausgegangen werden: Auch bei ihnen lduft ein nekrotischer neben einem

apoptotischen Signalweg ab.
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Abb. 6.1.1: ZVAD verstdirkt die Nekrose, BHA die Apoptose, unter jeweiliger Hemmung
des anderen Signalweges bei A3.01 T-Lymphozyten.

6.1.2 Auch E6-1 Jurkat-Zellen kdnnten einen alternativen Signalweg aufweisen

Im Gegensatz zu der A3.01 Zelllinie siemmt BHA die Apoptose in E6-1 Jurkat-Zellen.
Die durch CD95 induzierte Apoptose bei E6-1 Jurkat-Zellen wird durch
Caspaseinhibitoren vollstindig blockiert [90]: Es konnte keine sekundidre Nekrose
beobachtet werden. So ist man davon ausgegangen, dass diese Zelllinie nur iiber den
Caspase-abhingigen Signalweg verfiigt.

Es stellt sich also die Frage, warum BHA, das bestimmt nicht die Caspasekaskade
hemmt, {iberhaupt eine Wirkung (und noch dazu eine anti-apoptotische) bei E6-1
Jurkat-Zellen zeigt, wenn kein anderer Signalweg existiert.

Aufgrund dieser Tatsache und verschiedenen Studien, in welchen E6-1 Jurkat-Zellen
trotz der Blockierung der Caspase 8 apoptotisch wurden [9], drdngt sich nun immer
mehr die Vorstellung eines zweiten Signalweges bei E6-1 Jurkat-Zellen auf: da die

hemmende Wirkung von BHA in dieser Arbeit belegt ist, wird es sich wahrscheinlich
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um einen redox- vermittelten Signalweg handeln, der eventuell iiber die Mitochondrien
vermittelt wird.

Dieser zweite Signalweg kann alleine, ohne mithilfe der Caspasen, die Apoptose nicht
ausldsen, sonst konnte zZVAD-fmk die Apoptose nicht komplett inhibieren. Es muss sich
also um eine Signalvermittlung handeln, die nicht auf Caspasen beruht, isoliert nicht zur
Apoptose fiihrt, aber essentiell fiir die Ausfithrung der Apoptose ist:

Ohne ihn (z.B. wenn er durch BHA inhibiert wird) kann keine Apoptose stattfinden.
Klarer wird diese Beobachtung durch ein Zellmodell, das einige Arbeitsgruppen

favorisieren [19, 110]. Dieses soll im folgenden Kapitel ndher beschrieben werden.

6.1.3 Erklidrung der unterschiedlichen Wirkung von BHA mithilfe der Einteilung in

Zellen in zwei unterschiedliche Zelltypen

Neben verschiedenen anderen Versuchen, die verwirrende Vielfalt von nebeneinander
ablaufenden Signalwegen widhrend der Apoptose zu klassifizieren, existiert die
Aufteilung von Zellen in zwei verschiedene Gruppen: Typ 1 und Typ 2 Zellen.

Die Zellen vom Typ 1, worunter beispielsweise T-Lymphozyten fallen, fiihren die
Apoptose iiber den altbekannten Weg der Caspasen aus [110]. Eine Beeinflussung der
mitochondrialen Funktion durch anti-apoptotische Bcl-2 Proteine kann hier die
Apoptose nicht verhindern [19]. Dazu sind lediglich Caspaseinhibitoren fhig.

Die phylogenetisch dlteren Zellen vom Typ 2 (zum Beispiel Hepatozyten), sind dagegen
noch auf andere Signalwege angewiesen: fiir die Exekution der Apoptose wird bei ihnen
zusitzlich noch eine mitochondriale Verstirkung benotigt. Wird diese Unterstiitzung
durch die Mitochondrien zum Beispiel durch anti-apoptotische Bcl-2 Proteine
unterbunden, kann trotz CD95 Stimulation keine Apoptose stattfinden [111, 112].
Dieser mitochondriale Weg wurde schon in 1.1.3 zum Grofteil beschrieben. Dort wurde
er dem apoptose-dhnlichen PCD, zum Teil aber auch dem klassischen PCD zugeordnet:
die Caspase 8 aktiviert BH3-only Proteine der Bcl-2 Superfamilie. Diese wiederum
aktivieren entweder die pro-apoptotischen Proteine der Familie (wie Bax und Bak), oder
inhibieren die anti-apoptotischen Proteine (z.B. Bcl-2, Bcl-xi). Durch die Vermittlung

von Bax und Bak kommt es schlieBlich zur Freisetzung von Cytochrom c, AIF,
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SMAC/Diablo und IAPs, die alle entweder direkt, oder iiber die Bildung von
Apoptosomen zum Zelltod fithren. Abb. 5.1.3 gibt einen schematischen Uberblick iiber
beide Zellmodelle.

Es kann nun die Hypothese aufgestellt werde, dass zu den Zellen Typ 1, zu denen T-
Lymphozyten gehoren, auch humane PBMCs, und die Zelllinie A3.01 gezdhlt werden
konnen: Obwohl natiirlich die spezifische Wirkung von BHA auf die mitochondrialen
Signalwege nicht bewiesen ist, kann eine Einflussnahme auf sie nicht ausgeschlossen
werden. Schlieflich ist BHA ein Radikalenfinger und die Aktivitidt der Mitochondrien
ist stark vom Redoxpotential der Zelle abhéngig. Zudem wurde schon in fritheren
Studien eine Hemmung der BCL-2-Aktivitdt durch reaktive Sauerstoffspezies berichtet
[21]. BHA konnte diesen Vorgang inhibieren. Wenn also bei PBMCs und A3.01 Zellen
versucht wird, durch BHA Einfluss auf die Mitochondrien zu nehmen, hat dies keine
hemmende Wirkung auf die Apoptose, da sie nicht abhdngig von dem durch BHA
inhibierbaren Nekroseweg ist. Die dariiber hinausgehende Verstirkung der Apoptose
liegt dann wohl an dem Wegfall des beschriebenen Nekrosewegs.

Des Weiteren stellt sich die Frage, ob es sich bei diesem Signalweg wirklich um echte
Nekrose handelt, oder um einen nekrosedhnlichen PCD, der aktiv ablduft und durch
Bcl-2, Proteinasen, u.a. aufgehalten werden kann [11]. Leider sind hierzu noch keine
Studien bekannt, Nekrose und nekrosedhnlicher PCD sind morphologisch nicht zu
unterscheiden. Dennoch wiirde diese Uberlegung gut zu der vermuteten Wirkung von
BHA passen.

E6-1 Zellen dagegen scheinen sich gut in das Bild der Typ 2 Zellen einfiigen zu lassen:
durch die oben vermutete Wirkung von BHA auf die Mitochondrien wiirde also der
Bax/Bak vermittelte pro-apoptotische Effekt gehemmt werde. Daraus resultiert dann die
in 4.1.3 beschriebene Hemmung der Apoptose, da in Typ 2 Zellen die mitochondriale
Verstiarkung notwendig fiir eine erfolgreiche Ausfithrung der Apoptose ist.

Gegen diese eigentlich logischen Vermutungen stehen zwei andere Versuchergebnisse:
So berichtet eine Forschergruppe von einer durch BHA induzierten Apoptose in
Rattenhepatozyten [94]. Eine andere beschreibt die Hemmung der Apoptose in mit
BHA behamdelten Thymuszellen von Ratten [93]. Es werden also genau gegenteilige
Ergebnisse beschrieben: In Hepatozyten, welche zum Typ 2 gehoren, soll die Apoptose

verstirkt ablaufen, statt wie bei den Jurkat-Zellen gehemmt werden. Noch dazu wird
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eine Hemmung in Thymozyten, den Vorldufern von T-Lymphozyten, beschrieben,
obwohl diese eindeutig zu Typ 1 zugeordnet werden konnen.

Es ergeben sich mehrere Erklarungsmoglichkeiten fiir diese Diskrepanz:

1) Rattenzellen reagieren anders als humane Zellinien;

2) BHA hat doch keinen Einfluss auf die Mitochondrien, sondern wirkt {iber andere
Mechanismen;

Allerdings wurden Jurkat-Zellen schon frither den Typ 2 Zellen zugeordnet. PBMC
gehoren als Lymphozyten eindeutig den Typ 1 Zellen an. Des Weiteren verhilt sich die
Theorie stimmig zu den Versuchsergebnissen, die Erkldrung anhand des Modells ist in
sich schliissig. Deshalb wird in dieser Arbeit die mitochondriale Einflussnahme von

BHA mit den beschriebenen Vorgédngen als logische Folge davon favorisiert.

CD95
TYP 1 / \ FADD TYP2
BH-3 only
v
Caspasen- A A
kaskade Bel-2
Bel-x;
Mitochondrium
AIF
14P
SMAC ~I
Diablo
Caspase 3 Cytochrom ¢ —»
X Apoptosom
. (Apafl, Caspase 9,
Stérung der / Cytochrom c)
Mitochondrienfunktion
Zelltod

Abb. 6.1.2: Schematische Ubersicht der Signalwege in Typl und Typ 2 Zellen (mod.
nach [113]).
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6.1.4 Mechanismus der durch NAC vermittelten Hemmung der Apoptose

NAC verhilt sich ganz anders als das Antioxidans BHA. Sowohl in der A3.01 Zelllinie,
als auch in der E6-1 Zelllinie wird durch NAC die Apoptose gehemmt.

Daraus ldsst sich zumindest schlieen, dass NAC nicht den Nekroseweg bei A3.01
Zellen hemmt. Gleichwohl 16st die Hemmung der Apoptose in A3.01 auch nicht den
alternativen Nekroseweg aus. Es muss folglich ein anderer Mechanismus hinter der
inhibitorischen Wirkung vermutet werden.

NAC scheint beinahe wie eine Kombination von ZVAD und BHA zu wirken, woraus
man schlussfolgern konnte, dass die Apoptose eventuell in einem fritheren Stadium,
also nicht wéhrend der Exekution, sondern schon wéhrend der Initiation gehemmt
werden muss.

Tatsdchlich wurde in einigen Studien die Rolle von NAC in der Regulation von
Transkriptionsfaktoren beschrieben: So wurde gezeigt, dass Thiole, zu welchen auch
NAC gehort, in die redoxvermittelte Regulation des Transkriptionsfaktors NFkB
eingreifen. Durch Hemmung des Transkriptionsfaktors wird die Expression
verschiedener Proteine, darunter auch CD95L verhindert [29].

Allerdings wurde in dem in dieser Arbeit besprochenen Versuch CD95L, bzw. der
mkA7C11 im Uberschuss dazugegeben, eine Expression durch die Zellen war hier also
nicht notig.

In einer weiteren Versuchsreihe jedoch wird eine durch NFkB induzierte Expression
von CD95, also dem Rezeptormolekiil vermutet [30].

Die Theorie der Hemmung von NFkB passt also bestens zu den Beobachtungen in

dieser Arbeit.

6.1.5 Die Abhingigkeit des Phosphatidylserin-Flipflops von der Apoptose

Der Wechsel von Phosphatidylserin von der Membraninnenseite auf die Aufenseite
(Flipflop) wir allgemein als Apoptosezeichen anerkannt. Auch in der vorliegenden
Arbeit wurde das Erscheinen von Phosphatidylserin auf der Zelloberfliche als

Apoptosezeichen genutzt (s. Material und Methode).
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Phosphatidylserine werden auf der Innenseite der Plasmamembran gebildet. Eine
spezifische Aminophospholipid-Translokase sorgt dafiir, dass keine Phosphatidylserine
auf die Aullenseite gelangen [91].

Andere Gruppen zeigten, dass neben der redoxsensiblen Translokase noch andere
Faktoren eine Rolle spielen [114]: die Inhibition der Translokase alleine reichte nicht
aus, um den Flipflop zu verhindern. Dafiir wurde die Abhéngigkeit von der
extrazelluliren ~Ca®’-Konzentration gezeigt; unter Ca’’ Mangel trat kein
Phosphatidylserin-Flipflop auf, trotz eindeutiger Apoptosezeichen. Interessanterweise
war bei dieser Arbeit der Versuch, die Aktivitit der Translokase durch Antioxidantien
zu erhalten, nicht erfolgreich.

In dieser Arbeit dagegen konnte gezeigt werden, dass NAC den Flipflop in beiden
ausgetesteten Zelllinien sehr wohl verhindert. Es wiére also durchaus denkbar, dass
NAC den Flipflop iiber eine Inhibition von Transkriptionsfaktoren hemmt.

Auch eine Beeinflussung der Ca’’-Konzentration iiber einen Bcl-2 gesteuerten
mitochondrialen Weg wire denkbar. So konnte die Wirkung von BHA erklirt werden:
in Jurkat-Zellen wiirde {iiber eine Hemmung des mitochondrialen Weges die
intrazellulire Ca’’-Konzentration gedndert, in A3.01 Zellen wire die verstirkte
Anwesenheit von Phosphatidylserin auf der duleren Membranseite mit einem Wegfall
des nekrotischen Wegs und einer vermehrten Apoptoseaktivitit zu erkliren.

Dennoch bleibt die Beeinflussung des Flipflops durch Antioxidantien hier eine reine
Spekulation, da die Quantifizierung der Anwesenheit von Phosphatidylserin auf der
Zelloberfliche verkniipft war mit der Erhebung der Apoptoserate. Dariiber hinaus
konnte die Apoptose nur qualitativ mittels der erhohten Granularitit im SSC des

Durchflusszytometers bestimmt werden.
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6.2 Die Reaktivierung von HIV in chronisch infizierten Zellen durch CpG-ODNs

Die  immunstimulatorische = Wirkung  von  CpG-ODNs  ist  intensiver
Forschungsgegenstand: Die Mechanismen, welche zur Zellaktivierung und
Cytokinfreisetzung fiihren, sind zwar noch nicht bis ins Detail geklért, aber es konnte
ein Uberblick iiber die Bindungspartner und Effekte der CpG-Motive gewonnen werden
(Ubersichtsartikel [89]).

Vollkommen ununtersucht ist die Fahigkeit bakterieller DNA-Sequenzen, in ruhenden,
HIV-infizierten T-Zellen die Transkriptionsrate von HIV in vitro zu stimulieren. In
dieser Arbeit konnten einige Ergebnisse dazu gesammelt werden, trotzdem bleiben viele
Fragen offen:

Es konnte gezeigt werden, dass CpG-ODNs spezifisch HIV reaktivieren, unabhingig
von der aktivierenden Wirkung des Phosphotioatgeriistes. Gut in den derzeitigen
Forschungsstand einfiigen ldsst sich auch die fehlende CD69-Aktivierung durch CpG-
OdNes, trotz gleichzeitiger HIV Expression (s.6.2.2).

Ungewiss bleibt, welche Transkriptionsfaktoren fiir die Reaktivierung des Virusgenoms
durch CpG-ODNs verantwortlich sind.

In den nachfolgenden Punkten soll versucht werden, die gewonnenen Daten in den
derzeitigen Forschungsstand einzuordnen, und Modelle fiir den CpG-Mechanismus zu

entwickeln.

6.2.1 CpG-ODN s reaktivieren HIV direkt

Es gibt Hinweise darauf, dass CpG-Sequenzen zu einer Erhdhung der Virusreplikation
in chronisch infizierten Zellen fiihren. So zeigte eine Gruppe kiirzlich, dass CpG-ODNs
die HIV-Replikation in fiir HIV transgenetischen Milzzellen von Médusen stimuliert
[115]. Hierbei ist aber unklar, ob es sich um einen direkten oder indirekten Effekt der
CpG-Sequenzen handelt.

Das Modell der ACH-2 Zellen erlaubt es dagegen, direkte Effekte der CpG-Sequenzen
nachzuweisen. Es konnte gezeigt werden, dass CpG-ODNs in der latent infizierten

Zelllinie zu einer direkten Reaktivierung von HIV fiihren. Dabei handelt es sich um eine
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CpG-spezifische Reaktivierung, bei der das Phosphothioat-Geriist der ODNs keine
Rolle spielt.

Weiterhin ist der durch CpG-ODNs erzielte Effekt konzentrationsabhingig, wie
Mitglieder unserer Forschungsgruppe herausfanden. Zudem beobachteten sie einen
stimulatorischen Effekt von methylierten CpG-Motiven auf die Reaktivierung von HIV
(nicht publizierte Daten). Damit wéren bisherige Vermutungen widerlegt, dass
bakterielle CpG-Motive das Immunsystem aufgrund der fehlenden Methylierung
aktivieren. Vielmehr wird dadurch die These gestirkt, dass CpG-Motive in Vertebraten
supprimiert werden.

Mehrere Faktoren lassen auf eine Wirkung von CpG-Sequenzen in vivo hoffen:

In HIV-positiven Patienten ldsst sich wéhrend opportunistischen bakteriellen
Infektionen eine Erhohung der Viruslast im Blut feststellen [116, 117]. Des Weiteren
vermutet die Gruppe um Agrawal, welche von einen Anstieg der Viruslast bei der
Therapie HIV infizierter Individuen mit HIV-Gag Antisense ODNs berichtet, einen

Zusammenhang mit CpG-Motiven innerhalb der verwendeten Sequenzen [118].

6.2.2 Der stimulatorische Effekt von CpG-Motiven ist in T-Zellen nicht stark genug fiir

eine Aktivierung der Zellen

Bei der Reaktivierung von HIV in chronisch-infizierten T-Zellen durch Substanzen wie
IL-6, TNFo oder PMA wird meist gleichzeitig auch die Zelle aktiviert (Abb.5.2.2,
5.2.3). Auf den Stimulus von CpG-Motiven reagierten aber weder ACH-2 Zellen noch
CD3+ PBMCs mit einer CD69-Aktivierung.

Diese Beobachtung entspricht auch der Beobachtung vieler Forschungsgruppen, welche
sich mit der Zellaktivierung durch CpG-ODNs beschiftigen:

Demnach aktivieren CpG-Sequenzen hauptsichlich B-Zellen und Antigen-
prasentierenden Zellen, da diese TLR9 (Toll-like receptor 9; s. 1.2.6) tragen, mit dem
CpG-Motive spezifisch reagieren. T-Zellen dagegen, die kein TLR9 aufweisen, sollen
nicht direkt stimuliert werden, sondern erst nach Tagen, im Rahmen der adaptiven
Immunantwort auf die Cytokinfreisetzung der B-/DC-Zellen aktiviert werden

(Ubersichtsartikel [89]).
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ACH-2 Zellen und CD3+ PBMCs werden also als T-Zellen nicht von CpG-ODNs
aktiviert, wiahrend die CD3- PBMCs (B-Zellen) durch CpG-Motive stimuliert werden
konnten (Abb.5.2.3).

Wie aber kann die HIV-Replikation durch CpGs in ruhenden Zellen aktiviert werden,
obwohl der Bindungspartner TRLY nicht vorhanden ist und die Zellen selbst nicht
aktiviert werden? Und wie ldsst sich die beobachtete Aktivierung von NFkB [103], ein
Transkriptionsfaktor, der von CpGs durch die Bindung an TLRY stimuliert wird,
erkldren?

Entgegen der vorher angefiihrten Behauptung, T-Zellen wiirden kein TLR9
exprimieren, wurde entdeckt, dass sie doch, wenn auch sehr schwach, TLR9 aufweisen
[119]. Es ist also sehr wahrscheinlich, dass auch in T-Zellen die CpG-Sequenzen an
TLRO9 Rezeptoren binden. Da die Anzahl dieser Rezeptoren aber begrenzt ist, kommt es
nur zu einer schwachen Erhohung der Cytokinfreisetzung und zu einer geringfiigigen
Aktivierung von NFkB. Diese Effekte reichen zwar nicht aus, um die Zelle aus ihrem
inaktiven Zustand herauszufiihren, aber die HI-Virus Replikation konnte durch diesen
geringen Stimulus schon angestof3en werden.

Weiterhin wurde berichtet, dass CpG-Motive kostimulatorische Wirkung haben
konnten. So beobachtete eine Gruppe eine CD69-Aktivierung ruhender Zellen nach
Behandlung mit CpGs und Interleukinen. Es zeigte sich jedoch, dass dieser Effekt auf
den Poly-Guanosin Sequenzen innerhalb der CpG ODNs beruhte und auflerdem nur

CD8+ Zellen betraf [120].

6.2.3 Die Rolle von NFkB in der Reaktivierung von HIV durch CpG-ODNs

Die Reaktivierung von HIV-1 in chronisch infizierten Zellen durch Cytokine erfolgt vor
allem durch den Transkriptionsfaktors NFkB [121]. NFkB liegt in ruhenden T-Zellen
im Cytoplasma vor, sequestriert durch den physiologischen Inhibitor IkB
(Ubersichtsartikel [122]). Nach der Aktivierung durch Mitogene wie PMA, wird NFkB
aufgrund der Phosphorylierung und Degradierung von IkB freigesetzt. Darauthin
wandert NFkB in den Nukleus, um dort eine Vielzahl von Promotern zu aktivieren,

unter ihnen auch die LTR-Sequenz des HIV-Genoms [123]. Der HIV-LTR weist zwei
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Bindungsstellen fiir NFkB auf. Es gibt Hinweise, dass NFkB in latent infizierten T-
Zellen durch die Rekrutierung von Acetylasen das storende Nukleosom (Nuc-1)
rupturiert und so die Transkription mdglich wird (Abb.6.2.1) [124].

Acetylierung und Chromatin

Remodelling
NFkB
e A A @ ThEm A W oA ..
,,,,,, 252 252 gf)\;A-
....... TAR
Sl
Poll et
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Transkriptionsrate

Abb.6.2.1: NFkB hebt die Sperrung der Transkription in ruhenden T-Zellen durch die
Aktivierung von Acetylasen auf (mod nach [125]).

Es wurde gezeigt, dass die Reaktivierung von HIV durch CpG-ODNs mit einer erhohten
Aktivitdt von NFkB einhergeht [103]. AuBlerdem ist bekannt, dass die Aktivierung von
TLRO in Antigen-Préisentierenden Zellen NFkB aktiviert [86, 87]. In der vorliegenden
Arbeit konnten NFkB-Inhibitoren die durch CpG-ODN stimulierte Reaktivierung von
HIV nicht hemmen.

Im Gegenteil, der Inhibitor CAPE weist sogar selbst HIV-reaktivierende Potenz auf.
Diese Tatsache konnte allerdings auf eine intrinsische Aktivitit von CAPE
zurlickzufiihren sein. CAPE hemmt die Translokation des p65 Proteins von NFkB in
den Nukleus, nicht aber die Degradierung und Phosphorylierung von IkB. Zudem stort
es die Resynthese von IkB in Folge einer Aktivierung durch Mitogene wie PMA [102].
Man konnte also schlussfolgern, dass CAPE innerhalb bestimmter Konzentrationen

(hier von 10-30 pg/ml) durch die Hemmung der Resynthese von 1kB die Konzentration
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an freiem NFkB erhoht, und so positiv auf die Reaktivierung von HIV einwirkt. Bei
hoheren Konzentrationen schlieBlich konnte der hemmende Effekt auf die NFkB-
Aktivierung einsetzen, und die in dieser Arbeit beobachtete leichte Inhibition der HIV
Reaktivierung bei Konzentrationen iiber 30 pg /ml auslosen. Es muss aber beachtet
werden, dass die NFkB-Aktivierung in dieser Arbeit von CpG-ODNs ausgelost wurde
und somit eventuell auch andere, unbekannte Mechanismen fiir die von CAPE
ausgelosten Effekte in Frage kommen konnten.

SN50 dagegen inhibiert das NFkB Protein p50 und hemmt direkt die Degradierung von
IkB. So blockiert es die Translokation von p50 in den Nukleus. In der vorliegenden
Arbeit zeigt SN50 keinen Einfluss auf die durch CpG-ODNs vermittelte Reaktivierung
von HIV in ruhenden T-Zellen, auch wenn die Erhéhung von NFkB gezeigt wurde
[103]. Dies konnte verschiedene Ursachen haben:

1) NFkB ist nicht der einzige Transkriptionsfaktor, der fiir die Reaktivierung von HIV
zustindig ist; seine Gegenwart ist nicht essentiell fiir die Replikation

2) NFkB kann durch Signalwege aktiviert werden, die nicht anfallig fiir SN50 sind
Tatsdchlich wurde im Zusammenhang mit der Reaktivierung von HIV durch andere
Substanzen die Beteiligung von weiteren Transkriptionsfaktoren beobachtet: Der
Transkriptionsfaktor NFAT verstirkt die HIV-Expression in priméren CD4+ T-Zellen
[126]. AuBerdem soll NFAT neben der NFkB Bindestellen in der U3-LTR Region mit
den Untergruppen NFATc1 und NFATc2 eine Bindunsstelle in der Region U5 des HIV-
LTRs aufweisen [127].

Aber auch der Transkriptionsfaktor AP-1, welcher iiber die MAP-Kinase-Kaskade
aktiviert wird, kann die durch Cytokine stimulierte HIV Reaktivierung in chronisch
infizierten Zellen regulieren [104].

Es wire also durchaus moglich, dass diese verschiedenen Transkriptionsfaktoren bei der
in dieser Arbeit beobachteten Reaktivierung von HIV durch CpG-Motive eine Rolle

spielen.
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6.2.4 Die Rolle des ERK-MAP-Kinase-Signalweges bei der Reaktivierung von HIV

Die ERKI1/2 Mitogen-Aktivierte-Protein-Kinase (MAPK) ist bekannt fiir ihre
Interaktion in Cytokin- und Mitogen-vermittelten Signalwegen [128]. MAK wir dabei
durch die Phosphorylierung on Threonin und Thyrosinresten von der MAP-Kinase
(MEK) iiber die Raf/MEK/ERK Kaskade aktiviert. Die so aktivierte ERK-MAP-Kinase
ist unter anderem fiir die Stimulierung einiger Transkriptionsfaktoren, wie AP-1 oder
Elk-1 zustdndig [128]. Auch bei der Reaktivierung von HIV in latent infizierten Zellen
wurde eine Aktivierung der MAPK beobachtet [104]: nach der Stimulation der HIV-
Replikation in Ul Zellen durch Cytokine und Mitogene berichten Yang et al. von einer
notwendigen Beteiligung der MAPK, die den Transkriptionsfaktor AP-1 stimuliert:
wird die MAPK durch Inhibitoren wie PC98059 gehemmt, sinkt die Expression von
HIV.

Folglich konnte man vermuten, dass auch die HIV-Replikation durch CpG-Motive iiber
dhnliche Signalwege gesteuert werden konnte. Jedoch zeigte die Hemmung der ERK-
MAPK durch UO126 keinen Effekt auf die HIV-Expression. Entweder wird also die
CpG-vermittelte Reaktivierung von HIV génzlich unabhingig von der MAPK Kaskade
geregelt, oder die MAPK ist zwar Bestandteil bei der Aktivierung von HIV, aber nicht

unbedingt notwendig.

6.2.5 Modell der Reaktivierung von HIV durch das Zusammenspiel verschiedener

Transkriptionsfaktoren

Wie aus den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit ersichtlich ist, konnte die Replikation
von HIV weder von NFkB-Inhibitoren, noch von Hemmern der MAPK-Kinase
entscheidend blockiert werden, obwohl eine Involvierung von NFkB hier sehr
wahrscheinlich ist [103]. Hilfreich kénnte bei dieser Uberlegung das von Yang et al.
postulierte Modell einer kooperativen Interaktion zwischen AP-1 und NFkB bei einer
durch Cytokine induzierten Reaktivierung von HIV sein [104]: NFkB wird sowohl von
MAPK als auch von der IkB Kinase aktiviert, und aktiviert zusammen mit AP-1 die

HIV Transkription (Abb.6.2.5). Die alleinige Aktivierung von NFkB aber reicht hier
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nicht fiir eine Reaktivierung von HIV aus [104]. In der vorliegenden Arbeit konnte
UO126 die Reaktivierung nicht reduzieren. Auch NFkB-Inhibitoren zeigten keinen
reduzierenden Einfluss auf die Reaktivierung der HIV-Replikation. Dies wire darauf
zuriickzufiihren, dass bei der Blockierung des MAPK-Signalweges, im Gegensatz zu
den Beobachtungen von Yang, die Reaktivierung durch NFkB ausreichen wiirde,
wihrend bei Blockierung von NFkB der MAPK-Signalweg die Aktivierung von AP-1
und NFkB iibernehmen wiirde. Es sollte also an Experimente gedacht werden, welche
die Inhibitoren beider Signalwege gleichzeitig austesten.

Genauso gut konnte auch eine Mitbeteiligung von NFAT eine Rolle spielen, oder AP-1
konnte in diesem Reaktivierungsmechanismus unwichtig sein. Da {iber die Vermittlung
von CpG-ODNs jedoch ebenfalls Cytokine wie IL-6 und TNFa gebildet werden,

erscheint der Vergleich mit diesem Zellmodell durchaus sinnvoll.
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Abb.6.2.2: Die Induktion der HIV-Expression durch das Zusammenspiel von AP-1 und
NFkB (modifiziert nach [104]).
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6.2.6 Die Bedeutung der Reaktivierung von HIV durch CpG-ODNs im Hinblick auf

neue Therapiemdglichkeiten

In der vorliegenden Arbeit konnte die Spezifitit von CpG-ODNs in Bezug auf die
Reaktivierung von HIV in chronisch-infizierten Zellen in vitro gezeigt werden. Kénnten
dhnliche spezifische Effekte in vivo bei HIV-positiven Patienten ausgeldst werden, so
wire das ein Schritt mehr in Richtung der vollstandigen Eliminierung des Virus aus
dem infizierten Organismus. Durch diese Methode konnten die Virusreservoirs in
ruhenden T-Zellen, Makrophagen und dentritischen Zellen reaktiviert werden und
wiren so einer effizienten Therapie mit HAART zugénglich.

Mehrere Studien bestirken die Wahrscheinlichkeit einer HIV-Reaktivierung durch
CpG-ODNs in vivo, auch wenn die Effekte nicht nachweislich auf CpG-Motive
zurlickzufiihren sind:

HIV-Patienten, welche mit HIV-Gag-Antisense-ODNs behandelt wurden, zeigten einen
unerwarteten Anstieg der Viruslast im Blut [118]. Dies konnte auf einen Effekt der
CpG-Motive innerhalb der benutzten Sequenz hindeuten. Zudem wurde in dem Friend-
Maus-Modell gezeigt, dass CpG-ODNs als Post-Expositionsprophylaxe nach einer
Infektion mit Retroviren vor einer Erkrankung schiitzt [129]. Interessanterweise war
dabei der Zeitpunkt der Behandlung wichtig fiir den Therapieerfolg: nur die Therapie
nach Viruskontakt war erfolgreich, wihrend eine Verabreichung vor der Infektion eine
beschleunigt Entwicklung der virusbedingten Erythroleukdmie zur Folge hatte [130].
Auch bei der Entwicklung von HIV-Vaccinen wird grofle Hoffnung in die Wirkung von
CpG-Motiven gesetzt. In einem Maus-Modell flihrte die Immunisation mit einem HIV-
I-Immunogen und inkompletten Freund-Adjuvants (HIV-IFA) zusammen mit der CpG-
Sequenz HYB2055 =zu einer starken, HIV-spezifischen Immunantwort [131].
Experimente mit nicht-humanen Primaten zeigten einen deutlichen Anstieg der HIV-
spezifischen CD8-T-Zellantwort nach Behandlung mit dem HIV-Gag Antigen in
Kombination mit TLR7, TLR8 und TLR9 Rezeptor-Agonisten [132]. Dabei waren auch
CpG-Sequenzen als TLR9-Agonisten beteiligt.

Weitere Experimente sollten also die Fahigkeit von CpG-Motiven, HIV in vivo zu

reaktivieren, untersuchen.
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7. Zusammenfassung

Der erste Teil der vorliegenden Arbeit befasste sich mit der Wirkung von
Antioxidantien auf die Apoptose. Dabei sollte vor allem die Abhéngigkeit der
Apoptosereaktion von der verwendeten Zellinie gepriift werden. Zwei verschiedene
Zellmodelle kamen zum Einsatz, A3.01 T-Zelllymphoblasten und E6-1 Jurkat-Zellen.
Als Antioxidantien wurden das natiirlich vorkommende N-Acetylzystein und das
synthetische Antioxidans BHA ausgewihlt. Die Zellen wurden mit CD95L stimuliert,
und mit den entsprechenden Antioxidantien behandelt. Nach der Inkubation wurden sie
mit AnnexinV und 7AAD gefiarbt. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, 7AAD an
den Nukleus. Die Zellen wurden im Durchflusszytomter analysiert. Zellen, die nur
Annexin V positiv waren, wurden als apoptotisch gezdhlt, wahrend Zellen die fiir
AnnexinV und 7AAD positiv waren (also einen Membranstérungen aufwiesen) als
nekrotisch betrachtet wurden. Aus den in dieser Arbeit gewonnen Daten ldsst sich
schlieBen, dass die Apoptose in verschiedenen Zelllinien {iiber unterschiedliche
Signalwege vermittelt wird. A3.01 Zellen waren bereits fiir die Existenz eines nekrose-
dhnlichen Zelltodes unter Caspaseinhibition bekannt. BHA konnte diesen nekrose-
dhnlichen Zelltod verhindern. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass BHA nach
Apoptoseinduktion ohne Caspaseinhibitoren eine stirkere Apoptose induziert als ein
CD95-Ligand alleine. Dieselbe Reaktion konnte bei peripheren Blutmonozyten
(PBMC) beobachtet werden. Bei E6-1Jurkat-Zellen, die nach Inhibition der Caspase
keinen nekrotischen Zelltod erleiden, kam es nach der Behandlung mit BHA und CD95
zu einer Abnahme der Apoptose. Diese Beobachtungen lassen vermuten, dass die
verwendeten Zellinien unterschiedlichen Zelltypen angehoren: A3.01 Zellen und PBMC
konnten den Typ 1 Zellen zugeordnet werden, die fiir die Durchfithrung der Apoptose
auf Caspasen angewiesen sind, E6-1 Zellen konnten Typ 2 Zellen verkorpern, die
zusitzlich noch auf mitochondriale Stimulation angewiesen sind, um apoptotisch zu
werden. Diese mitochondriale Stimulation kdnnte durch BHA verhindert werden und so
bei E6-1 Jurkat-Zellen Apoptose verhindern. NAC hingegen zeigte in der vorliegenden
Arbeit einen anti-apoptotischen Effekt sowohl bei der A3.01 Zelllinie, als auch bei E6-1
Jurkat-Zellen. Hieraus konnte geschlussfolgert werden, dass NAC bereits zu einem

fritheren Zeitpunkt in den Ablauf der Apoptose eingreift.
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Der zweite Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Reaktivierung von HIV in der
chronisch-infizierten T-Zelllinie ACH-2 durch bakterielle CpG-Sequenzen. Auch hier
wurden die Zellen mithilfe der Durchfluzytometrie analysiert. Die HIV-
Replikationsrate wurde quantitativ mit einem p24-Antikorper gemessen. Es wurde
gezeigt, dass CpG-Motive in dieser Zellinie in vitro eine Reaktivierung der HIV-
Replikation bewirken. Dieser Effekt wurde nicht durch die PTO-Modifikation der CpG-
ODN hervorgerufen, sondern war spezifisch fiir die CpG-Sequenzen. Eine Behandlung
mit ODNs ohne CpG-Sequenzen fiihrte nicht zu einer Induktion der HIV-Replikation in
ACH-2-Zellen. Weiterhin wurde gezeigt, dass die verwendeten Cpg-Sequenzen die
latent-infizierte T-Zellinie ACH-2 nicht aktivieren, sondern nur die Virusreplikation
anstofen. Versuche mit humanen nicht-infizierten PBMCs zeigten, dass CD3-positive
Zellen, dhnlich wie ACH-2-Zellen, durch CpG-ODNs nicht aktiviert werden, CD3-
negative PBMCs dagegen konnten durch die Behandlung mit CpG-ODNs aktiviert
werden. Die Reaktivierung von HIV konnte durch die Inhibition verschiedener
Transkriptionsfaktoren nicht wesentlich beeinflusst werden. Die NFkB-Inhibtoren
CAPE und SN50 und der ERK-MAP-Kinase-Inhibtor UO126 verhinderten die durch
CpG-ODNs induzierte HIV-Replikation in ACH-2 Zellen nicht. Unter dem Einfluss von
CAPE wurde sogar ein geringfiigiger Anstieg der Virusreplikation beobachtet. Dieser
Effekt ist wahrscheinlich aber durch die intrinsische Aktivitdt von CAPE erklérbar. Die
Frage nach den distalen Faktoren in den aktivierten Signalwegen muss also
unbeantwortet bleiben. Konnten die in dieser Arbeit in vitro beobachteten spezifischen
Effekte der CpG-ODNSs in vivo bei HIV-positiven Patienten ausgeldst werden, so wére
das ein Schritt mehr in Richtung der vollstindigen Eliminierung des Virus aus dem
infizierten Organismus. Durch diese Methode konnten die Virusreservoirs in ruhenden
T-Zellen, Makrophagen und dentritischen Zellen reaktiviert werden und wéren so einer
effizienten Therapie mit HAART zugénglich.

Als néchster Schritt in diesem Bereich der Forschung sollten deswegen Versuche zu der
Wirkung von CpG-Sequenzen auf chronisch-infizierte Zellen HIV-positiver Patienten
unternommen werden, um die in dieser Arbeit gewonnenen Erkenntnisse ex vivo zu

untersuchen.
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