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Korrelation von Organpathologie und Verteilung virusreplizieren-
der Zellen, nachgewiesen mit der RNA in situ Hybridisierung
wihrend der SIVmac-Infektion von Macaca mulatta!

Correlation of Organ Pathology and Distribution of SIV detected by in situ
Hybridization during STVmac Infection of Macaca mulatta
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Summary

22 juvenile rhesus macaques were infected i.v. with SIVmac and killed at defined timepoints after in-
fection. Productively infected cells were detected by RNA i situ hybridization in the paraffin mate-
rial. Their number was correlated with the pathology of lymph nodes, thymus, extranodal lymphatic
parenchyma and other organs. In the first weeks all lymphatic tissues and compartiments got infected,
as well as the brain, the bone marrow and other organs. The high virus replication during this first
phase dissappeared with the onset of the seroconversion and remained low during all stages of atrophy
of the lymphatic parenchyma. The atrophy of the lymphatic parenchyma and its microenvironment
was not correlated with virus replication. This may implicate that a virostatic therapy might be more
succesfull in the first weeks of infection.

Einleitung

Die Pathogenese des erworbenen Immundefektsyndromes AIDS ist in wichtigen Punk-
ten nach wie vor ungeklirt. Ein Haupthindernis fiir unser Verstindnis ist, dal die Ergeb-
nisse von in vitro Untersuchungen nur mit grofler Vorsicht auf pathogenetische Abliufe in
vivo iibertragen werden konnen. Es hat sich namlich gezeigt, daf} fiir die Ausbildung des
Immundefektes letztlich die Wechselwirkungen zwischen HIV und dem Immunsystem ent-
scheidend sind (Fauct 1993). So kommt es nach der Infektion durchaus zu einer virusspezi-
fischen humoralen und zelluliren Immunreaktion gegen HIV. Gleichzeitig enthilt das Vi-
rus aber in seiner Hiille auch Epitope, die mit kérpereigenen Proteinen identisch sind, wie
z.B. MHC-Klasse I Molekiilen (GoLping 1988). Es sind dementsprechend im Serum HIV-
Infizierter auch Autoantikdrper und autoreaktive T-Zellen nachweisbar (Zarune 1990).
Beide, virusspezifische und autoreaktive Immunreaktionen, kénnen durch die Elimination
virusinfizierter und nichtinfizierter Lymphozyten und Makrophagen zur Selbstzerstérung
des Immunsystems fithren (PrmLps 1991). Beide haben aber natiirlich auch erhebliche Aus-
wirkungen auf die Verteilung und Vermehrung des Virus im Organismus (Tsusora 1989).
Im noch nicht ganz immunkompetenten Organismus ist der Krankheitsverlauf insgesamt
kiirzer (Aucer 1988). Ohne Immunreaktion wiirde sich das Virus ungehindert vermehren
und zu massiven zytopathischen Effekten fithren (siche das Beispiel unten). Um also die Pa-
thogenese des erworbenen Immundefektsyndromes untersuchen zu kénnen, ist man auf
Untersuchungen im immunkompetenten Wirt angewiesen.

Das hierfiir am besten geeignete Tiermodell ist die SIV-Infektion von Rhesusaffen (Macaca
maulatta). Ein Beispiel fiir die Probleme, die bei der Ubertragung von in vitro Daten auf die
Pathogenese iz vivo auftreten kénnen, ist die SIV-induzierte Thymusatrophie. Hier hatten
in vitro Untersuchungen von gereinigten kortikalen Thymozyten oder Untersuchungen
von Thymustransplantaten in scid-Mausen nach HIV-Infektion eine rasche Virusvermeh-
rung und innerhalb weniger Wochen eine schwere Atrophie des Thymus durch Apoptose
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virusinfizierter Zellen gezeigt. Die Untersuchungen in SIV-infizierten Rhesusaffen zeigten
jedoch wihrend der verschiedenen Phasen der Thymusatrophie eine Reduktion in der Rate
apoptotischer kortikaler Thymozyten (p <0,001). Im immunkompetenten Wirt miissen
also ganz andere, noch nicht bekannte, Mechanismen zur Thymusatrophie fithren. Thre
Folgen sind eine Zerstérung des kortikalen Thymusepithels und die Stérung der intrathy-
mischen T-Zell-Reifung (MULLER 1993 a).

Material und Methoden

Um zu untersuchen, wann es zur Infektion von Lymphknoten, Thymus, extranodalem
lymphatischen Parenchym kommt, welche Kompartimente dieser lymphatischen Organe
infiziert werden, und ob die SIV-induzierte Atrophie von Thymus und Lymphknoten mit
der Verteilung und Vermehrung des Virus korreliert, wurden juvenile Rhesusaffen mit
SIVmac infiziert. Die Tiere wurden im Deutschen Primatenzentrum Géottingen, in der Ab-
teilung von Prof. HunsManN, gehalten, und hier wurden auch die Untersuchungen zur
Kontrolle der Infektion durchgefiihrt (Tabelle 1).

Zum Nachweis produktiv SIV-infizierter Zellen wurde am Paraffinmaterial eine in situ
Hybridisierung mit einer **S-markierten SIVgag RNA probe von 527 bp Linge durchge-
fithrt. Die Schnitte wurden acethyliert, prihybridisiert, iiber Nacht bei 45 °C hybridisiert,
bei 60 °C mit 0,1 xSSC gewaschen, und dann zur Autoradiographie je 1 Schnitt fiir 1 und
ein zweiter Schnitt fiir 2Wochen exponiert. Positivkontrollen waren SIV-infizierte Tiere
mit hoher Virusreplikation und auch ultrastrukturellem Virusnachweis. Negativkontrollen
bestanden im Weglassen der Probe, Hybridisierung mit der sense-probe, oder Vorbehand-
lung mit RNAsen. Die Testung am Paraffinmaterial erméglichte die Untersuchung des
lymphatischen Parenchyms (Thymus, Lymphknoten verschiedener Regionen, und extra-
nodales lymphatisches Parenchym des Darmes und der Lunge) und die Untersuchung ande-
rer Organe (ZNS, Knochenmark, u.a.m.).

Tab. 1: Tierhaltung, Infektion.

Juvenile (23 Jahre alt) Macaca mulatta.

Frithphase: 100 MIDs, (Monkey infective dose) SIVmac251-32H, i.v.

Spitphase: 100 MIDs, SIVmac251/32H i.v. und 10* TCID (tissue culture infective dose) STVmac239, i.v.

Versuchsplan
Klinisch gesunde Tiere 1 wpi 3 wpi 6 wpi 12 wpi 24 wpi 36 wpi
(N = 11) 1 2 2 2 2 1
Tiere mit AIDS Lymphome opportunist. Riesenzell-
Infektionen Enzephalitis
(N = 11) 3 7 4
Ergebnisse

Verteilung von SIV im Organismus, Zahl produktiv infizierter Zellen und die Verinde-
rungen des lymphatischen Parenchyms charakterisieren pathogenetisch verschiedene Pha-
sen der SIV-Infektion: Vor der Serokonversion, also in den ersten 3 Wochen nach Infektion,
kommt es zur massiven Virusvermehrung. Infiziert werden in dieser Phase alle lymphati-
schen Organe: simtliche Kompartimente der Lymphknoten, alle Kompartimente des Thy-
mus, die weifle Pulpa der Milz, und auch die B- und T-Zone des extranodalen lymphati-
schen Parenchyms des Darmes (Tabelle 2). In dieser Phase sind produktiv infizierte Zellen
auch im Gehirn, der Lunge, dem Knochenmark und sogar im Myokard nachweisbar,
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Tab. 2: Verteilung virusreplizierender Zellen im lymphatischen Parenchym.

1 wpi 3 wpi > 6 wpl

Thymus

Kortex + ++ +/=-

Medulla ++ +++ +/~
Lymphknoten

Randsinus + + +/-

Parakortex ++ ++ +/-

Keimzentrum + +

Tab. 3: Virusreplikation und Atrophie des lymphatischen Parenchyms.

«gesund» mit AIDS Kontrollen

N = 1 2 5 6 3 5 3 3
wpi 1 3 6-12 24-56 31-122 46-124 20-40 /
Thymus

Atrophie Kortex + ++ 4+ +++

Reifungsstdrung + +4+ e+ 4+
Lk Keimzentrum

ruhend +++  +

Hyperplasie ++ ++ +

«Fragmentierungy» ++ +

Involution + ++ + +

Verlust + + +
Lk T-Zone

bunte Pulpahyperplasie ++

Atrophie + ++ ++
in situ Hybridisierung ++ +++ +/- /= /= /- +++ -

Mit der Serokonversion, die ab der dritten bis vierten Woche bel allen Tieren nachweis-
bar war, sinkt der Anteil produktiv infizierter Zellen drastisch ab. Die Tiere entwickeln
jetzt reaktive Lymphknotenverinderungen (Tabelle 2 und 3). 6 bis 12 Monate nach Infek-
tion kommt es zur Thymusatrophie und zu pathologischen Verinderungen der Lymph-
knoten, insbesondere der Keimzentren (Tabelle 3). Wihrend der Atrophie von Thymus
und Lymphknoten, also in der Phase der Zerstdrung der Struktur des lymphatischen Paren-
chyms, bleibt die Virusvermehrung auf ganz niedrigem Niveau. Bei Tieren mit voll ausge-
bildetem Immundefekt und AIDS-definierenden Erkrankungen sind 2 Untergruppen zu
unterscheiden: Tiere mit weiterhin niedriger Virusvermehrung, und Tiere mit wieder ho-
her Virusvermehrung. Diese letzte Gruppe war durch eine Riesenzellenzephalitis und Rie-
senzellpneumonie und einen insgesamt rascheren Krankheitsverlauf charakterisiert (Ta-

belle 3).

Diskussion

Der Vergleich mit den von der HIV-Infektion des Menschen bekannten Daten zeigt weit-
gehende Parallelen. So ist bei Menschen 3—6 Wochen nach HIV-Infektion im Serum eine
hohe Viramie und Antigenimie nachweisbar. Mit der Serokonversion bilden sich beide zu-
riick (CLark 1991, Daar 1991). Ubertrigt man die Daten aus den Tierexperimenten auf die
HIV-Infektion des Menschen, dann wire zu vermuten, dafl es auch beim Menschen bereits
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in den ersten Wochen zur Generalisation des Virus und auch zum Befall nicht lymphatischer
Organe wie des ZNS oder des Konchenmarks oder der Lungen kommt. Nach der Serokon-
version sinkt der Anteil produktiv infizierter Zellen drastisch und erreicht das niedrige Ni-
veau, das auch von Untersuchungen menschlicher Lymphknoten (Spiecer 1992, EMBRETSON
1993, PanTaLEOC 1993) bekannt ist. Bislang liegen im Tierexperiment noch keine Daten iiber
die Menge und Verteilung proviraler DNA vor. Die SIV-infizierten Rhesusaffen entwickeln
im weiteren Verlauf der Infektion Verinderungen der Keimzentren, die denen von HIV-in-
fizierten Menschen gleichen (Ost 1989), und es kommt zur SIV-induzierten Thymusatro-
phie (MULLER 1993 b). Diese Zerstdrung der Struktur von Thymus und Lymphknoten war
nicht mit einer erh&hten Virusreplikation korreliert. Wenn man diese Befunde auf die HIV-
Infektion des Menschen iibertrigt, dann wire eine wichtige Schlufifolgerung, dafl die Thera-
pie mit Azidothymidin oder Analoga in den ersten Tagen und Wochen nach Infektion
durchgefithrt werden miifite.
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