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1. Einleitung

Bei Infektionen mit Viren werden im allgemeinen zwei Wege der erworbenen Immunreaktion

mit unterschiedlicher Funktion initiiert: die zelluläre Immunantwort kontrolliert die Infektion,

während die humorale Antwort weitere Infektionen durch die gleichen Erreger verhindern soll

(Zinkernagel 1996). Die zelluläre Immunantwort wird durch T-Lymphozyten (T = im Thymus

gereift) vermittelt, die Zytokine freisetzen und Fremd-Antigen-präsentierende Zellen zerstören.

Diese zelluläre Antwort erfolgt normalerweise parallel zur humoralen (Antikörper) Reaktion,

die die Generierung und Freisetzung neutralisierender Antikörper einschließt.

Zytotoxische T-Lymphozyten (CTL), die von sogenannten T-Helferzellen (CD4+ Lympho-

zyten) unterstützt werden, sind die Hauptakteure bei der Vernichtung infizierter Zellen im

Rahmen einer antiviralen T-Zell-Antwort. Dies konnte für eine Reihe viraler Infektionen ge-

zeigt werden (Zinkernagel und Doherty 1974, Yap et al., 1978, Sethi et al., 1983, McMichael

1983, reviewed in Ada und McElrath 1997).

Auch bei einer HIV-1-(im Folgenden einfach HIV-) Infektion, in der Teile des Immunsy-

stems, CD4+ T-Zellen, von HIV infiziert werden und deren Depletion eine zentrale Rolle im

Fortschreiten der Infektion darstellt, wird immer deutlicher, daß die HIV-spezifischen Lym-

phozyten eine entscheidene Rolle bei der Kontrolle der Infektion und deren Verlauf inne-

haben.

Klinik und Therapie der HIV-Infektion

Obwohl eine HIV-Infektion in Abhängigkeit von verschiedenen Faktoren einen sehr individu-

ellen Verlauf haben kann, läßt sich doch ein überwiegend gültiges Schema darstellen (White

und Fenner 1994), in dessen Zentrum der Verlust an CD4+ T-Zellen steht:

Der Infektion mit HIV folgt eine 3-6 wöchige Phase, in der sich die Viren ungehemmt ver-

mehren. Die Ausbildung dieser Virämie kann von Grippe-ähnlichen Symtomen, wie Unwohl-

sein, Fieber, Gleiderschmerzen, Anschwellen der Lymphknoten, begleitet sein. Zu diesem

Zeitpunkt können Virus-RNA-Mengen von bis zu 1x107 Kopien pro ml gemessen werden

und gleichzeitig ein Absinken der CD4+ T-Zellzahl unter 500 Zellen pro µl vorkommen

(Mellors et al., 1995). Mit dem Einsetzen der humoralen (Serokonversion), sowie parallel der

zellulären Immunabwehr, wird die Virämie zurückgedrängt, die Viruslast sinkt drastisch und

die CD4+ T-Zellzahl steigt auf nahezu normale Werte. Es schließt sich eine individuell unter-

schiedliche Latenzphase an, die von einem mehr oder weniger schnellen Verlust an CD4+

Lymphozyten bei relativ geringer Viruskopienanzahl geprägt ist (mehr zu den Mechanismen

dieses Verlustes siehe unten). Die Geschwindigkeit des Zellverlustes ist ein Indiz für das

Fortschreiten der Immunschwäche, die eine schnelle (2-4 Jahre), “normale” (bis 10 Jahre),
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langsame (länger als 10 Jahre) oder keine Progression aufzeigen kann (rapid, normal, slow

und long-term non-progressors). Die CD4+ Zellzahl kann damit, neben der Viruslast, bei der

im Gegensatz dazu eine Erhöhung mit Fortschreiten korreliert, für eine Prognose der Über-

lebenszeit dienen (Schnittman et al., 1990).

Sinkt die CD4+ Zellzahl unter ein Niveau von 200 Zellen pro µl, kommt es in der Regel bei

HIV-Infizierten vermehrt zu opportunistischen Infektionen, zum Beispiel beginnend mit Can-

dida-Infektionen (Oesophagus) und/oder länger anhaltenden infektionsbedingten Durchfällen

und Fieber, über verschiedene bakterielle Infekte mit Mykobakterien (Tuberkulose) und atypi-

schen Mykobakterien, zusätzliche virale Erkrankungen mit verschiedenen Herpes-Viren

insbesondere Cytomegalieviren (-Retinitis, generalisierte Infektion), Pilzen (z.B. Candidiasis,

Pneumocystis carinii-Pneumonie) und parasitäre Befälle (Toxoplasma-Encephalitis), bis zu

malignen Tumoren (Karposi-Sarkom, B-Zell-Lymphom) und neurologischen Symptomen

(HIV-Enzephalopathie, -Demenz). Eine oder mehrere dieser Erkrankungen oder eine CD4+

Zellzahl unter 200 Zellen pro Mikroliter definieren das Vollbild AIDS (Acquired Immune

Deficiency Syndrome). Nach Gewichtsverlusten, Auszehrung und allgemeiner Schwächung

erliegen die Patienten meist einer oder der Kombiniation mehrerer opportunistischer Infek-

tionen.

In den letzten Jahren ist es mit der Entwicklung antiretroviraler Medikamente gelungen in die-

ses Verlaufsschema einzugreifen und zumindest zeitweise die Progression zu unterbinden.

Das oben beschriebene Schema wird dadurch in Richtung “Langzeitüberlebende” ver-

schoben.

Durch die Kombination von meist drei oder auch vier verschiedenen Medikamenten, die sich

gegen HI-Virus-eigene, für dessen Replikationszyklus essentielle Enzyme (Reverse Trans-

kriptase (RT) und Protease (P)) richten und diese blockieren, kann eine nahezu vollständige

Unterdrückung der Virusvermehrung erreicht werden. Durch diese hochaktive antiretrovirale

Therapie (HAART) wird die Viruslast bei einem Großteil der Patienten, unter Umständen

selbst in relativ weit fortgeschrittenen Stadien, häufig unter die Nachweisgrenzen (je nach

Testverfahren zwischen 20 und 500 Kopien/ml Serum) gedrückt. Zwei Ziele werden dadurch

erreicht: Erstens erhält das Immunsystem die Möglichkeit sich zu “erholen”, die CD4+

Zellzahlen steigen an, der allgemeine Gesundheitszustand der Infizierten bessert sich.

Zweitens verringert sich im Vergleich zu früheren antiretroviralen Therapien, die die Virus-

replikation nicht vollständig zu unterdrücken vermochten, die Wahrscheinlichkeit der

Resistenzentwicklung des HIV gegen die Medikamente. Denn durch seine extrem hohe

Mutationsrate von ca. 3,4 x 10-5 pro Basenpaar pro Replikationszyklus bei einer Genomgröße

von 104 Basenpaaren (Coffin 1995) ist das Virus bei ungehemmter Vermehrung theoretisch

in der Lage, an jeder Stelle seines Genoms während eines Replikationszyklusses mehrmals zu

mutieren. Je mehr Virus daher bei bestehender Therapie repliziert, desto höher die Wahr-



Einleitung                                                                                                                                      3

scheinlichkeit, daß es Resistenzen entwickelt und so der Wirkung eines Medikamentes

entgeht.

Unterstützt wird dieser Effekt der verringerten Wahrscheinlichkeit einer Resistenzbildung un-

ter HAART, durch die Wahl von Wirkstoffen innerhalb einer Therapie, die an unterschiedli-

chen Stellen der HIV-Enzyme (RT/P) ansetzen und daher andere Resistenzmutationen für ein

Entkommen erfordern. Die Entwicklung zusätzlicher Medikamente, die neben den HIV-eige-

nen Enzymen, unter anderem auch die Integrase, außerdem Prozesse beim kontaktvermittelten

Eindringen der HI-Viren in die Zellen (z.B. Chemokin-Varianten oder der Peptid-Hemmstoff

T-20) hemmen, erweitern hier die Möglichkeiten (Gallo 1998).

Weitere Ziele im Kampf gegen die Infektion sind die Eliminierung des HIV aus dem gesam-

ten Körper, inklusive der Reservoirs in z.B. den Dendritischen Zellen der Lymphknoten

(Pantaleo et al., 1993 und 1999), was allerdings nach neueren Schätzungen einen äußerst

langen Zeitraum von bis zu 60 Jahren oder länger in Anspruch nehmen könnte (Siliciano

1999).

Näherliegende Ziele sind der Aufbau und die Wiederherstellung der körpereigenen Abwehr,

z.B. auch durch die Entwicklung von therapeutischen Impfstoffen, und natürlich auch weiter-

hin der Schutz vor Neuinfektion, sei es durch Prävention oder die Entwicklung von protekti-

ven Impfstoffen.

Pathogenese des CD4+ T-Zellverlustes

Obwohl der Verlust der CD4+ Zellen im Zuge der HIV-Erkrankung sehr früh als zentrales

Element erkannt wurde und er lange Zeit (bis zur Einführung der HIV-RNA-Kopien-Mes-

sung) als deutlichstes Zeichen der Progression der Infektion diente, dauert die Diskussion um

die Mechanismen dieser Reduktion bis heute an.

Die unterschiedlichsten beobachteten Prozesse wurden hierin eingebracht:

Zunächst bringt die immense Produktion von HIV-Partikeln selbst produktiv infizierte Zellen

um (Wei et al., 1995) und, wie kürzlich erst für die Situation in vivo gezeigt werden konnte

(Brodie et al., 1999), töten HIV-spezifische CTL gezielt, auch im lymphatischen Gewebe, infi-

zierte Zellen. Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität (Baum et al., 1996) spielt viel-

leicht ebenfalls eine Rolle. Weitere Beobachtungen beschrieben apoptotische Prozesse in

CD4+ T-Lymphozyten von HIV-Patienten nach Ex-Vivo-Stimmulation bzw. Aktivierung

durch Mitogene und Superantigene (Ameisen 1992, Gougeon et al., 1993 und 1996), was auf

eine erhöhte Bereitschaft der Zellen zur Apoptose hindeutet. Passend hierzu konnte eine er-

höhte Präsenz des CD95-Rezeptors (Fas) und -Liganden, den Schlüsselmolekülen für die In-

duktion von Apoptose, auf primären Lymphozyten von HIV-infizierten im Vergleich mit nicht

infizierten Probanden gezeigt werden (Badley et al., 1996 und Bäumler et al., 1996).
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In Abhängigkeit von HIV-Glykoprotein (gp120)-Expression und Anwesenheit von CD4-Mo-

lekülen fanden Laurent-Crawford et al. (1991 und 1993) sowie Zhang et al. (1997) Apoptose

in primären T-Lymphozyten und CD4-positiven Zellinien. Diese Form der Induktion des

Zellselbstmordes kann auch durch lösliches gp120 , wie es teilweise von HIV-infizierten Zel-

len ins umgebende Medium abgegeben wird, nicht infizierte Zellen betreffen. Finkel et al.

(1995) wiesen nach, daß Apoptose in Lymphknoten ganz überwiegend nicht infizierte Zellen

betrifft.

Auch die Bildung von Synzytien (mehrkernige Riesenzellen) bezieht nicht infizierte Zellen mit

ein (Lifson et al., 1986). In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, daß es beim Kon-

takt von HIV-infizierten oder auch nur gp120-exprimierenden Zellen mit CD4+ T-Lympho-

zyten zur Zellyse beider Populationen kommt (Heinkelein et al., 1995 und 1996). Hiervon

sind in großer Zahl nicht infizierte CD4+ Zellen betroffen, wobei zur Initiierung ein Anteil

von einem Prozent gp120 exprimierender Zellen ausreichend ist. In besonderem Maße von

dieser Zerstörung betroffen sind Gedächtniszellen (CD45RO+, CD29 hi+), während CD8+

Zellen unbeeinflußt bleiben. Diesem Ereignis liegt ein aktiver apoptotischer Prozeß zugrunde

(Ohnimus et al., 1997), der durch spezielle peptidische Hemmstoffe der Apoptose inhibiert

werden kann.

Diese vielen möglichen apoptotischen Depletionsmechanismen führten zu dem Vorschlag, daß

hier eventuell die Chance für einen therapeutischen Ansatz, z.B. in Form einer anti-

apoptotischen Therapie durch die Unterbrechung des Signalübertragungweges vom Fas-

Rezeptor aus abwärts, gegeben sei (Estaquier et al., 1996).

Die beschriebenen Prozesse können sicher alle zum akuten Verlust von CD4+ Zellen beitra-

gen, aber ihr Anteil an der dauerhaften, langzeitigen Depletion bleibt fraglich.

Die Messungen der quantitativen Verhältnisse von Virusmengen bzw. Replikation (Produk-

tion von bis zu 10 Milliarden Viren täglich) und CD4-Zellverlust bzw. -Erneuerung (1-2

Milliarden Zellen täglich) im Zusammenhang mit der Gabe von potenten HIV-1 Protease-

Inhibitoren machte deutlich, daß das Immunsystem während der HIV-Infektion in höchstem

Maße aktiviert ist (Wei et al., 1995 und Ho et al., 1995). David Ho entwickelte hieraus das

sogenannte “sink”-(Waschbecken)-Modell: Er verglich die Situation des Immunsystems mit

einem mäßig gefüllten Becken, dessen Zu- und Abfluß, entsprechend der CD4-Zellerneu-

erung und -zerstörung, weit geöffnet sind und sich die Waage halten, solange bis sich die

regenerativen Möglichkeiten, im Bild der Zufluß, zu erschöpfen beginnen.

Die Arbeitsgruppe um Frank Miedema argumentierte gegen diese Theorie, nachdem sie

zwischen HIV-Infizierten und nicht infizierten Probanden keine essentiellen Unterschiede in

den Längen der T-Zelltelomere, die als ein Maß für die Häufigkeit der Teilungen der Zelle und

darüber ein Indiz für die Teilungsrate einer Zellpopulation sind, finden konnten (Wolthers et

al., 1996). Die Veröffentlichungen von Fleury et al. (1998) und Hellerstein et al.



Einleitung                                                                                                                                      5

(1999), die nachwiesen, daß die CD4+ T-Zellproduktion in HIV-Infizierten nicht signifikant

höher ist als die in HIV-Negativen, stehen ebenfalls gegen das obige Modell.

Nur wenn es eine offensichtliche Zerstörung ohne eine erhöhte Produktion gäbe, dann wür-

den verlorengegangene T-Zellen nicht ersetzt. Dies läßt Hellerstein vermuten, daß eine aktiv

unterdrückte und daher ungenügende Erneuerung von CD4+ Zellen als Hauptursache für die

Depletion verantwortlich ist. Im Anstieg der CD4+Zellen nach zwölfwöchiger HAART ver-

muten sie ein Aufheben der Inhibition der Produktion, die durch das effektive Unterdrücken

der Virusreplikation erreicht wird.

Festzuhalten bleibt, daß es zwei Hauptarme in den potentiellen Mechanismen der CD4+

Zellzerstörung gibt:

Erstens, Effekte des Viruses direkt; durch hohe Produktion von Viruspartikeln in infizierten

Zellen oder durch Wechselwirkungen von HIV-Glykoprotein mit CD4-Molekülen.

Zweitens, immunologische Zerstörungen, wie die Induktion von Apoptose mittels Fas-Ligand,

die Antikörper bedingte zellvermittelte Zytotoxizität und vor allem HIV-spezifische CTL, die

infizierte Zellen, unter anderem T-Helferzellen, töten.

Hier zeigt sich der Grund für die besondere Virulenz des HIV:

Es infiziert immunologisch aktivierte Zellen, so daß gerade HIV-spezifische CD4+ T-Helfer-

zellen, die ganz zu Beginn der Infektion verstärkt proliferieren, um die CTL-Antwort zu initi-

ieren, zu verstärken und zu erhalten (Rosenberg et al., 1997), bevorzugtes Ziel des Viruses

sind, und damit, so oder so, umgebracht werden.

Bedeutung der zytotoxischen T-Lymphocyten (CTL) in der HIV-Infektion

Einen Einblick in die Bedeutung der CTL in der HIV-Infektion gewinnt man, wenn man sich

die spezifischen Verhältnisse bei “Langzeitüberlebenden” (long-term non-progressors

LTNPs) betrachtet. Diese zeichnen sich über Jahre hinweg durch relativ hohe CD4+

Zellzahlen, sehr niedrige Viruslast (4-20x niedriger als bei Progredienz), normal strukturierte

Lymphknoten bei einer allgemein erhöhten CD8+ Zellzahl aus (Pantaleo et al., 1996) und

haben besonders starke CTL-Antworten (Harrer et al., 1996c). LTNPs behalten im Vergleich

zu Patienten mit fortschreitender Infektion ihren CD8+ CTL-Pool (Ponterilli et al., 1998),

ebenso wie ihre breite, HIV-spezifische, proliferative CD4+ T-Zellantwort (Rosenberg et al.,

1997).

Die zytotoxischen T-Zellen, die aus HIV-Patienten isoliert werden können, sind in der Regel

vom CD8+ Typus und erkennen Peptide, die mit dem humanen Leukozytenantigen-(HLA)-

Komplex Klasse I präsentiert werden. Zwei Berichte sind bekannt, in denen auch CD4+

Klasse-II-restringierte CTL-Klone beschrieben wurden (Littaua et al., 1992 und Curiel et al.,
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1993), wobei im letzteren die HLA-Klassifikation nicht ganz eindeutig war. Die Bedeutung

von CD4+ CTL in der HIV-Infektion ist ebensowenig klar, wie der Grund für das seltene,

wenn überhaupt regelmäßige Auftreten derselben im Vergleich zum Erscheinen bei anderen

viralen Infektionen, wie z.B. mit Influenza-Viren (Morrison et al., 1986), was einer Klärung

bedarf.

Die Unterdrückung der HIV-Replikation durch CD8+ T-Zellen erfolgt nach Yang et al.

(1997) über zwei Mechanismen: Einmal durch die Produktion von inhibitorischen Faktoren,

unter anderem MIP-1α, MIP-1β und RANTES, die sowohl Makrophagen- als auch T-Zell-

trope HIV-Stämme bei der Infektion hemmen können, und zweitens durch Zytolyse von HIV-

infizierten Zellen, der Yang die Schlüsselrolle in der antiretroviralen Aktivität einräumt. Er

beschreibt die Elimination von HIV aus Zellkulturen durch spezifische CTL und konnte auch

bei einem Verhältnis von 1:1000 (CTL zu CD4+ Zellen) eine Inhibition der Virusreplikation

nachweisen, was den Verhältnissen in vivo entspräche. Der tatsächliche Nachweis der zyto-

toxischen Aktivität von CTL in vivo ist, wie oben bereits erwähnt, Brodie et al. (1999) erstmals

gelungen.

Weiterhin untermauert wird die Bedeutung der zytotoxischen T-Zellen durch die Beobach-

tung, daß im peripheren Blut Infizierter mit großer Häufigkeit HIV-spezifische T-Zellen anzu-

treffen sind (Moss et al., 1995) und daß diese Häufigkeit (bis zu 1% der PBMC, Gotch et al.,

1990) sich umgekehrt proportional zur viralen Plasma-RNA Menge verhält (Ogg et al., 1998).

Außerdem konnten CTL aus den verschiedensten Geweben isoliert werden, z.B. aus der

Lunge (Plata et al 1987), den Lymphknoten (Hadida et al., 1995) oder dem zentralen Nerven-

system (Jassoy et al., 1992). CTL können gegen die meisten HIV-Proteine gerichtet sein und

die unterschiedlichsten Epitope erkennen (reviewed in McMichael und Walker 1994).

Ein asymptomatischer Krankheitsverlauf wurde mit einer HIV-gag-Protein spezifischen Ant-

wort assoziiert (Klein et al., 1995), wobei bis zu 6 unterschiedliche aktive CTL-Klone, die

gegen Epitope verschiedener HIV-Proteine gerichtet waren, aus einem Patienten isoliert

werden konnten (Harrer et al., 1996b).

Mit der Entwicklung der “Tetramer-Technik“ in den letzten Jahren konnte gezeigt werden,

daß der Anteil der HIV-spezifischen CTL durchaus auch bis zu 10 Prozent betragen kann

(McMichael et al., 2000), wobei deren Funktionalität noch diskutiert wird.

Bei einem Fortschreiten der Infektion wird die HIV-spezifische CTL-Aktivität schlechter

nachweisbar (Carmichael et al., 1993) und eine Abnahme der Interleukin-2-(IL-2)-stimmulier-

baren CTL-Antwort wurde beobachtet (Jin et al., 1998). Die Gründe für diese Abnahme sind

noch nicht geklärt. Diskutiert wird unter anderem ein zur CD4-Depletion sekundärer Verlust

an CTL, da die Aufrechterhaltung der zellulären Immunaktivität und auch die CTL-Gedächt-

niszellen abhängig von CD4+ T-Helferzellen sind.
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Clerici und Shearer (1993) schlagen als Grund ein “Umschalten” von einer eher T-Helfer-1-

(Th1)-bestimmten Antwort, die mit der Sekretion von IL-2, Interferon-γ und Tumornekrose-

faktor-β eine zelluläre Immunität fördert, zu einer Th2-dominierten Immunantwort vor, die mit

dem Ausscheiden von IL-4, -5, -10 und -13 die Antikörperproduktion unterstützt.

Möglich wäre auch eine “Erschöpfung” der CTL-Klone durch ständige Aktivierung durch

Antigen und resultierender Teilung, wofür die verkürzten Telomerregionen in der CD8+ Zell-

population von HIV-Infizierten (Effros et al., 1996) und auch die gestiegene Bereitschaft zur

Apoptose in CD4+ wie CD8+ Zellen (Gougeon et al., 1996) sprechen würden.

Ein anderer Grund für das Versagen der zellulären Kontrolle der Infektion kann das Auftreten

von sogenannten “Escape-Mutanten” des HIV sein. Goulder et al. (1997) stellen das Auftre-

ten von “Escape-Mutanten” in einen Zusammenhang mit der Progression zu AIDS. Die

HIV-spezifischen CTL üben einen Selektionsdruck auf das Virus aus, das durch Mutationen

diesem zu entkommen versucht. Die Mutationen können dabei die Präsentation durch die

HLA-Moleküle betreffen (Borrow et al., 1996), die Interaktion mit dem T-Zellrezeptor stören

(Rid et al., 1996) oder auch die CTL-Erkennung verhindern (Koup 1994). Möglich sind auch

Mutationen im Epitop-flankierenden Bereich, die dann das der Präsentation vorrangehende

Prozessieren verändern würde, so daß das zuvor erkannte Epitop nicht mehr an der Ober-

fläche erscheint (Couillin et al., 1994).

Auch wenn häufig “Escape-Mutanten” beschrieben werden können, so bleibt ihre Interpre-

tation im Zusammenhang mit dem allgemeinen Krankheitsverlauf doch schwierig, da die

immunologischen Situationen sehr individuell sind. So argumentieren Miedema und Klein

(1996), daß Mutationen gegen mehr als zwei Epitope gleichzeitig, die notwendig wären einer

häufig gefächerten CTL-Antwort zu entkommen, trotz der hohen Mutationsrate des HIV sehr

unwahrscheinlich sind.

Beobachtungen, die zeigen, daß teilweise die CTL-Aktivitäten zu 90% von einem Klon

dominiert werden (Goulder et al., 1997), lassen das Entkommen wieder wahrscheinlicher

werden. Der Erkennung durch einen CTL-Klon entwischt, könnte dann ein anderer CTL-Klon

die führende Rolle übernehmen und expandieren, so daß die multiplen CTL-Antworten, die in

vielen Patienten gefunden werden können, eine Folge des Entkommens und der Selektion des

Viruses wären (Nowak et al., 1995 und Price et al., 1997).

Deulich wird jedenfalls durch das Auftreten von “Escape-Mutanten”, daß die CTL einen

Selektionsdruck auf das Virus ausüben, es also direkt bekämpfen und somit eine wichtige

Rolle in der Pathogenese der HIV-Infektion spielen.
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Mechanismen der CTL-vermittelten Zytolyse

Die T-Zell vermittelte Zytolyse ist in vitro durch zwei unterschiedliche Mechanismen gekenn-

zeichnet (Kägi et al., 1994, Lowin et al., 1994).

Der Erste ist abhängig von extrazellulärem Kalzium und führt zur Freisetzung von Perforin

und Serinesterasen (Granzymes) aus Granula, was zu DNA-Fragmentation und Lyse der

Zielzelle führt (Heusel et al., 1994). Das Perforin (auch: Pore-forming-Enzyme), das N-

terminal Homologien zum Komplement-Lyse-Faktor aufweist, bildet im Durchmesser bis zu

20 nm weite Poren in der Membran der Zielzelle, was zur Induktion der Lyse ausreicht, nicht

aber für die Veränderungen im Zellkern (Chromatinkondensation) verantwortlich ist (Duke et

al., 1989, Liu et al., 1995). Für die apoptotischen Ergeignisse dieses Mechanismus sorgen die

mitausgeschütteten, durch die Poren eindringenden “Granzymes” (A und B), die auf unter-

schiedlichen Ebenen (s. auch Abb. 1.1) eingreifen (Shi et al., 1992, Sarin et al., 1997). Die T-

Zellen selbst scheinen dabei gegen die Perforinlyse unempfindlich zu sein (Liu et al., 1995).

Der zweite Lyseweg ist Kalzium-unabhängig und erfordert CD95-(Fas, APO-1)-Expression

auf der Target- bzw. CD95-Ligand (CD95-L) auf der Effektorzelloberfläche (Rouvier et al.,

1993). CD95 ist ein auf vielen Zellen anzutreffender Oberflächenmarker und Mitglied der

TNF-Rezeptorsuperfamilie, der Apoptose induzieren kann (Nagata und Goldstein 1995). Der

CD95-L wird auf T-Zellen nach Exposition mit Antigen oder Stimmulation über CD3

exprimiert (Remsdell et al., 1994). Nach der Bindung des Liganden trimerisiert das CD95-

Molekül (s. auch Abb. 1.1) und intrazellulär entsteht die sogenannte “Death Domain”, die

durch die Bindung von FADD/MORT-1 (Fas-Associating Protein with Death Domain) die

Caspase-8 (Cystein aspartasen) aktiviert und darüber eine Kaskade von Caspasen (Alnemri

et al., 1996) in Gang bringt, die letztlich zur Zerstörung der Zelle führt (Nagata 1997).

Die meisten Untersuchungen zu den Lysemechanismen wurden im murinen System, an pri-

mären CD4+ und CD8+ T-Zellen bzw. an Hybridom-Zellinien durchgeführt. Die Zuhilfnah-

me von “Knock-out”-Mäusen, die verschiedene Defekte im Zusammenhang mit der CD95-

induzierten Apoptose aufwiesen oder z.B. kein Perforin bildeten (Nagata und Goldstein

1995), war dabei sehr förderlich.

Auch die Inhibition eines Weges oder eines seiner Teilschritte ermöglicht besondere Ein-

blicke in die Lysemechanismen in vitro. So verhindert der Entzug von extrazellulärem Kalzi-

um die Ausschüttung der lytischen Granula und damit die Perforin-vermittelte Lyse.

Desweiteren vermag der monoklonale Antikörper ZB-4 (anti-CD95) die Bindung des CD95-

Liganden kompetetiv zu hemmen und verhindert so die Initiation der Apoptose.
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Abb. 1.1: Mechanismen der CTL-vermittelten Zytolyse
Schematische Darstellung der zwei Mechanismen der CTL-vermittelten Lyse (verändert nach Nagata 1997 und
Sarin et al., 1997). Einige Inhibitoren (kursiv) sind an den Stellen, an denen sie hemmend eingreifen,
aufgezeigt. Weitere Erklärungen im Text.
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Selbst nach der Einleitung kann die apoptotische Enzymkaskade noch unterbrochen werden.

Bcl-2, ein Protooncogen, ist ein natürlicher Antagonist (Lee at al., 1996, Schröter et al., 1995),

synthetische Peptide, z.B. ZVAD und DEVD, die unterschiedlichen Caspasen als Pseudo-

substrat dienen, werden irreversibel hemmend eingesetzt (Anel et al., 1996 und 1997).

Auch Viren haben teilweise Proteine (Baculovirus p35 (Beidler et al., 1995) oder Kuhpocken

cytokine response modifier A (crmA) (Gagliardini et al., 1994)) entwickelt, die Apoptose

verhindern. Tewari et al. (1995) beschreiben crmA als erstes virales Genprodukt, das direkt

gegen den CTL-vermittelten Zelltod gerichtet ist.

Das Vakzinia-Virus B13R-Genprodukt einiger Pocken-Impfstämme ist zu 92% dem crmA

homolog und inhibiert über die Blockade des ICE (Interleukin-1β Converting Enzyme, heute

auch Caspase-1) die CD95-induzierte Apoptose (Heinkelein et al., 1996).

Die von spezifischen CTL verwendeten Lysemechanismen können nach Cao et al. (1995)

unterschiedlich stark oder einzeln angesprochen werden. Das mag an differierenden Effektor/

Target Verhältnissen (E/T-Verhältnis) und daraus resultierender Variabitität der Expression

des CD95-Rezeptors wie -Liganden liegen (Anel et al., 1994) oder aber abhängig von der Art

der Infektion sein (Kägi et al., 1995).

Häufig wurden auch beide Lysemechanismen parallel angetroffen (Topham et al., 1997),

wobei im murinen System die CD95-induzierte Lyse eher im Zusammenhang mit CD4+

CTL, und da speziell mit immunregulatorischen Aufgaben, gesehen wird und der Perforin/

Granzyme-Mechanismus mehr den CD8+ CTL zugesprochen wird (Hahn et al., 1995, Piazza

et al., 1997).

In den letzten Jahren konnten auch die ersten humanen CTL beschrieben werden, die im

wesentlichen die gleichen Mechanismen zur Zytolyse benutzen. Ando et al. (1997) berichtet

von Hepatitis-C-Virus-spezifischen CTL und Garcia et al. (1997) untersuchten einen HIV-

nef-erkennenden CTL-Klon. Beide diskutieren zusätzlich die Zerstörung von unbeteiligten,

nicht infizierten Zellen, sogenannte “Bystander”, die durch Tumornekrosefaktor-α (TNF-α),

als weiterem CTL-Lysemechanismus, oder durch erhöhte Expression des CD95-Liganden

verursacht sein soll.

Die Wahl bzw. Wirksamkeit der Lysemechanismen scheint auch im Menschen zum Teil von

der Beschaffenheit der Targets und ihrer Empfänglichkeit, speziell für die CD95-induzierte

Apoptose abzuhängen (Lewinsohn et al., 1998). So entwickeln einige Tumore CD95-

Resistenzen, so daß spezifische CD4+ wie CD8+ CTL gegen diese ausschließlich über den

Perforin-Weg agieren können (Rivoltini et al., 1998). Die wechselseitige Beziehung von

Effektoren und Zielzellen geht hier soweit, daß die CTL selbst, als Schutz gegen CD95-

Ligand exprimierende Tumorzellen, auch resistent gegen die CD95-vermittelte Lyse werden.
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Zielsetzung der Arbeit

Wie oben beschrieben, sind die HIV-spezifischen CTL von zentraler Bedeutung in der Be-

kämpfung der HIV-Infektion. Die Lysemachanismen, die sie zur Zerstörung infizierter Zellen

einsetzen, sind bislang nicht beschrieben.

Im Rahmen dieser Dissertation sollten hierzu zwei Aspekte näher untersucht werden:

1. Unterliegen CD4+ gp120-spezifische CTL, die im Rahmen einer Impfstudie von R.

Siliciano aus HIV-seronegativen Probanden gewonnen wurden und bei HIV-Infizierten nicht

zu isolieren sind, der von unserer Gruppe beschriebenen fusionsbedingten Zellyse und kann

dies ein Grund für ihr Fehlen in HIV-Positiven sein?

2. CD8+ HIV-spezifische CTL sollten gewonnen und charakterisiert, ihre Lysemechanismen

bestimmt werden. Der CD95-vermittelte Anteil der Zytotoxizität und eine Annäherung an die

Situation in vivo waren dabei von besonderem Interesse.
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2. Material

2.1 Geräte und Verbrauchsmaterialien

Gerät bzw. Material Spezifikation und Bezugsquelle

Arbeitswerkbank Sterilwerkbank der Sicherheitsstufe L2 lt. GenTG, Modell

BSI C, Antair

Bakterienschüttler Certomat R/H, B. Braun

Blotkammer Semi-dry, institutseigene Herstellung

Blot-Papier GB002 oder GB003, Schleicher & Schuell

Brutschrank CO2-begast, Heraeus

Durchflußzytometer FACScan, Becton & Dickinson

Gammacounter 1282 Compugamma, LKB Wallac

Kryogefäße 2 ml, Nalgene, Nalge company, USA

Miniaturreaktionsgefäße 0,5 ; 1,5 und 2 ml , Eppendorf

Nitrocellulose 0,45 µm, BA85 Schleicher & Schuell

Photometer LKB Ultrospec III, Pharmacia

Röntgenfilm Biomax Kodak

Ultraschallbad Brosonic 2200, Branson

Vakuumzentrifuge Speed-vac SC110, Servant

Zellkulturflaschen klein (70 ml), Falcon, Becton & Dickinson

mittel (250 ml), Falcon, Becton & Dickinson

groß (600 ml), Falcon, Becton & Dickinson

Zellkulturplatten 96-Loch-Rundbodenplatte, Falcon, Becton & Dickinson

96-Loch-Flachbodenplatte, Falcon, Becton & Dickinson

24-Loch-Platte, Multiwell, Falcon, Becton & Dickinson

6-Loch-Platte, Makroplatte, Cellstar, Greiner
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Zentrifugen Tischzentrifuge 5417C, Eppendorf

Kühlzentrifuge, Rotixa R/P, Hettich

Sorvall, RC5C, DuPont

Zentrifugenröhrchen 15 ml; 50 ml , Greiner

2.2 Feinchemikalien und Reagenzien

Feinchemikalie Spezifikation und Bezugsquelle

6-Aminocapronsäure Sigma

Acrylamid reinst, Carl Roth GmbH&Co

Agar Pharmacia

Agarose Eurogentec

APS BioRad

Bacto trypton DIFCO

Bacto yeast extract DIFCO

BES Calbiochem

Bisacrylamid 2-fach kristallisiert, Carl Roth GmbH&Co

Bromphenolblau Sigma

BSA Carl Roth GmbH&Co

Concanavalin A Sigma

Cyclosporin A Sigma

Detach(a)beads Detachmentbeads für Dynabeads, Dynal

DMFA Sigma

DMSO Sigma

DNA-100bp-Leiter Fermentas

Dynabeads CD4, CD8, Dynal

ECL-Kit NEN
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EDTA Carl Roth GmbH&Co

EGTA Sigma

FCS Linearis

Ficoll Lymphoprep, Nycomed Pharma, N

1,077±0,001 g/l , 280±15 mOsm , pH 6,8±0,5

HEPES Biochrom

IL-2 EuroCetus

L(+)-Glutamin Fluka, CH

Liquemin N25000 Heparin-Natrium, 5000 IE/ml , Hoffmann-La Roche AG,

MEM Gibco BRL

Na2
51CrO4 1 mCi/ml, in Kochsalzlösung pH 8,0-10,0 , NEN

Plasmid Maxi Kit QIAGEN

Penicillin/Streptomycin Trockensubstanz, Gibco BRL

Phytohämagglutinin PHA Sigma

QIAprep Spin Miniprep kit QIAGEN

RNAse Merck

Rotiphenol Carl Roth GmbH&Co

RPMI-1640 Gibco BRL

SDS Carl Roth GmbH&Co

TEMED BioRad

Tris reinst; FERAK Laborat GmbH

Triton X-100 Sigma

Trypanblau Sigma

Trypsin Trockensubstanz, Gibco, BRL

Wasserstoffperoxid, 30% FERAK Laborat GmbH
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2.3 Peptide

Peptid Bezugsquelle

DEVD Bachem Biochemika

HIV-env Peptide 740.1-18 Centralised Facility for AIDS Reagents, NIBSC

HIV-env Peptide 94-116 B. Walker, Boston, Mass., USA

HIV-env Protein bac, gp120 NIH, AIDS Reagent Program

HIV-gag Peptid 788.13 Centralised Facility for AIDS Reagents, NIBSC

HIV-gag Peptide 703.1-13 Centralised Facility for AIDS Reagents, NIBSC

YVAD Bachem Biochemika

ZVAD Enzyme System Products, California, USA

2.4 Antikörper

Antikörper Eigenschaften und Bezugsquelle

12F6 Maus-anti-CD3-Antikörper, stimulierend, Johnson Wong,

über B. Walker) Mass. General Hospital, Boston, USA

Klon 902 IgG, Maus-anti-HIV-1-gp120, mAB, Hybridomüberstand,

eigene Herstellung

Klon 183-H12-5C IgG, Maus-anti-HIV-1-p24, mAB, Hybridomüberstand,

eigene Herstellung

Schwein-anti-Kaninchen-

Antikörper-POD

IgG, Schwein-anti-Kaninchen-Antikörper, Peroxidase-

gekoppelt, DAKO

CH-11 IgM, Maus-anti-CD95(FAS/Apo-1)-Antikörper

induzierend, Coulter-Immunotech

DK25 IgG1, Maus-anti-Human-CD8-Antikörper, RPE-konjugiert,

DAKO

Ziege-anti-Maus IgG, Ziege-anti-Maus-Ig-Antikörper, FITC-konjugiert, DAKO

Kaninchen-anti-Maus IgG, Kaninchen-anti-Maus-Ig-Antikörper, Peroxidase-

gekoppelt, DAKO
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Kaninchen-anti-Mensch IgG, Kaninchen-anti-Human-Ig-Antikörper, FITC-konjugiert,

DAKO

MH Serum, human-anti-Vakzinia-Virus, eigene Herstellung

MT310 IgG1, Maus-anti-Human-CD4-Antikörper, FITC-konjugiert,

DAKO

Kaninchen-anti-B13R Kaninchen-Serum, anti-Vakzinia-B13R, G. Smith, Oxford

UCHT1 IgG, Maus-anti-CD3-Antikörper, RPE-Cy5 konjugiert, DAKO

ZB4 IgG1, Maus-anti-CD95(Fas/APO-1) Antikörper, inhibierend,

Coulter-Immunotech

2.5 Verwendete Zellinien

Zellinie Eigenschaften und Bezugsquelle

010-035i-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, B. Walker

HLA: A1/11; B8/62; C4; DR3; DRw52; DQ2

143B-tk- humane Osteoblasten-Zellinie mit Thymidinkinase-

Gendefekt, ATCC

38a-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, selbst hergestellt

414-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, R. Siliciano

HLA: A3/11; B18/35; Bw4/6; Cw4/5; DR3; DPw6(13);

DQw1/2

9601-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, selbst hergestellt

HLA: A25/28 , B51/60 , Bw4/6 , Cw1/3

9701-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, selbst hergestellt

A3.01 immortalisierte CD4+ T-Zellinie, NIH

HLA: A1/31 , B8/60 , DR 3/7

AA2 immortalisierte CD4+ B-Zellinie, NIH

HLA: A1/2 , B51/57

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

B95-5 produktiv EBV-infizierte permanente Zellinie, ATCC
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BE-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, selbst hergestellt

HLA: A2/31 , B35/51 , C4 , DR4/w6

CH-B-LCL Probanden B-Zellinie, EBV-transformiert, selbst hergestellt

H9HTLV-IIIB immortalisierte CD4+ T-Zellinie, produktiv HIV-infiziert,

NIH

Hybridom 183-H12-5C Hybridomzellinie, anti-HIV-1-p24-mAB, NIH

Hybridom 902 Hybridomzellinie, anti-HIV-1-gp120-mAB, NIH

Hybridom OKT3 Hybridomzellinie, anti-human-CD3-mAB, stimulierend,

ATCC

Jurkat Klon E6.1 immortalisierte CD4+ T-Zellinie, NIH

HLA: A9/25 , B7/41 , DR2/

PBMC allg. von verschiedenen HIV-seronegativen Spendern zur Kulti-

vierung poly- und monoklonaler T-Zellen verwendet

2.6 CTL-Klone (nicht selbst klonierte)

CTL-Klon CD Spezifikation und Bezugsquelle

414.45 CD4+ vac gp120, Epitop aa 337-361, R. Siliciano

HLA-Klasse II, (Orentas et al., 1990)

414.5 CD4+ vac gp120, Epitop aa 337-361, R. Siliciano

HLA-Klasse II, (Orentas et al., 1990)

Een217 CD4+ vac gp120, Epitop aa4 10-429, R. Siliciano

HLA: DR4, DW10, (Orentas et al., 1990)

111x39 CD4+ vac gp120, R. Siliciano

HLA-Klasse II, (Orentas et al., 1990)
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2.7 Verwendete Viren

2.7.1 Vakzinia Viren

Virusvariante Virusstamm Eigenschaften Bezugsquelle

HIV-Rekombinationen

rCo-C14 VV-Copenhagen HIV-gag Protein eigene Rekombination

rVV-nef VV-Western Reserve HIV-nef Protein T. Yilma, Ca., USA

rWR-E3/1 VV-Western Reserve HIV-gag Protein eigene Rekombination

rWR-H11/10 VV-Western Reserve HIV-gag Protein eigene Rekombination

vAbt  228 NYVAC HIV-p17 Protein Therion Biologics

vAbt 141 NYVAC HIV-gag Protein Therion Biologics

vAbt 286 NYVAC HIV-p24 Protein Therion Biologics

vCF21 VV-Western Reserve HIV-RT Protein B. Moss

vPE12 VV-Western Reserve gp160 , Schnittstelle
zw. gp120 und gp41
zerstört

B. Moss

vPE16 VV-Western Reserve vollständiges gp160 B. Moss

vPE16/1 VV-Copenhagen vollständiges gp160 eigene Rekombination

vPE17 VV-Western Reserve verkürzt, � aa 747 B. Moss

vPE18 VV-Western Reserve verkürzt, � aa 635 B. Moss

vPE20 VV-Western Reserve verkürzt, � aa 393 B. Moss

vPE21 VV-Western Reserve verkürzt, � aa 287 B. Moss

vPE22 VV-Western Reserve verkürzt, � aa 204 B. Moss

vPE8 VV-Western Reserve vollständiges gp120

� aa 502

B. Moss
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VV-Wildtypen

VV-Co WT VV-Copenhagen kein funktionelles

B13R-Produkt

B. Walker

VV-WR WT VV-Western Reserve exprimiert B13R B. Walker

∆B13R VV-Western Reserve B13R-deletiert G. Smith

B13Rrev VV-Western Reserve B13R-revertiert G. Smith

2.7.2 HIV

HIV-1 HTLV-IIIB - NIH

• B. Moss: Laboratories of Viral Diseases and Immunregulation, Bethesda, Maryland, USA

• B. Walker: Mass. General Hospital, Boston, Massachusetts, USA

• G. L. Smith: University of Oxford, Oxford, UK

• R. F. Siliciano: Johns Hopkins University, Baltimore, Maryland, USA

• ATCC: American Type Tissue Culture Collection, Maryland, USA

• NIBSC: National Institute for Biological Standards and Control, UK

• NIH: NIH AIDS Research and Reference Reagent Program, Maryland, USA

• Therion Biologics, Cambridge, Massachusetts, USA
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3. Methoden

3.1 Medien und Kultur von Bakterien

Herstellen von Agar-Platten

Die Kultur von Bakterien erfolgte mit LB-Medium,

LB = Luria-Bertani-Medium: 10 g (Bacto) trypton

(ad 1 Liter aqua dest.) 5 g (Bacto) yeast extract

pH 7,5 (mit NaOH) 10 g NaCl

15 g Agar

welches in einer autoklavierbaren Flasche angesetzt und nach dem Autoklavieren auf 55°C ab-

gekühlt, mit Antibiotika (z.B. 100 mg Ampicillin/Liter) versetzt wurde. Unter sterilen Be-

dingungen wurde das Medium in sterile Petrischalen (Plastik) gegossen (ca. 30 ml/Schale).

Nach dem Erkalten bzw. Erstarren konnten die Platten mit Parafilm verschlossen (Verdun-

stungsschutz) und bei 4°C aufbewahrt werden.

Über-Nacht Kulturen und Plasmid-Isolation

Mini-Prep:

Für einen sogenannten ”Mini-Prep” wurden Bakterienklone, die auf Agar-Platten gewachsen

waren, mittels eines sterilen Zahnstochers berührt und in ein steriles Reagenzglas mit 1 oder 2

ml LB-Medium gegeben, das mit dem entsprechenden Selektionsagens (Antibiotika: z.B.

Ampicillin, 100 µg/ml) versetzt war.

Über Nacht bei 37°C und 180 rpm auf dem Bakterienschüttler wuchs der Klon und wurde

morgens im Volumen verdoppelt und dann nochmals  eine Stunde wachsen gelassen.

Maxi-Prep:

Ein sogenannter ”Maxi-Prep” wurde z.B. aus 10 µl einer Bakterien Glycerin-Stammsuspen-

sion (ü. N. Kultur plus 15% Glycerin, bei -20°C, 1-2 Jahre haltbar, oder bei -80°C, mehrere

Jahre haltbar) auf 250 ml Medium in einem 2 l-Kolben angesetzt, über Nacht bei 180 rpm und

37°C wachsen gelassen, morgens auf einen Liter mit vorgewärmtem Medium aufgefüllt und

eine weitere Stunde wachsen gelassen.
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Die Ernte der Bakterien fand je nach Volumen bei 4.000 bis 10.000 x g in einer entsprechen-

den Zentrifuge statt.

Anschließend erfolgte der Aufschluß der Bakterien und die Isolation der Plasmide mittels

eines QIAgen Kits für ”Mini-” bzw. ”Maxi-Preps”.

3.2 Zellkultur

Für die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zellen wurden folgende Medien ver-

wendet:

R-0 (10, 15):

RPMI-1640

Penicillin/Streptomycin 100 µg/ml

L(+)-Glutamin 500 µg/ml

HEPES 10 mM (pH 7,4)

FCS 0; 10 bzw. 15% (v/v)

Für die Kultur von PBMC und T-Zellklonen enthielt das R-10 zusätzlich rekombinantes hu-

manes Interleukin-2 (100 U/ml).

M-10:

MEM (Minimum Essential Medium)

Penicillin/Streptomycin 100 µg/ml

L(+)-Glutamin 500 µg/ml

FCS 10% (v/v)

Die Medien sowie die Additiva wurden steril behandelt und vor einem Kontakt mit den Zellen,

falls nicht anders erwähnt, auf 37°C vorgewärmt.

3.2.1 Passagieren von adhärenten Zellinien

Adhärente Zellinen werden kurz vor oder bei Erreichen eines Zellmonolayers passagiert.

Hierzu wurde das Medium (M-10) steril abgenommen, der Zellrasen einmal mit ATV-Lösung

gespült und dann in derselben Lösung, die einen enzymatischen Verdau der Adhäsions-

proteine der Zellen bewirkt, bis zum beginnenden Ablösen der Zellen vom Boden durch Ab-

runden inkubiert (nach 3-5 Minuten, beschleunigt bei 37°C und durch leichtes Klopfen).
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Nach Inaktivierung durch Zugabe von mindestens der gleichen Menge an Nährmedium

wurden die gut resuspendierten Zellen im Verhältnis von 1:10 bis 1:20 zur Erhaltung in

großen Kulturflaschen mit 40 ml Medium neu angesetzt.

ATV-Lösung:

8 g NaCl

400 mg KCl

1 g D-Glucose

580 mg Na2HCO3

500 mg Trypsin

200 mg Versen

ad 1 l aqua dest., pH 7,2-7,4

3.2.2 Passagieren von Suspensionszellen

Immortalisierte lymphoide Suspensionszellinien sollen vor einem vollständigen Umschlagen

des pH-Indikators im RPMI-Medium von rot nach gelb passagiert werden (ca. alle drei bis

vier Tage).

Dieses geschah in der Regel nach Resuspension in Verhältnissen zwischen 1:3 und 1:10 ,

wobei das entnommene Volumen an verbrauchtem Medium durch frisches ersetzt wurde. Bei

sehr stark stoffwechselnden Zellen und zum Erhalt einer größeren Zellzahl konnte auch vor

dem Resuspendieren verbrauchtes Medium abgesogen werden und die Zellen anschließend

entsprechend der Bedürfnisse behandelt werden.

3.2.3 Kultur von primären T-Zellen

Primäre T-Zellen und CTL-Linien wurden, da sie sich nicht unbegrenzt teilen können, nicht

passagiert, sondern erhielten bei möglichst geringem Zellverlust lediglich einen partiellen

Mediumsaustausch (R-10-IL-2). Hierbei war sowohl die Stoffwechselaktivität anhand des

pH-Indikators im RPMI-Medium als auch die Zelldichte sowie -vitalität zu berücksichtigen.

(Zur Gewinnung und eventuellen Stimulation s. 3.5 und 3.6)
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3.2.4 Bestimmung der Zelldichte und -vitalität

Zur Bestimmung der Zelldichte und -vitalität wurden gut resuspendierte Zellen 1:2 oder, je

nach geschätzter Dichte, auch in größerer Verdünnung, mit 10 µl Trypanblaulösung (0,1% in

20% Ethanol, sterilfiltriert) versetzt.

Auf diese Weise können lebende Zellen, die den Farbstoff ausschließen können und farblos

bleiben, von toten, blau eingefärbten Zellen unterschieden werden.

Die Auszählung erfolgte mit Hilfe eines Binokulars in einer Neubauer-Zählkammer, wobei die

Anzahl der lebenden und der toten Zellen in vier großen Quadranten, die ein definiertes

Volumen von je 0,1 µl beinhalten, notiert wurde.

Die Zelldichte, in Zellen pro ml, ergab sich aus der Anzahl der lebenden Zellen (Minimum 100

Zellen) der vier Quadranten, multipliziert mit dem Umrechnungsfaktor 4x104 (von µl auf ml)

und dividiert durch den Verdünnungsfaktor (evtl. Vorverdünnung plus Verdünnung durch den

Farbstoffzusatz).

Die Zellvitalität in Prozent ergab sich aus dem Verhältnis von lebenden Zellen zur Gesamtzell-

zahl multipliziert mit 100.

3.2.5 Kryokonservierung

Einfrieren von Zellen

Die einzufrierenden Zellen sollten möglichst vital sein und sich in der Proliferation befinden;

B-Zellinien sollten frisch passagiert, T-Zellklone ca. 10 Tage zuvor restimuliert sein.

Eine ausreichende Menge Zellen, zwischen 2 und 10 Millionen pro Aliquot, wurden zunächst

abzentrifugiert und in einem Milliliter vorgekühltem Medium resuspendiert, dann mit einem

Milliliter eines Gemisches aus 9 Teilen FCS und einem Teil DMSO auf Eis vermengt und

über Nacht in Kryo-Gefäßen auf minus 80°C gekühlt. Am nächsten Tag wurden die Gefäße

zur Lanzeitlagerung in flüssigen Stickstoff gegeben.

Auftauen von Zellen

Tiefgefrorene Zellen sind sehr empfindlich und müssen möglichst schnell aufgetaut werden.

Hierzu wurden die Zellen dem flüssigen Stickstoff entnommen, zum Transport auf Eis gela-

gert und unter fließendem, warmen Wasser aufgetaut. Zur Entfernung des zum Einfrieren

verwendeten und toxischen DMSO, wurden die Zellen sofort in 5 ml auf Eis vorgekühltem  

R-10-Medium aufgenommen und bei 1000 rpm für 5 Minuten zentrifugiert. Nach Resuspen-

sion in Medium bei Raumtemperatur (RT) sollte die Lebendzellzahl bestimmt werden, so daß
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nach erneuter Zentrifugation eine Aussaat der Zellen mit einer Dichte zwischen 0,5 und 1,5

Mio. Zellen pro ml im entsprechenden Medium erfolgen konnte. Die Zellen wurden erst nach

einer Wachstums- und Erholungsphase von mindestens 10 Tagen für Versuche verwendet.

3.3 Gewinnung von monozytären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

Zur Isolation von monozytären Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden einem Spender

mittels Venenpunktion 20-120 ml Blut entnommen, wobei der Zusatz von 0,1 ml Liquemin

(≡ 500 IE Heparin-Na) auf 50 ml Blut die Gerinnung desselben verhinderte. Je 15 ml Blut

wurden mit 15 ml R-0 verdünnt und in einem 50 ml Zentrifugenröhrchen mit 10 ml Ficoll

unterschichtet. Die Röhrchen wurden anschließend für 30 min bei einer Geschwindigkeit von

1500 rpm und 20°C zentrifugiert, wobei ein langsames Erreichen der Endgeschwindigkeit

(Anlaufzeit 2 min) und ein ungebremstes Auslaufen der Zentrifuge eine optimale Schichten-

bildung gewährleisten sollte.

Die PBMC bildeten eine ringförmige trübe Phase oberhalb des Ficoll und konnten vorsichtig

mittels einer Pipette abgesammelt und nach zweimaligem Waschen mit R-10 , zur Entfernung

von Ficoll-Rückständen, gezählt werden.

Sie standen nun entweder bereit zur Bestrahlung mit Gammastrahlen (30 Gray bei einer Zell-

dichte von 1-5 x107 Zellen/ml), um anschließend als Fütterzellen bei der Kultivierung von T-

Zellen zu dienen oder aber waren das Ausgangsmaterial zur Gewinnung von transformierten

Zellinen, primären Zellen oder Klonen.

3.4 EBV-Transformation von B-Zellen

Um primäre humane B-Zellen in eine permanente Zellinie zu wandeln, transformiert man sie

mit Epstein-Barr-Viren (EBV).

Dazu wurden 5x106 frische PBMC eines Probanden, von dem eine B-Zellinie angelegt

werden sollte, zunächst in 1 ml einer 5 mM Lösung von L-Leucin-Methylester in R-0 für

45 min bei Raumtemperatur inkubiert, um störende Monozyten zu inaktivieren. Nach

zweimaligem Waschen der Zellen in R-10 wurden sie in 1 ml R-15 aufgenommen, dem 20 µl

Cyclosporin A (20 µg/ml) und 1 ml eines EBV-Kulturüberstandes (der produktiv infizierten,

permanenten Zellinie B95-5) hinzugefügt wurden.

Nach 2-4 Wochen erhielt man so eine lymphoblastoide B-Zellinie (B-LCL), die dann, wie

oben beschrieben, passagiert werden konnte.



Methoden                                                                                                                                    25

3.5 Selektion von primären polyklonalen CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen

Die Selektion von CD4+ bzw. CD8+ T-Zellen aus PBMC erfolgte mittels an Eisenkügelchen

(Beads) gebundenen spezifischen Antikörpern, mit denen die gewünschten Zellen, CD4- oder

CD8-positiv, magnetisch von den restlichen Zellen separiert werden konnten.

Zur Vorbereitung wurden die in Na-Azid stabilisierten Beads (200 µl für 20x106 PBMC)

5 mal in PBS mit 2% FCS gewaschen, wobei die Beads mittels eines Permanentmagneten

beim Mediumswechsel an der Gefäßwand gehalten wurden. Resuspendiert in 450 µl PBS mit

1,35% FCS wurden die Beads zu den ebenfalls gewaschenen und abzentrifugierten PBMCs

gegeben und für eine Stunde bei gelegentlichem Aufschlagen auf Eis inkubiert. Anschließend

wurde die Suspension in 3,5 ml PBS mit 2% FCS aufgenommen und magnetisch getrennt.

Die gewünschten Zellen befanden sich nun mit den Beads an der Gefäßwand, während der

Rest der Zellen mit dem PBS abgesogen werden konnte. Nach erneutem zweimaligem

Waschen wurden die Beads mit den Zellen in 200 µl R-10 aufgenommen und für 40 min bei

Raumtemperatur mit 20 µl ”Detachment-Beads” (löslicher kompetitiver Antikörper im Über-

schuß) zum Ablösen der Zellen versetzt. Aufgefüllt mit 3,5 ml R-10 wurde abschließend er-

neut magnetisch getrennt, die Zellen aus der Lösung abzentrifugiert und in frischem R-10 auf-

genommen.

Die erhaltenen polyklonalen Zellen waren zu 80-90% CD4- bzw. CD8-positiv und konnten

nun entweder direkt für Versuche gebraucht, der Gewinnung klonaler Zellinien (s.u.) zuge-

führt oder aber polyklonal stimuliert werden.

3.6 Stimulation primärer T-Zellen

Die überwiegende Anzahl der aus peripherem Blut isolierten T-Zellen befindet sich in der

Ruhephase und muß, um eine Vermehrung zu erreichen, zur Proliferation angeregt werden.

Hierzu existieren verschiedene Methoden, die je nach Zellsubtyp, CD4+ oder CD8+, und

auch je nach Zellinie oder -klon optimale Ergebnisse bewirken.

Stimulation mittels Anti-CD3-Antikörpern (überwiegend für CD8+ Zellen)

Hierzu wurden die zu stimulierenden Zellen in einer Dichte von 1x106 Zellen/ml R-10-IL2 1:1

bis 1:3 mit heterologen Fütterzellen gemischt und mit dem CD3-Antikörper 12F6

(aufgereinigtes Protein) 0,1 µg/ml oder OKT-3 (Zellkulturüberstand) 2 µg/ml versetzt. Je

nach Gesamtmenge wurden die Zellen in kleinen Kulturflaschen (ab 5 Mio.) oder in 24-

Lochplatten kultiviert.
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Die Zellteilungsrate erreichte nach etwa 5-7 Tagen ein Maximum. Die Fütterzellen starben

nach ca. einer Woche ab, sie sollten bis dahin die T-Zellen durch Präsentation des CD3-

Antikörpers zur Kreuzvernetzung von CD3 durch IG-Rezeptor-tragende Mono- und B-

Lymphozyten zur Teilung anregen, und durch die Herstellung eines serumähnlichen Milieus

sowie über die Sekretion von Interleukinen bei der Proliferation unterstützen.

Stimulation mit Phytohämagglutinin (PHA) oder Concanavalin A (Con A)

Die zu stimulierenden Zellen wurden über Nacht in einer Dichte von 1 bis 3x106 Zellen/ml in

R-10 mit 2 µg/ml PHA oder 10 µg/ml Con A inkubiert. Optional konnten der Kultur Fütter-

zellen zugesetzt werden. Am nächsten Tag wurde die Hälfte des Kulturmediums durch R-10-

IL-2 ersetzt.

Stimulation mit einem für einen speziellen Klon spezifischen Peptid

Hierbei wurden die zu bestrahlenden Zellen zuvor für eine Stunde mit dem entsprechenden

Peptid (10 µg/ml) behandelt oder aber über Nacht mit dem entsprechenden rekombinanten

Vakzina-Virus infiziert, um eine Aufnahme und Präsentation des spezifischen Antigens an der

Zelloberfläche zu ermöglichen, so daß der entsprechende spezifische CTL-Klon dieses er-

kennen konnte und zur Proliferation angeregt wurde.

3.7 Gewinnung von klonalen primären CD8+ HIV-spezifischen T-Zellinien mittels

Klonierung in Grenzverdünnung

Für die CTL-Klonierung wurden zunächst PBMCs eines HIV-positiven Probanden gewon-

nen. Diese wurden dann in Fütterzellmedium, bestehend aus 1x106 Fütterzellen/ml R-10-IL-2

mit 0,1 µg/ml 12F6 , so stark verdünnt, daß sich bei einer Aussaat von je 100 µl in 96 Loch-

Rundbodenplatten jeweils 100, 30, 10 oder 3 Zellen pro Napf befanden.

Nach 7 Tagen Inkubation im Brutschrank wurden die Zellen mit 100 µl R-10-IL-2 gefüttert

und nach weiteren 14 Tagen konnten dann gegebenenfalls erste Klone entnommen und zur

Vermehrung erneut stimuliert werden.

Das Ziel der Grenzverdünnung in diesen Ansätzen war es, zu erreichen, daß in den Ver-

tiefungen der Kulturplatten, in die Zellen ausgesät wurden, jeweils nur eine Zelle proliferierte,

so daß daraus ein T-Zellklon erwachsen konnte.

Die Wahrscheinlichkeit, daß die gewachsenen Zellen in einer Vertiefung tatsächlich einen

Klon bildeten, war der Prozentzahl der ausgewachsenen Näpfe einer Verdünnungsstufe indi-

rekt proportional. Auf eine exakte Überprüfung mit einer genetischen Analyse des T-Zellre-

zeptors wurde verzichtet. Bei unter 10-20 Prozent an ausgewachsenen Aussaaten ist die
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Wahrscheinlichkeit, daß es sich um Klone handelt relativ groß. Eine Überprüfung, ob ein

Gemisch aus CD4+ und CD8+ T-Zellen vorlag, in einer Immunfluoreszenzfärbung mit einem

geeigneten Antikörper erfolgte obligatorisch.

Die Wahrscheinlichkeit, CD8+ Zellinien zu erhalten, ließ sich dadurch erhöhen, daß anstelle

von PBMC selektionierte CD8+ Zellen eingesetzt wurden oder aber daß CD4+ Zellen zuvor

depletiert wurden (negative Selektion).

Um nun eine eventuelle HIV-Spezifität festzustellen, wurde ein Teil der gut gewachsenen

Linien direkt (bei langsam oder schlecht wachsenden Klonen nach der ersten Restimulation)

in einen Zytotoxizitätstest mit Einfachbestimmung (s.u.) gegen HIV-Protein-(env-, gag-, RT-

oder nef-) exprimierende Zellen eingesetzt.

3.8 Viruskultur

3.8.1 Anzucht von Vakzinia-Viren

Zur Anzucht von Vakzinia-Viren wurden adhärente 143B-tk--Zellen, die einen zu ca. 70%

dichten Zellrasen in einer 600 ml Kulturflasche bildeten, nach Absaugen des Mediums mit 10

ml virushaltigem MEM-Medium (0% FCS) überschichtet. Die Viruskonzentration wurde

dabei so gewählt, daß eine MOI (multiplicity of infection) von 0,05 erreicht wurde, also im

Schnitt jede zwanzigste Zelle infiziert wurde. Nach zweistündiger Inkubation im Brutschrank

wurde die Viruslösung entfernt und durch 40 ml frisches M-10-Medium ersetzt. Innerhalb

von zwei Tagen war der gesamte Zellrasen durchinfiziert, was an einer wabenähnlichen

Struktur, gebildet durch aneinandergrenzende Plaques, zu erkennen war. Das Virus, welches

sich überwiegend innerhalb der infizierten Zellen befand, wurde nun durch ein Abschaben der

Zellen vom Flaschenboden und Zentrifugation konzentriert. Anschließend wurden die Zellen

in hypoosmolarem Puffer (2,5 ml Tris/HCl, 10 mM, pH 9,0) resuspendiert, dreimal tiefge-

froren und wieder aufgetaut und für eine Minute in ein Ultraschallbad bei niedriger Leistung

getaucht, um das Virus möglichst vollständig freizusetzen. Die Suspension wurde letztlich

aliquotiert bei -20°C tiefgefroren.

3.8.2 Virustiterbestimmung

Wie oben bereits erwähnt, bilden sich als zytopathischer Effekt bei der Infektion eines Zell-

rasens von 143b-tk--Zellen mit Vakzinia-Viren charakteristische Plaques aus. Diesen Um-

stand macht man sich bei der Titerbestimmung zunutze.
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Dazu wurden die Zellen bis zu einer Dichte von rund 70% in 6-Loch-Platten kultiviert, nach

Absaugen des Mediums mit je 0,5 ml Virusverdünnung in MEM-0 (von 10-5 bis 10-10) für

zwei Stunden inkubiert und anschließend mit frischem Medium MEM-10 (3 ml) für zwei

Tage weiterkultiviert. Dann wurde nach Absaugen des Kulturüberstandes je Vertiefung 0,5 ml

Färbelösung (0,2% Kristallviolett in 20% Ethanol) zugegeben, diese nach zwei Minuten ent-

fernt und die Platte getrocknet.

Das Kristallviolett färbt die Zellen des Zellrasens gleichmäßig violett an, wobei jedes durch die

Infektion einer Zelle mit einem Vakzinia-Virus entstandene Plaque als eine durchsichtige

Scheibe mit verstärkt gefärbtem Rand deutlich sichtbar wird.

Die Titerbestimmung erfolgte nach Auszählung der Plaques in der Vertiefung mit der

zweitgrößten Verdünnung in der noch Plaques zu erkennen waren und berechnete sich anhand

der Verdünnungsstufe multipliziert mit der zweifachen Anzahl (0,5 ml zur Infektion) der

Plaques. Der Virustiter wurde angegeben in plaque forming units (pfu) pro ml .

3.9 Herstellung von rekombinanten Vakzinia-Viren durch homologe Rekombi-

nation

Die homologe Rekombination von Vakzinia-Viren ist ein Verfahren, das es ermöglicht, virus-

fremde Gene ins Genom einzuschleusen. Hierbei macht man sich zu Nutze, daß sich wäh-

rend der DNA-Replikation homologe DNA-Abschnitte aneinander lagern und durch Strang-

brüche mit wechselseitigem Wiederverschließen Sequenzaustausche stattfinden können.

Kloniert man nun das gewünschte Gen so in ein geeignetes Plasmid, daß es an beiden Seiten

vom in Vakzinia Viren enthaltenem Thymidinkinasegen flankiert wird, so kann man bei der

Transfektion von Vakzinia-infizierten Zellen mit diesem Plasmid in seltenen Fällen einen

Austausch erwarten.

Durch das Einschleusen des Fremdgens mitten in das Thymidinkinasegen kann von diesem

Virus keine funktionelle Thymidinkinase mehr gebildet werden, was man zur Selektion auf

ebenfalls Thymidinkinase-defekten Zellen (143B-tk--Zellen) nutzt.

Diese Selektion mit Bromdeoxyuridin (BrdU), welches durch die Thymidinkinase in eine

toxische Substanz umgewandelt wird, ist aufgrund von spontanen Mutationen im Thymidin-

kinasegen nicht zu 100 Prozent sicher; anscheinend positive Viren müssen in jedem Fall auf

das Vorhandensein des Fremdgens und auf dessen Expression hin überprüft werden.

Zur Rekombination von HIV-gag in VV-WR wurden zunächst 143B-tk--Zellen mit VV-WR

Wildtyp bei 0,5 bis 1 pfu in einer 6-Loch-Platte infiziert. Zwischenzeitlich wurde das Plasmid

pAbt-141 (ca. 30 µg) aus einem Maxi-Prep in 600 µl 2-fach BES-Puffer (50 mM BES, pH

6,95 , 280 mM NaCL, 1,5 mM Na2HPO4) gelöst und unter Zufuhr von Luft sehr langsam mit
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600 µl sterilfiltrierter CaCl2-Lösung (250 mM) präzipitiert. Nach einer 30-minütigen Inkuba-

tion bei Raumtemperatur wurden je 400 µl der Präzipitat-Suspension auf mittlerweile für 2

Std. infizierte Zellen, deren Medium abgesogen wurde, gegeben und für weitere 3 Std. im

Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde der Überstand durch Medium ersetzt.

Als Negativkontrolle wurden gleichbehandelte VV-WR-infizierte Zellen, die eine plasmidfreie

Suspension erhielten, mitgeführt. Die Ernte der Viren erfolgte bei gut zu beobachtender Infek-

tion nach gut einem Tag.

Es folgten zwei Infektionszyklen unter Selektionsbedingungen, in denen dem Medium BrdU

(200 µg/ml) zugesetzt war. Nach erfolgter Expressionskontrolle in indirekter Immunfärbung

(s.u.) wurden zunächst Einzelplaques in 96-Loch-Flachbodenplatten ausgesät und anschlies-

send zwei positive Klone subkloniert.

3.10 Infektion von Suspensionszellen mit Vakzinia-Virus

Hierzu wurde die zu infizierende Menge an Zellen in einem 15-ml-Falcon-Gefäß abzentri-

fugiert, der Überstand bis auf ca. 50 µl entfernt und darin resuspendiert. Das Virus wurde in

der gewünschten Konzentration (MOI zw. 1 und 10) in 250 µl R-0 angesetzt und für

90 Minuten zu den Zellen hinzugefügt. Anschließend wurde einmal mit 5 ml R-15 gewaschen

und die Zellen dann für 8 bis 16 Stunden in einer Dichte von rund 1x106/ml in einer 24-Loch-

platte im Brutschrank inkubiert.

Abb. 3.1: Eine schematische Darstellung des HIV-1 Env-Proteins und von Verkürzungen
desgleichen in rekombinierten Vakzinia-Viren (verändert nach Earl et al., 1991)
Graphisch dargestellt ist das HIV-1 Env-Protein in Originallänge und die C-terminal verkürzten Proteine, wie
sie von den eingesetzten rekombinanten VV exprimiert wurden. Die CD4-Bindungsstelle und die Transmem-
branregion (TM) sind angedeutet, die Pfeile markieren die Schnittstellen während des Prozessierens.

Signal gp120                                                                                                gp41

CD4                                          TM

vPE16 (aa851)

vPE17 (aa747)

vPE18 (aa635)

vPE8 (aa502)
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Die Infektionsrate wurde nach Antikörpermarkierung, entweder mit dem Anti-VV-Serum MH

und/oder, je nach verwendeter VV-Rekombinante, mit dem entsprechenden Anti-HIV-Protein-

Antikörper, durchflußzytometrisch bestimmt.

Für eine erfolgreiche Infektion lag die Rate der infizierten Zellen bei 80% , wobei das humane

Anti-VV-Serum bei einigen Zellinien einen relativ hohen unspezifischen Hintergrund aufwies.

In Abbildung 3.1 sind die eingesetzten, unterschiedlich verkürzten rekombinanten Vakzinia-

Viren mit HIV-Glykoproteinanteil schematisch dargestellt.

3.11 Infektion mit HIV

Immortalisierte CD4+ T-Zellinien

Für die HIV-Infektion von immortalisierten CD4+ T-Zellinien wurde auf 5x106 abzentrifu-

gierte Zellen 1 ml HIV-Überstand mit einer TCID50 von 1x105/ml gegeben und das Gemisch

für zwei Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschließend wurde die Zellsuspension auf 10 ml

mit R-10 aufgefüllt und in eine kleine Zellkulturflasche überführt.

In den folgenden Tagen wurde die Kultur beobachtet und Proben zur lichtmikroskopischen

Beurteilung des zytopathischen Effektes (Anschwellen der Zellen und Synzytienbildung) und

für intrazelluläre Färbungen des HIV-p24-Proteins entnommen. Nach 3-5 Tagen waren in der

Regel bis zu 80% der Zellen infiziert.

Primäre CD4+ T-Zellen

Zur Infektion klonaler oder polyklonaler CD4+ T-Zellen mit HIV mußten diese zunächst sti-

muliert werden, da sich in der Ruhephase befindliche CD4+ Zellen nicht mit HIV infizieren

lassen.

Die Stimulation von 1x107 Zellen erfolgte in 5-10 ml R-10-IL2 mit einem Zusatz von 2 µg/ml

PHA für drei Tage in einer kleinen Kulturflasche im Brutschrank. Danach wurden 4x106

vitale Zellen sedimentiert und wie oben beschrieben mit 1 ml HIV-Überstand infiziert. Die ab-

schließende Aufnahme der Zellen erfolgte in einem Volumen von 5 ml und der Anteil p24-

positiver Zellen erreichte nach 4 bis 5 Tagen ein Maximum zwischen 60 und 80% .
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3.12 Durchflußzytometrie

Durch den Einsatz von fluoreszensmarkierten Antikörpern kann man in der Durchfluß-

zytometrie zelleigene wie Fremd-Antigene bestimmen und vergleichend quantifizieren. Es ist

hierbei sowohl möglich die Häufigkeit eines konkreten Ereignisses (z.B. eine Infektion)

innerhalb einer Population von Zellen zu bestimmen als auch die relative Häufigkeit eines

gegebenen Antigens  auf oder in den Zellen einer Population zu messen, so z.B. die Expres-

sion des CD95-Moleküls an der Zelloberfläche.

Der Nachweis der Antigene kann einerseits direkt mit fluoreszensmarkierten Antikörpern oder

aber indirekt über nicht markierte Erst- und markierte Zweitantikörper, die wiederum den

ersten Antikörper erkennen, erfolgen.

Am FACScan-Durchflußzytometer bestand die Möglichkeit, drei Fluoreszensfarbstoffe

parallel zu messen, FITC, RPE und RPE-Cy5 , die alle bei einer Wellenlänge von 488 nm

angeregt wurden und deren Emissionen mit Maxima bei 530 nm , 570 nm und 670 nm

aufgenommen werden konnten.

In der Regel wurden von einer Probe 1-5x104 Zellen ausgemessen, wobei lediglich die

Population im Zählfenster (gate) ausgewählt wurde, die der Lebendzellpopulation entsprach.

Somit gingen tote Zellen, die kleiner und komprimierter erschienen, und ”Zellschrott” nicht

in die Ergebnisse ein.

3.13 Antikörpermarkierungen für die Durchflußzytometrie

Um den Erfolg von VV- wie HIV-Infektionen zu überprüfen wurden Markierungen mit Fluo-

reszensfarbstoff-gekoppelten Antikörpern durchgeführt. Ebenso konnte der Einfluß von Sti-

mulationen und Infektionen auf die Regulation von Zellproteinen kontrolliert werden.

3.13.1 Extrazelluläre Färbungen

Für jede Bestimmung wurden ca. 1x105 Zellen mit 2,5 ml FACS-Puffer (0,1% BSA, 0,01%

Natriumazid in PBS) gewaschen, sedimentiert und für 30-40 Minuten in einem Volumen von

ca. 100 µl bei 4°C mit dem entsprechenden Antikörper inkubiert. Nach zweimaligem

Waschen mit Puffer zur Entfernung nicht gebundenen Antikörpers wurde entweder der

Zweitantikörper zugegeben und erneut inkubiert und gewaschen oder aber gleich in 1 ml

Formaldehydlösung (3,5% in PBS) für 30 Minuten bei 4°C fixiert. Zur Messung wurden die

Zellen in 200 µl Formaldehydlösung (2% in PBS) überführt. Als Negativkontrollen und zur

Kompensation des Durchflußzytometers wurden ein Anti-Maus-IgG-Antikörper und nicht
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infizierte oder kontrollinfizierte bzw. bei Messungen von Stimulationseffekten unstimulierte

Zellen eingesetzt.

3.13.2 Intrazelluläre Färbungen

Die intrazelluläre Färbung erfordert die Permeabilisierung der Zellmembran, damit die spezifi-

schen Antikörper durch diese ins Innere der Zelle vordringen können.

Hierzu war es notwendig die zu färbenden Zellen zunächst für eine Stunde in 3% Formal-

dehydlösung in PBS bei 4°C zu fixieren. Zur Permeabilisierung wurden die gewaschenen

Zellen für 5 Minuten bei Raumtemperatur in 300 µl einer 3% Triton X-100-Lösung gegeben

und anschließend zweimalig erneut gewaschen. Die Antikörperinkubation erfolgte dann wie

oben beschrieben, wobei auf den abschließenden Fixierungsschritt verzichtet werden konnte.

3.14 Für die Immunfärbungen verwendete Antikörper und die eingesetzten Mengen

Folgende Antikörper wurden in der Immunfärbung verwendet:

Tab 3.1: verwendete Antikörper und eingestzte Mengen pro Färbung

Name                         Spezifität                Spezies             Farbe             -klonal             µl/Fbg.

183-H12-5C anti-HIV-p24 Maus - mono (HÜ) 50

902 anti-HIV-gp120 Maus - mono (HÜ) 20

MH (Serum 1:100) anti-VV Mensch - poly 20

Kaninchenserum anti-Mensch IgG Kaninchen FITC poly 1,5

Maus IgG ohne Maus FITC mono 3

Maus IgG ohne Maus RPE mono 3

UCHT1 anti-CD3 Maus RPE-Cy5 mono 3

MT310 anti-CD4 Maus FITC mono 3

DK25 anti-CD8 Maus RPE mono 3

Kaninchenserum anti-Maus-Ig Kaninchen HRPT mono 1

BX2 anti-CD95 Maus - mono 2,5

HÜ ≡ Hybridom-Überstand
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3.15 Indirekte intrazelluläre Immunfärbung von adhärenten VV-infizierten Zellen

Um die erfolgreiche Rekombination von Vakzinia-Viren mit HIV-Proteinen (hier speziell

HIV-gag in VV-WR) effektiv beurteilen zu können und auf Monoklonalität zu überprüfen,

wurde innerhalb dieser Arbeit eine Methode zur indirekten Immunfärbung von adhärenten

143B-tk--Zellen entwickelt.

Hierzu wurden mit rekombiniertem-VV infizierte Zellen in 6-Loch-Platten zunächst zweimal

mit PBS gewaschen und dann mit einer 3% Formaldehyd-Lösung in PBS für 15 Minuten bei

Raumtemperatur fixiert. Nach einem Waschschritt mit PBS/BSA (1%) erfolgte für eine

Minute eine Inkubation in 0,3% Triton X-100-Lösung, gefolgt von zwei weiteren Wasch-

schritten. Angeschlossen wurden je einstündige Inkubationen mit dem ersten (Anti-HIV-p24)

und zweiten (Kaninchen-anti-Maus-IgG, Peroxidase gekoppelt) Antikörper auf einem

Schüttler, unterbrochen durch drei 5-minütige Waschschritte. Nach abschließendem Waschen

der Platten mit PBS/BSA und reinem PBS erfolgte die Entwicklung der Färbung mittels einer

AEC-Lösung (1 ml AEC-Stock [0,4% in DMFA] auf 19 ml NaAc mit 10 µl H2O2).

Durch rekombinierte-VV verursachte Plaques färbten sich rot an, während uninfizierte Zellen

und Plaques von Wildtypviren farblos blieben.

Dieses Verfahren wurde auch zum ”Screening” während der Rekombinationsversuche

genutzt.

Viren aus dem Rekombinationsansatz wurden so in 96-Loch-Flachbodenplatten mit 143B-tk--

Monolayer ausgesät, daß statistisch pro Vertiefung nur ein infektiöses Partikel vorhanden war.

Nach 2-3 Tagen Inkubation wurden die Kulturüberstände, die allgemein nur relativ wenig

freigesetztes Virus von zerstörten Zellen enthalten, separat geerntet und tiefgefroren. Die

verbliebenen Zellen mit den Plaques wurden wie oben beschrieben gefärbt, so daß positive

Plaques identifiziert und über die in den tiefgefrorenen Überständen enthaltenen Viren

vermehrt und auf Klonalität hin überprüft werden konnten.

3.16 Western-Blot

Im Western-Blot werden Proteine, die zuvor in einer Gelelektrophorese aufgetrennt und auf

eine Nitrozellulose-Membran übertragen wurden, durch Antikörper spezifisch markiert und

sichtbar gemacht.



Methoden                                                                                                                                    34

3.16.1 Probengewinnug

Je Probe wurden 1x106 Zellen einmal mit PBS gewaschen, sedimentiert und in 300 µl

Lysepuffer (10 mM Tris, pH 8,0 , 20 mM EDTA , 0,5% Triton X-100) aufgenommen. Nach

einem Einfrier-/Auftau-Zyklus wurde das Gesamtprotein in 1 ml Methanol ü.N. gefällt und

anschließend getrocknet.

3.16.2 Tricin-SDS-PAGE und Elektroblot

Das gefällte Gesamtprotein wurde in 15 µl Protein-Proben-Puffer gelöst und für 5 Minuten

bei 98ºC inkubiert. Nach kurzer Zentrifugation wurden 7 µl des Überstandes auf ein 9%

Tricin-Gel (ca. 7x9 cm) mit 4% Sammelgel aufgetragen. Der Gellauf erfolgte bei konstantem

Strom, 20 mA für 15 Minuten und dann bei 25 mA für ca. 2 Stunden.

Nach Beendigung der Elektrophorese wurde das Sammelgel abgetrennt und die Proteine im

„Semi-Dry-Verfahren“ bei 130 mA für eine Stunde auf Nitrozellulose (0,45 µm) übertragen.

Proben-Puffer: Gel-Puffer:
Tris/HCl 50 mM , pH 6,8 Tris/HCl 3 M , pH 8,45
Glycerin 12% (w/v) SDS 0,3% (w/v)
SDS 4% (w/v)
ß-Mercaptoethanol 2% (w/v)
Bromphenolblau 0,01% (w/v)

Sammelgel: (4%) (für 2 Gele) Trenngel: (9%)
Gelpuffer 1,98 ml Gelpuffer 2,66 ml
AA/bisAA (48%/1,5%) 0,65 ml AA/bisAA (48%/1,5%) 1,47 ml
Aqua dest. 5,37 ml Aqua dest. 3,87 ml
APS (10% (w/v)) 100 µl APS (10% (w/v)) 100 µl
TEMED 5 µl TEMED 5 µl

Kathoden-Puffer: Anoden-Puffer:
Tris 100 mM Tris/HCl 200 mM , pH 8,9
Tricin 100 mM
SDS 0,1% (w/v)
Aqua dest (pH ca. 8,3)
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Blot-Transfer-Puffer:
Tris 25 mM
Glycin 40 mM
Methanol 3% (v/v)
Aqua dest. (pH ca. 8,3)

3.16.3 Immunfärbung

Vor der anschließenden Immunfärbung wurde die Nitrozellusosemembran zum Blockieren

von unspezifischen Bindungsstellen für eine Stunde unter Schwenken in PBS mit 0,5%

Tween 20 und 3% Milchpulver inkubiert.

Danach erfolgte die Inkubation mit dem ersten Antikörper (Rabbit-anti-B13R-Serum 1:1000)

über Nacht bei 4ºC , gefolgt von zweimaligem Waschen für 20 min und der einstündigen

Inkubation mit dem Zweitantikörper (Bovine-anti-rabbit-POD, 1:500) bei Raumtemperatur.

Zur Entwicklung des Western-Blots mit dem ECL-Nachweisreagenz wurde dieser zunächst

zweimal im oben genannten Puffer für 10 min gewaschen und dann in reinem PBS für weitere

10 Minuten inkubiert. Das ECL-Reagenz wurde, die Membran vollständig benetzend, für 1

Minute aufgetragen, der Blot anschließend mit Filterpapier vorsichtig getrocknet und mit Hilfe

eines photographischen Films  analysiert.

Antikörper-markierte Proteine erscheinen auf dem Röntgenfilm nach der Entwicklung als

dunkle Banden. Die Intensität der Färbung wird bestimmt durch die Stärke der Bande und die

Dauer des Auflegens des Filmes auf den Blot.

3.17 Isolation niedermolekularer DNA und ihre Auftrennung in der Agarosegel-

elektrophorese

Ein Nachweis für Apoptose in Zellen ist die Darstellung einer Folge von 180 bp großen Stük-

ken niermolekularer DNA , die durch den Abbau der DNA durch Endonukleasen entstehen,

die bei der Induktion von Apoptose zwischen den Nukleosomen schneiden.

Zur Isolation niedermolekularer DNA wurden 1,5 bis 2 Millionen Zellen je Probe wie ge-

wünscht inkubiert und anschließend sedimentiert. Die Lyse erfolgte für 5 Minuten auf Eis in

1 ml Lyse-Puffer. Die hochmolekulare DNA wurde dann in einer Ultrazentrifugation pelletiert

und die niedermolekulare DNA aus dem Überstand mit Phenol/Chloroform isoliert und mit

Ethanol präzipitiert. Nach der Trocknung wurde die DNA in Probenpuffer gelöst.
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Die Auftrennung der DNA erfolgte in einem 1,8%-Agarosegel in TBE mit 0,5 µg/ml Ethi-

diumbromid für ca. 30 Minuten bei 120 V und TBE als Laufpuffer.

Die Vielfachen der 180 bp werden im UV-Licht als Bandenmuster im Agarosegel sichtbar.

Eine gewöhnlich mitisolierte Wolke niedermolekularer RNA diente auf dem Gel als ein

Qualitätsmerkmal für die Isolation gleicher Mengen an Zellen bzw. DNA.

Lyse-Puffer: TBE: Probenpuffer:

Tris/HCl 10 mM, pH 8,0 Tris/HCl 50 mM, pH 8,0 Tris/HCl 10 mM, pH 8,0

EDTA 20 mM Borsäure 50 mM EDTA 20 mM

Triton X-100 1% EDTA 2 mM Glycerin 5% (w/v)

Bromphenolblau 0,01% (w/v)

3.18 Ermittlung der Zytotoxizität in 51Chromfreisetzungsversuchen

Im Chromfreisetzungsversuch wird das Ausmaß von Zellyse, die durch unterschiedliche In-

duktoren ausgelöst werden kann, ermittelt. Das Prinzip beruht darauf, daß bei einer Inkuba-

tion von Zellen in einer gepufferten konzentrierten Na51Cr04-Lösung dieses in die Zellen

eindringt und sich unspezifisch an zelluläre Proteine anlagert. Stirbt eine Zelle während des

Versuchszeitraumes und lysiert, so werden die löslichen Inhaltsstoffe mit dem radioaktiven

Chromat wieder freigesetzt, welches dann aus dem Zellkulturüberstand mittels eines Gamma-

counters quantifiziert werden kann.

Für einen Versuchsansatz wurde eine berechnete Menge an Zellen (zumeist die Targetzellen =

anterograde Lyse) abzentrifugiert und für eine Stunde in möglichst geringem Volumen mit

100 mCi radioaktiver Natriumchromatlösung bei 37°C im Wasserbad inkubiert.

Anschließend wurde nicht aufgenommenes Chromat durch zweimaliges Waschen mit 5 ml

R-10 entfernt und die Zellen in einem Volumen gelöst, das die pro Einzelbestimmung erfor-

derliche Menge (meist 1x104) Zellen in 100 µl enthielt.

Die Zellsuspension wurde dann sogleich auf vorbereitete 96-Loch Rundbodenplatten verteilt,

die neben den Versuchsansätzen in Dreifachbestimmung auch Platz für die Bestimmung der

Spontanfreisetzung im Medium ohne Effektoren und der Maximalfreisetzung in 1,5% Triton

X-100-Lösung boten.

Ein beschleunigtes Absetzen der Zellen auf den Grund der Platte konnte, falls kurzfristige

Meßpunkte unter drei Stunden gewünscht waren, durch ein vorsichtiges Zentrifugieren
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(Anlaufzeit 2 Minuten und ungebremster Auslauf) der Platte bei 500 rpm für eine Minute

erzielt werden.

Nach Ablauf der Inkubationsdauer wurden 100 µl des Überstandes unter Vermeidung eines

Aufwirbelns des Zellsedimentes abgesogen und in FACS-Röhrchen zu 100 µl 3% Triton X

100-Lösung, zwecks Inaktivierung eventuell mitpipettierten Viruses, gegeben.

Die Zytolyse wurde abschließend aus den Mittelwerten der Dreifachbestimmung wie folgt be-

rechnet:

Meßwert - Spontanfreisetzung

Maximalwert - Spontanfreisetzung
Lyse (%) = x 100
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4. Ergebnisse

4.1 CD4+ HIV-spezifische CTL

CD4+ HIV-spezifische CTL konnten bisher nicht aus HIV-infizierten Patienten isoliert wer-

den. Es ist nicht bekannt, ob dies aus technischen Gründen nicht möglich ist oder ob sie in

vivo überhaupt nicht vorkommen. HIV-Env-spezifische CD4+ CTL können jedoch nach einer

Vakzinierung seronegativer Probanden mit HIV-Hüllproteinen neben CD8+ CTL aus deren

Blut gewonnen werden (Hammond et al., 1992).

Die Fragestellung hier konzentriert sich darauf herauszufinden, ob diese CD4+ CTL, deren

Aufgabe es ist, HIV-infizierte Zellen zu eleminieren, auch die von unserer Arbeitsgruppe,

Heinkelein et al., 1995/96, beschriebene unspezifische, durch Zellfusion vermittelte Lyse her-

vorrufen können.

4.1.1 Lyse von HIV-1 Glykoprotein exprimierenden autologen Zellen durch die Env-

spezifischen Klone 414.5 und 414.45

Zunächst sollte die Aktivität der Env-spezifischen Klone im autologen System überprüft

werden.

Hierzu wurden autologe B-Lymphozyten, 414 B-LCL, mit den rekombinanten Vakzinia-Viren

vPE17 oder vPE18, die als Env-Expressions-Vektoren dienten, infiziert. Da beide Klone,

414.5 und 414.45 , Epitope im Bereich von gp120 erkennen, sollten sie sowohl Zielzellen, die

mit vPE17 , als auch Zellen, die mit vPE18 infiziert wurden, lysieren.

Das Konstrukt vPE17 sorgt bei der Infektion aufgrund einer Verkürzung im intrazellulär

lokalisierten Bereich des gp41-Anteils des HIV-Glykoproteins für eine besonders hohe Zell-

oberflächenexpression, während die Verkürzung im vPE18 auch die Transmembranregion des

gp160- bzw. gp41-Anteils einschließt und daher zu keiner Oberflächenexpression des env-

Proteins führt (siehe auch Abb. 3.1).

Als Kontrolle diente die Infektion mit dem HIV-gag exprimierenden Konstrukt vAbt 141 . Im

Chromfreisetzungsversuch wurde die Lyse bei verschiedenen Effektor/Target-Verhältnissen in

der An- und Abwesenheit von EGTA ermittelt. Das EGTA verhindert durch ein Abfangen der

Ca2+-Ionen aus dem Medium mittels Komplexierung die Perforin-vermittelte spezifische

Zytolyse.



Ergebnisse                                                                                                                                    39

Mit beiden CTL-Klonen ergab sich eine vom E/T-Verhältnis abhängige Zytolyse der vPE17

und der vPE18 infizierten HIV-env exprimierenden Zellen (s. Abb. 4.1). Die kontrollinfizier-

ten Zellen wurden nicht lysiert.

In Gegenwart von EGTA wurde die Lyse der vPE17-infizierten Zellen nur teilweise gehemmt,

die der vPE18-infizierten Zellen dagegen vollständig. Das heißt, daß bei Infektion der

Targetzellen mit dem vPE17-Konstrukt sowohl eine Ca2+-abhängige wie -unabhängige Lyse

vorhanden ist, während ohne eine Oberflächenexpression des HIV-gp120 , bei Infektion mit

vPE18 , keine Ca2+-unabhängige, wohl aber die Ca2+-abhängige Zytolyse gemessen werden

konnte.

Diese Ergebnisse lassen auf zwei unabhägige Lysemechanismen der CD4+ Env-spezifischen

CTL schließen. Der eine ist Ca2+-abhängig, der andere benötigt die Expression des gp120 an

der Zelloberfläche, aber kein Kalzium im Kulturmedium.
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Abb. 4.1: Lyse von HIV-1-Glykoprotein-exprimierenden autologen Zellen durch CD4+
Env-spezifische CTL in An- und Abwesenheit von EGTA
414B-LCL wurden mit den HIV-Env-exprimierenden Vakziniakonstrukten vPE17 und vPE18 oder zur Kon-
trolle mit dem Vakzinia/HIV-Gag Konstrukt vAbt 141 (v-gag) für 16 Std. infiziert und dienten als Zielzellen
(Targets) für die CD4+ CTL-Klone 414.5 (A) und 414.45 (B). Die Inkubation betrug 8 Std., die EGTA-
Konzentration war 1,5 mM.
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4.1.2 Vergleich der CD4+ CTL-vermittelten Lyse im autologen und heterologen

System

Um zu überprüfen, welcher der beiden oben beschriebenen Lysemechanismen auf eine spe-

zifische, HLA-restringierte Zytolyse zurückzuführen war, wurden in weiteren Versuchen

neben den autologen B-Lymphoblasten auch heterologe, sich im HLA-Klasse-II-Muster

unterscheidende B-Zellen (CH) als Targets eingesetzt.

Die in Abb. 4.2 dargestellten Ergebnisse zeigen eindeutig, daß im Gegensatz zum autologen

System bei Infektion der heterologen CH B-LCL mit Vakzinia/env-Konstrukten nur dann

Lyse auftrat, wenn das gp120 auch an der Zelloberfläche exprimiert wurde. Diese Lyse war,

anders als bei autologen 414 B-LCL, wo die Chromfreisetzung teilweise (bei vPE17) oder

vollständig (bei vPE18) durch Ca2+-Entzug zu blockieren war, nicht Ca2+-abhängig.

Somit scheint sie nicht HLA-restringiert zu sein und beruht nicht auf der Freisetzung von

Perforin. Sie verhält sich wie die bei Heinkelein et al. 1995 beschriebene fusionsvermittelte

unspezifische Zytolyse.
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Abb. 4.2: Zytolyse von Glykoprotein exprimierenden auto- und heterologen B-LCL durch
CD4+ HIV-env-spezifische CTL
Autologe (414) und heterologe (CH) B-LCL wurden für 16 Std. mit HIV-Glykoprotein exprimierenden
Vakzinia-Konstrukten oder dem Kontroll-Virus (v-gag) infiziert und dienten als Targetzellen für den CTL-Klon
414.5 . Die Lyse wurde nach 8 Std. im Chromfreisetzungsversuch in An- und Abwesenheit von EGTA
(1,5 mM) bei einem E/T-Verhältnis von 10/1 ermittelt.
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4.1.3 Spezifische, CD4+ CTL-vermittelte Lyse von Targetzellen, die mit rekombi-

nantem HIV-Glykoprotein (r-gp120) sensitiviert wurden

Einen Vergleich der gemessenen Lyse zwischen Vakzinia-infizierten, gp120 exprimierenden

und mit löslichem r-gp120 vorbehandelten Targetzellen im autologen sowie heterologen

System zeigt Abb. 4.3 . Die Präinkubation von B-Zellen mit r-gp120 bewirkt, daß dieses

Fremdprotein in die Zellen aufgenommen, dort im endoplasmatischen Retikulum prozessiert

und in Form verschiedener Peptide (Epitope) mit HLA Klasse-II-Molekülen an der Ober-

fläche präsentiert wird. Durch diesen Versuch sollte ausgeschlossen werden, daß die Ober-

flächenpräsentation des gp120 für die antigen-spezifische Zytolyse notwendig ist.
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Abb. 4.3: Vergleich der Zytolysen nach vPE17-Infektion und r-gp120-Präinkubation
Autologe (414) und heterologe (CH) B-LCL wurden entweder für 16 Std. mit dem Vakzinia-Konstrukt vPE17
infiziert oder über Nacht mit rekombinantem gp120 (10 µg/ml) präinkubiert. Als Effektor dienten Zellen des
CTL-Klon 414.5 , die in einem Verhältnis von 10/1 für 8 Std. zugesetzt wurden.

Aus der Graphik ist ersichtlich, daß bei Vakzinia-Infektion beide Target-Zellpopulationen,

autologe wie heterologe, lysiert werden, wohingegen die Sensitivierung mit r-gp120 lediglich

bei autologen Zellen in der Koinkubation mit spezifischen CTL zur Zerstörung der Target-

zellen führt.

Es zeigt sich, daß zur antigenspezifischen Lyse eine Oberflächenpräsentation des gp120 nicht

erforderlich ist, wohl aber für die Fusions-vermittelte unspezifische Lyse.

Die hier mit den Klonen 414.5 und 414.45 erzielten Ergebnisse konnten mit zwei weiteren,

CD4+ HIV-env spezifischen CTL-Klonen (Een 217 und 111x39) anderer Probanden bestä-

tigt  werden. Auf eine Darstellung der Ergebnisse wird an dieser Stelle verzichtet.
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4.2 CD8+ HIV-spezifische CTL

Den CD8+ HIV-spezifischen CTL wird in der HIV-Infektion eine zentrale Bedeutung in der

körpereigenen antiretroviralen Aktivität zugesprochen. Mit ihrem Erscheinen, ca. 6 Wochen

nach einer HIV-Infektion, klingt die initiale Virämie ab, ihre relative Häufigkeit korreliert mit

einem günstigen Krankheitsverlauf (Lubaki et al., 1999).

Die Hauptfunktion der CD8+ CTL ist, neben der Sekretion von Immunregulantien, die Er-

kennung und Zerstörung infizierter Zellen. Die Zerstörung kann, wie einleitend bereits

beschrieben, durch die Induktion von Apoptose über CD95 oder über den Perforin-Weg

erfolgen.

Diese Erkenntnisse wurden zum überwiegenden Teil im murinen System gewonnen.

Übertragen auf die HIV-Infektion und den humanen Bereich sollte in diesem Abschnitt im

Besonderen untersucht werden, mit welchen Mechanismen CD8+ HIV-spezifische CTL ihre

Zielzellen zerstören.

4.2.1 Zusammenfassung der Gewinnung von HIV-spezifischen CD8+ CTL

Zur Gewinnung von HIV-spezifischen CD8+ CTL-Klonen wurden PBMC von zwei HIV-

positiven Probanden wie unter 3.7 beschrieben in insgesamt sechs verschiedenen Versuchen

in unterschiedlichen Grenzverdünnungen von 3 bis 100 Zellen pro Einzelansatz ausgesät.

Dies ergab insgesamt 5.740 Einzelproben, aus denen 895 ”Klone” isoliert und näher

untersucht wurden, woraus letztendlich 5 CD8+ CTL-Klone gegen HIV-spezifische Epitope

gewonnen werden konnten. Die Klone stammten alle von einem Patienten mit der

Bezeichnung 9601 .

4.2.2 Nähere Beschreibung der verwendeten HIV-spezifischen CD8+ CTL

Die CD8+ CTL erkennen ihre Zielzellen anhand von ganz spezifischen Peptidsequenzen, die

hier aus den Proteinen des HI-Virus stammen und von den infizierten Zellen mittels HLA-

Klasse-I-Molekülen an der Oberfläche präsentiert werden.

Zunächst wurden, soweit möglich, HLA-Restriktion und Epitopspezifität der CTL-Linien cha-

rakterisiert. Die Epitopbestimmung erfolgte durch den Einsatz von molekularbiologisch

veränderten Vakzinia-Viren (s. 3.9), die nach der Infektion die Zellen einzelne vollständige

oder aber verkürzte HIV-Proteine exprimieren lassen.
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Abb. 4.4: Spezifikation der gewonnenen CTL-Klone
Unter A  ist die Eingrenzung des Epitopbereiches für die Klone 9601-46 bzw. -68 dargestellt. Die autologen
Targetzellen wurden mit rekombinanten Vakzinia-Viren infiziert, die unterschiedlich lange Abschnitte des HIV-
Env-Proteins exprimierten.
B zeigt eine weitere Spezifikation, jetzt für den Klon 9601-61 , mit HIV-p17-Peptiden (je 10 µg/ml).
Abschnitt C  verdeutlicht exemplarisch für 9601-46 das Bestimmen des zur Präsentation notwendigen HLA-
Subtyps.    Das E/T-Verhältnis betrug jeweils 5/1 , die Infektionen erfolgten für 16 Std., die Präinkubation
mit Peptid betrug eine Stunde und die Inkubationen  6 (A), 4 (B) bzw. 5 (C) Stunden.
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In vergleichenden Lyseexperimenten, in denen verkürzte HIV-Proteine exprimiert werden,

kann festgestellt werden, in welchem Bereich des jeweiligen HIV-Proteins das Epitop liegt,

welches von einem bestimmten CTL-Klon erkannt wird.

Durch die Präinkubation der Targetzellen mit synthetischen HIV-Peptiden kann dann an-

schließend das Epitop noch genauer beschrieben werden.

Des weiteren läßt sich durch den Einsatz heterologer Zellinien, die lediglich in einem HLA-

Subtyp mit der autologen Zellinie des Probanden übereinstimmen, auch das HLA-Molekül

bestimmen, über welches das Epitop präsentiert werden muß, damit der spezifische Klon die

Zielzelle lysiert.

Die Abbildung 4.4 zeigt exemplarisch die für die gewonnenen CTL-Klone durchgeführten

Spezifikationsschritte. Im Abschnitt A ist zu erkennen, daß der Klon 9601-46 vPE16 (voll-

ständiges HIV-Glykoprotein) bis vPE22 (aa 1-204)-infizierte Zellen erkennt. Der Klon 9601-

68 lysiert, mit deutlich geringerem Prozentsatz als 9601-46 , nur bis zum Einsatz von vPE21

(aa 1-287). Kontrollinfizierte Targets (vCF21 = RT) werden gar nicht lysiert.

Das bedeutet, daß das Epitop, welches von 9601-46 erkannt wird, in den ersten 204 Amino-

säuren des HIV-env Proteins liegt, während das für 9601-68 zwischen den Aminosäuren 204

und 287 liegen muß. Die genauere Spezifikation der Epitope für diese beiden Klone durch

unterschiedliche HIV-Env Peptide (740.1-18 und HIV-Env Peptide 94-116) war nicht

möglich.

In Abschnitt B ist stattdessen die Annäherung an das Epitop für den HIV-Gag spezifischen

CTL-Klon 9601-61 dargestellt. Der für die Erkennung zur Lyse entscheidene Bereich konnte

auf die Sequenz zwischen den Aminosäuren 71 und 85 des Gag-p17-Proteins eingegrenzt

werden.

Abschnitt C zeigt das Lyseverhalten des Klons 9601-46 mit unterschiedlichen heterologen

Targetzellen, die in jeweils einer Subklasse mit der HLA-Klasse I des Probanden 9601

(HLA: A25/28; B51/60) übereinstimmten (Jurkat: A25 ; 115-B-LCL: A28 ; AA2: B51 ; 92F:

B51 und A3.01: B60). Zellen mit dem Subtyp B51 , AA2 und 92F , wurden erkannt und

lysiert, während die anderen Zellinien oder nicht infizierte AA2-Zellen nicht zerstört wurden.

Tab. 4.1: Übersicht über die HIV-spezifischen CD8+ CTL-Klone des Probanden 9601

CTL Klon HIV Spezifität Proteinbereich Peptid/Epitop HLA-Subtyp

9601-61 gag p17 703.8 aa71-85 B51

9601-46 gp160 gp120 bis aa204 B51

9601-68 gp160 gp120 zw. aa204-287 B51 ?

9601-121 gag p24 nicht näher best. nicht A25, B60, B51

9601-11 gag p17 703.8 aa71-85 B51



Ergebnisse                                                                                                                                    45

Die Tabelle 4.1 enthält eine Zusammenfassung über die Ergebnisse der Spezifizierungen zu

den fünf oben erwähnten, gewonnenen HIV-spezifischen CTL-Klonen. Der Klon 9601-11, in

einer zeitlich späteren Klonierung „gefischt“, erkannte das gleiche Epitop wie 9601-61 , der

als erster HIV-spezifischer CTL-Klon dieses Probanden gewonnen werden konnte.

Außer diesen Klonen wurde der Klon 38a15 verwendet, der eine Peptidsequenz im HIV-Gag

Protein (p17) erkannte, aa261-269 , die in dem Peptid 788.13 (aa 253-274) enthalten war. Die

Lyse dieses Klons war HLA-B8-restringiert und Versuche wurden hier ausschließlich mit der

homologen B-Zellinie 38a-B-LCL durchgeführt.

Um nun die Mechanismen der Lyse HIV-spezifischer CTL, die über zwei unterschiedliche

Wege (CD95- oder Perforin-vermittelt) ablaufen kann, untersuchen zu können, wurden unter

anderem diverse Vakzinia-Virus-Rekombinationen eingesetzt. Frühere Untersuchungen der

Arbeitsgruppe wiesen darauf hin, daß bestimmte Vakzinia-Virus-Stämme mit der CD95

vermittelten Apoptose interferieren. Deshalb wurden HIV-Gene in unterschiedliche Vakzinia-

Virus-Stämme kloniert, um die Virus-Stamm-abhängige Inhibition der Apoptose zu unter-

suchen.

4.2.3 Vorbereitende Untersuchungen

Vakzinia-Viren eignen sich aufgrund des breiten Spektrums an Wirtszellen und der guten

molekularbiologischen Handhabbarkeit besonders als Werkzeuge für die Untersuchung der

CTL-vermittelten Zytolyse, da man durch sie unterschiedliche Fremdproteine (z.B. HIV-

Proteine) in Zielzellen exprimieren lassen kann (Earl et al., 1991).

Andererseits wurde in unserer Arbeitsgruppe (Heinkelein et al., 1996) erstmals nachgewiesen,

daß VV-WR, nicht aber VV-Copenhagen (bzw. NYVAC), CD95-vermittelten Zelltod unter-

drückt. Dieses erfolgt deutlich bevor der Zellmetabolismus durch die VV-Infektion zusam-

menbricht und nicht durch ein Herunterregulieren des CD95-Moleküls von der Zelloberfläche

oder einer Beeinflussung von dessen Bindungseigenschaften.

4.2.3.1 Inhibition der CD95-induzierten Apoptose durch das Vakzinia-Virus B13R-

Genprodukt

Vergleiche der Gensequenzen von VV-Copenhagen und -WR haben gezeigt, daß zwischen

den Virusstämmen ein Unterschied im B13R-Gen besteht. Dieses Gen ist dem Kuhpocken-
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gen crmA zu 92 Prozent homolog. CrmA ist ein Serinprotease-Inhibitor und hemmt das

“Interleukin-1β-converting enzyme“ (ICE) und darüber die Apoptose (Tewari et al., 1995).

In einer Zusammenarbeit mit der Gruppe von G. Smith, Oxford, wurde untersucht, ob B13R

CD95-(und TNF α-) induzierte Apoptose hemmt. Dazu wurden VV-WR-Mutanten verwen-

det, bei denen entweder das B13R-Gen herausgeschnitten (∆B13R) bzw. anschließend wieder

hineinkloniert (B13Rrev) wurde.

Abb. 4.5: Inhibition der CD95-induzierten Apoptose durch das Vakzinia-Virus B13R-
Genprodukt
010-035i B-Lymphoblasten wurden für 16 Std. mit VV, WR-Wildtyp (wtWR), WR mit deletiertem B13R-
Gen (∆B13R) oder ∆B13R mit revertiertem B13R-Gen (B13Rrev) infiziert und anschließend mit dem anti-
CD95-Antikörper CH11 in einer Konzentration von 200 ng/ml inkubiert.

A: Nachweis der B13R-Expression im Western Blot mit dem Kaninchen-anti-B13R-Serum (1:1000).

B: Chromfreisetzung nach 5 Std. Inkubation mit CH11 .

C : DNA-Fragmentation nach 3,5 Std. Inkubation mit CH11 . (M=100 bp Leiter, die untere starke Bande
entspricht 500 bp).
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Western Blot-Analysen mit einem B13R-spezifischen Antiserum zeigen die Expression von

B13R in wtWR und B13Rrev infizierten Zellen (Abb. 4.5 A, relativ breite Bande bei rund

38 kDa, mit einem Pfeil gekennzeichnet). VV-Copenhagen und ∆B13R infizierte, sowie nicht

infizierte Zellen zeigen kein B13R-Produkt.

Die Resistenz gegen die CD95-vermittelte Zytolyse, die B13R-exprimierende VV-Konstrukte

vermitteln, wurde in Zytotoxizitätstests untersucht. Abbildung 4.5 B zeigt exemplarisch die

Ergebnisse eines 51Chromfreisetzungsversuches.

Die CH11-induzierte Zytolyse, als Maß für Apoptose, wurde in B13R-positiven Zellen deut-

lich gehemmt. Die CD95-Antikörper-induzierte Apoptose wird also durch das B13R-Gen-

produkt inhibiert.

Auch nach Präparation der niedermolekularen DNA zeigte sich das für Apoptose typische

Bandenmuster in Vielfachen von 180 bp nur in den Zellen, die kein B13R exprimierten (s.

Abb. 4.5 Abschnitt C).

Dieser Mechanismus der Inhibition von Apoptose durch B13R ermöglicht es, durch den

Einsatz unterschiedlicher VV-Stämme, gezielt und differentiell die CD95-vermittelte Zytolyse

zu blockieren.

4.2.3.2 Homologe Rekombination von Vakzinia-Viren zum Einschleusen von HIV-

Proteinen

Im VV-Wildtyp WR (Western Reserve) ist das B13R-Gen vorhanden und wird exprimiert,

während im VV-Wildtyp Co (Copenhagen) das Leseraster des Gens unterbrochen ist und

kein funktionelles Genprodukt entsteht (s. Abb. 4.5 A).

In der Arbeitsgruppe vorgelegen haben VV-Konstrukte in WR (vPE16) und Co (vPE16/1),

die das HIV-Env-Gen enthalten, für HIV-Gag lag lediglich ein Co-Konstrukt (vC14) vor, so

daß hier das Herstellen eines gag-Konstruktes mittels homologer Rekombination in den VV-

Wildtyp WR notwendig wurde.

Die Rekombination erfolgte wie unter 3.9 beschrieben.

Es konnten nach insgesamt dreimaliger Selektion zwei Klone isoliert werden, die in der indi-

rekten Immunfärbung positiv für die Expression von HIV-Gag waren, E3 und H11. Nach

erneuter Einzelplaque-Aussaat ohne Selektionsbedingungen wurden die beiden Gag-positiven

Subklone, E3/1 und H11/10 , zur Bildung einer hochkonzentrierten Virus-Stammsuspension

mit einem Titer von je 1x108 pfu/ml vermehrt.
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Sie dienten im Weiteren zur Infektion von Targetzellen in zytotoxischen Assays, in denen die

Expression von HIV-Gag Protein bei gleichzeitigem Vorhandensein des B13R-Genproduktes

erwünscht war.

4.2.3.3 Concanavalin A-vermittelte Zytolyse

Bevor die Antigen-spezifische Lyse getestet wurde, mußte untersucht werden, ob die CD8+

CTL-Klone sowohl Perforin- wie auch CD95-vermittelt lysieren können.

Denn in der Literatur waren bislang humane CTL beschrieben worden, die mit unterschied-

lichen Lysemechanismen arbeiteten: ein anti-Hepatitis C CTL-Klon nutzt sowohl Perforin-,

wie CD95- als auch TNF α-vermittelte Lyse (Ando et al., 1997); Tumor-spezifische CTL

nutzen sowohl Perforin als auch CD95 (Zeytun et al., 1997); CD8+ T-Zellen vernichten

Influenza-infizierte Zellen über Perforin und CD95 (Topham et al., 1997); humane CD4+

CTL gegen Herpes-Simlex-Virus lysieren ausschließlich über Perforin (Yasukama et al.,

1999); und Hadida et al. (1999) beschreiben polyspezifische CTL HIV-infizierter Patienten,

die über den CD95/CD95L-Weg Zellen zerstören.

Zur Überprüfung der hier gewonnenen CD8+ CTL-Klone wurden unspezifische Lyseexperi-

mente durchgeführt, in denen die Targetzellen mittels des pflanzlichen Lektins Concana-

valin A (Con A) in so engen Kontakt mit den CTL gebracht wurden, so daß Lyse auch ohne

die Präsentation von Antigen stattfinden konnte.

4.2.3.3.1 Con A-vermittelte Lyse von autologen B-Lymphoblasten durch CD8+ HIV-

spezifische T-Zellklone enthält einen deutlichen Kalzium-unabhängigen Anteil, der

klonspezifisch in der Höhe schwankt

Autologe B-Lymphoblasten wurden für 8 Stunden mit verschiedenen CD8+ CTL-Klonen des

Probanden 9601 kokultiviert. Die Lyse wurde unspezifisch durch Con A (10 µg/ml) indu-

ziert.

Die Auswertung dieses Versuches (s. Abb. 4.6) ergibt für alle getesteten CTL-Klone gute

Lyseraten, die für ein E/T-Verhältnis von 25/1 um die 80% und für ein E/T-Verhältnis von 5/1

zwischen 70 und 80% erreichen. Bei Kalziumentzug durch Komplexierung mit EGTA sind

die Lyseraten stark vermindert und schwanken in beiden E/T-Verhältnissen Klon-abhängig

zwischen 23 und 50% , wobei der CTL-Klon 9601-61 die niedrigste und der Klon 9601-68

die höchste Kalzium unabhängige Lyserate aufweist.
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Abb. 4.6: Con A-vermittelte Lyse von autologen B-Lymphoblasten durch CD8+ HIV-
spezifische T-Zellklone
Die Targetzellen, 9601-B-LCL, wurden mit verschiedenen autologen CD8+ T-Zellklonen bei den Effektor
/Target-Verhältnissen von 25/1 und 5/1 unter dem Einfluß von 10 µg/ml Concanavalin A lysiert. Der Versuch
wurde in An- und in Abwesenheit von 1,5 mM EGTA durchgeführt, die Inkubationszeit betrug 8 Stunden.

Die unterschiedlichen Höhen der Kalzium-unabhängigen Zytolyse ließen sich auch durch

möglichst genaue Gleichbehandlung der CTL-Klone (gleiche Anzahl von Restimulationen

und gleiche Zeitspanne nach der letzten Restimulation) nicht nivellieren.

HIV-spezifische CTL sind folglich in der Lage, mindestens zwei unterschiedliche Lysewege

zu vollziehen, einen Kalzium-abhängigen und einen Kalzium-unabhängigen. Die Höhe des

Kalzium-unabhängigen Anteils ist hierbei, Con A-vermittelt und bei gleichen Targets, klon-

spezifisch.

Über welchen Mechanismus er induziert werden kann, wird unter 4.2.3.3.3 beschrieben.

4.2.3.3.2 Die Höhe des Kalzium-unabhängigen Anteils an der Zytolyse ist auch von den

verwendeten Targetzellen abhängig

Die natürlichen Target-Zellen für HIV-spezifische CTL sind die HIV-infizierten Zellen des

Immunsystems, überwiegend CD4+ Lymphozyten. Für Untersuchungen zu Lysemechanis-

men von CTL werden aber häufig, aus Gründen der leichteren Verfügbarkeit und Hand-

habbarkeit, immortalisierte T-Zellinien und EBV-transformierte B-Zellinien verwendet.

Um zu überprüfen ob, und in wie weit, die mit diesen Targetzellen gewonnenen Ergebnisse

auf die natürliche Situation übertragen werden können, wurde ein Vergleich der Con A-ver-
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mittelten Zytolyse mit einem CD8+ CTL-Klon und unterschiedlichen Targetzellen durch-

geführt.

Die Ergebnisse, dargestellt in Abb. 4.7, zeigen, daß der Kalzium-unabhängige Anteil an der

Lyse in seiner Ausprägung stark von den verwendeten Targetzellen bestimmt wird. Mit den

CD4-positiven T-Zellinien A3.01 und Jurkat, sowie der CD4-positiven B-Zellinie AA2,

ergaben sich mit 54% , 44% bzw. 48% die höchsten Anteile bei diesen immortalisierten

Zellinien. Die EBV-transformierten B-Zellinien, autolog wie heterolog, und die primären

CD4+ Klone erreichten lediglich Kalzium-unabhängige Anteile zwischen 14% und 20%.

Die immortalisierten Zellinien zeigten in vergleichenden Anti-CD95-Immunfärbungen einen

höheren relativen Anteil (bezogen auf ihre Größe) an Oberflächenexpression von CD95 als

primäre Zellen. Ein möglicher Grund für einen größeren Kalzium-unabhängigen Anteil an der

Zytolyse.

Abb. 4.7: Con A-vermittelte Lyse mit einem CD8+ T-Zellklon und unterschiedlichen
Targetzellinien
Als Targetzellen in diesem Versuch dienten die autologe 9601-B-Zellinie; BE- und 35i-B-LCL, zwei heterologe
B-Zellinien; AA2 , eine CD4-positive B-Zellinie; die CD4-positiven T-Zellinien A3.01 und Jurkat E6.1; und
die autologen CD4-positiven T-Zellklone 9601-33 und -20 . Die Lyse erfolgte bei einer Concanavalin A-Kon-
zentration von 10 µg/ml ± 1,5 mM EGTA , bei einem E/T-Verhältnis von 20/1 für 8 Stunden.

Allgemein zeigten sich neben den hier beschriebenen Zelltyp-bedingten Schwankungen in der

Höhe der Lyseraten, gesamt wie partiell, auch Unterschiede von Versuch zu Versuch.

In Abhängigkeit von der Fitneß der Zellen allgemein, der eventuell mehr oder minder starken

Infektion mit VV oder HIV der Targetzellen und insbesondere auch dem Zustand der CTL-
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Klone, betreffend die Anzahl der Stimulationszyklen und die Zeit spanne nach Stimulation,

ergaben sich Abweichungen. Um diese so gering wie möglich zu halten, wurden die beein-

flußbaren Parameter so konstant wie möglich gehalten und auf Vergleiche zwischen zeitlich

relativ weit auseinanderliegenden Versuchen weitestgehendst verzichtet.

4.2.3.3.3 Hemmstoffe der CD95-induzierbaren Apoptose inhibieren den Kalzium-

unabhängigen Anteil der Con A-vermittelten Lyse

Ist der Kalzium-unabhängige Anteil an der oben beschriebenen Con A-vermittelten Zytolyse

unter Beteiligung von HIV-spezifischen CD8+ CTL-Klonen ein apoptotischer Prozess, der

über CD95 initiiert wird, so müßten Hemmstoffe der CD95-induzierten Apoptose diesen

unterdrücken können.

Tatsächlich hemmen, wie in Abb. 4.8 dargestellt, sowohl das irreversibel Caspasen-inhi-

bierende Peptid ZVAD, nahezu vollständig, als auch der inhibierende anti-CD95 Antikörper

ZB4 , teilweise, den Kalzium-unabhängigen Anteil der Zytolyse.

Es ist folglich ein apoptotischer Prozess bei der Con A-vermittelten Lyse beteiligt. Ob dieser

hier vollständig über CD95 oder eventuell auch über andere Induktoren (evtl. TNF-α) initiiert

wurde, bleibt offen.

Abb. 4.8: Inhibition des Kalzium-unabhängigen Anteils der Con A-vermittelten Lyse durch
ZVAD und ZB4
Die Concanavalin A-(10 µg/ml)-vermittelte Lyse der autologen B-Zellen erfolgte durch den CD8+ Klon 9601-
12 für 8 Stunden bei einem E/T-Verhältns von 25/1 in An- oder Abwesenheit von 1,5 mM EGTA ± 100
ng/ml ZB4 oder ± 50 µM ZVAD .
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4.2.4 Mechanismen der Antigen-spezifischen Zytolyse CD8+ CTL

Zur Untersuchung der Lysemöglichkeiten der CTL können durchaus gut zu handhabende

Zellinien und unspezifische Lyseinduktoren verwendet werden. Um zu einer Aussage zu der

Situation in vivo zu gelangen, müssen die Versuchsbedingungen inklusive der Targetzellen so

gut der natürlichen Situation entsprechen wie möglich.

Im weiteren sollen nun die Verhältnisse bei Antigen-spezifischer Zytolyse betrachtet werden.

4.2.4.1 Lysekinetik mit dem HIV-gag-spezifischen CTL-Klon 38a15

Zunächst wurde untersucht, ob ein Kalzium-unabhängiger Anteil bei der Antigen-spezifischen

Zytolyse überhaupt vorkommt. Hierzu wurde eine Lysekinetik aufgenommen, die die optimale

Inkubationszeit für einen möglichst deutlichen Kalzium-unabhängigen Anteil ergeben sollte.

Die in Abb. 4.9 dargestellte Kinetik zeigt einen auf niedrigem Niveau mit der Zeit konstant

steigenden Kalzium-unabhängigen Lyseanteil, der bei 8 bis 12 Stunden einen optimalen

Bereich um 14% aufweist. Nach 24 Stunden ist der Anteil zwar nochmals auf 19,9% gestie-

gen, allerdings erreichte zu diesem Zeitpunkt die Spontanfreisetzung inakzeptabel hohe Werte

(über 30% der Maximallyse). Die spezifische Lyse insgesamt beträgt bereits nach 4 Stunden

knapp 80% und steigt dann nur noch unwesentlich an.

Abb. 4.9: 24-Stundenkinetik der Antigen-spezifischen Zytolyse des CD8+ CTL-Klons 38a15
Die Lyse-Kinetik wurde hier mit dem CD8+ HIV-Gag-spezifischen CTL-Klon 38a15 in einem Effektor/Tar-
get-Verhältnis von 5/1 durchgeführt. Als Targets dienten autologe B-LCL , die eine Stunde vor Versuchsbe-
ginn mit dem 38a15-spezifischen Peptid 788.13 (1 µg/ml) präinkubiert wurden. Die ZVAD-Konzentration
betrug 20 µM .
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Über den gesamten Zeitraum von 24 Stunden läßt sich die Zytolyse

durch den Zusatz von ZVAD und EGTA vollständig blockieren.

Ähnliche Zeitverläufe ließen sich auch mit den HIV-Gag bzw. HIV-Env-spezifischen CTL-

Klonen 9601-61 bzw. 9601-46 beobachten. Die Inkubationsdauer wurde daher in den

weiteren Untersuchungen auf möglichst 8 bis 12 Stunden ausgedehnt.

4.2.4.2 Das B13R-Genprodukt des Vakzinia-Virus WR vermag sowohl die Peptid-

induzierte als auch die durch virale HIV-Proteinexpression initiierte Antigen-spezi-

fische Kalzium-unabhängige Zytolyse zu unterdrücken

Um zu untersuchen, ob die Wahl des rekombinanten VV-Stammes einen Einfluß auf die

CD95-vermittelte Lyse hat, wurde folgendes vergleichende Experiment durchgeführt.

Abb. 4.10: Inhibition des Ca-unabhängigen Anteils der CTL-spezifischen Zytolyse durch das
VV-WR B13R-Genprodukt
Die hier dargestellten Zytotoxizitätstests wurden mit dem HIV-Gag-spezifischen CD8+ CTL-Klon 38a15 und
autologen B-LCL durchgeführt. Die Targets waren entweder mit VV-WR bzw. Co-Wildtyp infiziert und zu-
sätzlich mit dem spezifischen Peptid 788.13 (1 µg/ml) eine Stunde vorinkubiert oder mit rekombinanten VV,
WR wie Co, infiziert, die das HIV-Gag-Protein exprimierten. In allen Fällen wurde für 8 Stunden infiziert und
dann für weitere 12 Stunden mit unterschiedlichen Effektor/Target-Verhältnissen inkubiert.
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Die autologen 38a-B-LCL wurden einmal durch die Zugabe des dem CTL-Klon (38a15) kor-

respondierenden Peptids (788.13) für die spezifische Lyse präpariert, und zum Zweiten durch

die virale HIV-Proteinexpression von rekombinanten VV zur Lyse vorbereitet. Durch die

Wahl des VV-Stammes WR, welcher das funktionelle B13R-Produkt exprimiert, konnte der

CD95-vermittelte Anteil der Zytolyse unterdrückt werden. Bei Infektion mit Viren des Copen-

hagen-Stammes blieb der CD95-vermittelte Anteil deutlich sichtbar (s. Abb. 4.10).

Insgesamt lag in diesem autologen System mit 38a-B-Zellen der Kalzium-unabhängige Anteil

zwischen 7% und 13% bei einem E/T-Verhältnis von 5/1 und war bei nicht infizierten, Peptid-

stimulierten Targets, sowie VV-Co infizierten Zellen, durch den Zusatz von ZVAD (20 µM)

auf Null abzusenken.

Die spezifische Zytolyse war im Kalzium-abhängigen wie -unabhängigen Teil, bezogen auf

das E/T-Verhältnis konzentrationsabhängig, beim größten E/T-Verhältnis von 5/1 zeigten sich

die jeweils höchsten Lyseraten.

4.2.4.3 Der Kalzium-unabhängige Anteil der CTL-vermittelten spezifischen Zytolyse

ist ein apoptotischer Prozess, der über CD95 initiiert wird

Der Kalzium-unabhängige Anteil der CTL-vermittelten spezifischen Zytolyse des HIV-Gag

erkennenden Klons 38a15 war mit autologen B-LCL statistisch signifikant nachweisbar und

betrug durchschnittlich 10,4 ± 2,0% nach 12-stündiger Inkubation (p < 0,01 , n=4). Er ließ

sich deutlich durch das synthetische Peptid ZVAD, einem Caspase-Inhibitor, unterdrücken,

was für einen apoptotischen Prozeß spricht.

Um zu ermitteln, ob die Apoptose über CD95 vermittelt wurde, kam der inhibierende CD95-

Antikörper ZB4 zum Einsatz.

Die Lyse ließ sich mit dem CD95-Antikörper ZB-4 (100 ng/ml) vollständig unterdrücken (s.

Abb. 4.11), was nachweist, daß der Kalzium-unabhängige Anteil eben gerade, und hier im

Gegensatz zur unspezifischen Lysevermittlung durch Con A, ausschließlich über CD95 (Fas,

APO-1) induziert wird.

Diese Ergebnisse konnten sowohl mit weiteren HIV-spezifischen CTL-Klonen bestätigt

werden, als auch durch den inhibierenden Einsatz von spezifischeren Caspase-Inhibitoren, wie

YVAD für Caspase-1 und DEVD für Caspase-3, untermauert werden (hier nicht dargestellt).

Die Reduktion der Zytolyse unter Kalziumentzug plus ZVAD oder ZB4 auf Nullniveau

schließt die Beteiligung weiterer Prozesse (z.B. TNF-α) an der HIV-spezifischen CTL-ver-

mittelten Lyse aus.
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Abb. 4.11: Inhibition des CD95-vermittelten Anteils der CD8+ HIV-spezifischen CTL-Lyse
durch ZVAD sowie durch ZB4, einen CD95-blockierenden Antikörper
Der Ansatz wurde mit dem HIV-Gag-spezifischen CTL-Klon 38a15 und autologen B-LCL bei einem Verhält-
nis von 5/1 für 12 Stunden durchgeführt. Präinkubiert für eine Stunde wurde mit dem spezifischen Peptid
788.13 (10 µg/ml), die Inkubationen enthielten ±1,5 mM EGTA und ±20 µM ZVAD oder ±100 ng/ml ZB4.

4.2.4.4 Die spezifische Lyse der CD4+ Zellinie AA2 wird ebenfalls über Perforin und

CD95 vermittelt

Um sich nun der In-Vivo-Situation anzunähern und zu untersuchen, ob auch die Lyse HIV-

infizierter Zellen über Perforin und CD95 durchgeführt wird, wurde die CD4+, HLA-B51-

positive B-Zellinie AA2 eingesetzt. Sie ist HIV-infizierbar und kann Gag- wie Env-Epitope für

die Klone 9601-61 und -46 über HLA B51 präsentieren.

In Abb. 4.12A ist exemplarisch ein Lyseexperiment dargestellt, bei dem die AA2-Zellen als

Targetzellen mit dem für den CTL-Klon 9601-61 spezifischen Peptid 703.8 präpariert waren.

Die Lyse nach 12 Stunden war bei einem E/T-Verhältnis von 5/1 nahezu vollständig und wies

bei Kalziumentzug einen CD95-vermittelten Anteil von 17,7% auf, der sowohl durch ZVAD

als auch durch ZB4 vollständig hemmbar war. Zellen, die mit einem Kontrollpeptid präpariert

waren, wurden nicht lysiert. Die Zellinie war somit klar für die spezifische Lyse einsetzbar.

Abb. 4.12B zeigt das Ergebnis eines Zytotoxizitätstestes, bei dem die AA2-Zellen für vier

Tage mit HIV infiziert waren und dann mit dem HIV-env-spezifischen Klon 9601-46 in einem

Verhältnis von 5/1 kokultiviert wurden. Die Zytolyse nach 6 Stunden erreichte einen Wert von
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35,9% bei einem CD95-Anteil von 7,5% , der mit ZVAD vollständig zu blockieren war. Die

Zellen wiesen auch bei dieser relativ kurzen Inkubation von 6 Stunden bereits eine hohe

Spontanfreisetzung von 33,4% auf, die wahrscheinlich auf die Bildung von Synzytien und

deren spontane Degradation zurückzuführen war. Für diese Annahme spricht auch die

Beobachtung, daß die Spontanfreisetzung in dem Ansatz mit ZVAD, was den ebenfalls

apoptotischen Prozeß der Synzytiendegradation inhibiert, mit 25,8% wesentlich geringer

ausfiel.

Daß die Gesamtlyse bei HIV-Infektion nur bei 36% lag, gegenüber rund 100% nach Peptid-

Inkubation, lag unter anderem wahrscheinlich daran, daß in den AA2-Zellen die MHC I-Ex-

pression durch die HIV-Infektion auf circa die Hälfte reduziert wurde.

Abb. 4.12: Zytotoxizitätstests mit der CD4+ Zellinie AA2
Die CD4+ B-Lymphoblasten-Zellinie AA2 wurde als Target in diesen Zytotoxizitätstests eingesetzt. Die Zel-
len wurden entweder mit dem Peptid 703.8 (10 µg/ml) präinkubiert und mit 9601-61 für 12 Std. kokultiviert
(A) oder für 4 Tage mit HIV infiziert und mit 9401-46 für 6 Std. kokultiviert (B). Das E/T-Verhältnis betrug
5/1, der Einfluß von ZVAD (20 µM) und/oder ZB4 (100 ng/ml) wurde in An-und Abwesenheit von 1,5 mM
EGTA gemessen.
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4.2.4.5 Vergleichende Färbungen von Oberflächenmolekülen bei CD4-positiven pri-

mären Zellen und T-Zellklonen

Wie aus den Experimenten mit der unspezifischen Lyse durch Con A (s. 4.2.3.3.2) zu erse-

hen ist, ist für primäre CD4+ Zellen ein geringerer Anteil an Ca2+-unabhängiger Zytolyse zu

erwarten. In der Literatur ist allerdings beschrieben, daß unter einer HIV-Infektion die Ex-

pression von CD95 (Fas) und CD95-Ligand (Fas-Ligand) an der Zelloberfläche von T-Zellen

ansteigt (Badley et al., 1996, Bäumler et al., 1996).

Deshalb ist hier der Einfluß der Stimulation und der HIV-Infektion von CD4-positiven pri-

mären Zellen und T-Zellklonen auf die Expression von Zelloberflächenproteinen, im besonde-

ren des CD95-Moleküls, untersucht worden.

Die Immunfärbungen erfolgten einmal direkt vor der Stimulation der Zellen mit PHA (Tag 0),

dann an Tag 4 der Stimulation, an dem auch die HIV-Infektion eingeleitet wurde, und ab-

schließend an Tag 7 , insgesamt sieben Tage nach Stimulation für alle Zellen, inklusive drei-

tägiger Infektion für den HIV-infizierten Teil.

In Tabelle 4.2 sind die gewonnenen Daten, bezogen auf einen relativen Wert von eins zu

Beginn der Stimulation, für zwei Zellklone und einmal für polyklonale CD4+ PBMC auf-

geführt.

Tab. 4.2: Färbungen von Zelloberflächenproteinen nach Stimulation und HIV-Infektion

Zellen Färbung Tag 0 Tag 4
Tag 7

nicht inf.

Tag 7

HIV-inf.

9601-20 CD95 1 12,3 11,5 12,1

(CD4+ Klon) MHC I 1 n.b. 2,9 2,2

CD4 1 22,1 8,5 7,4

p24 - - 1,1% 57,2%

9601-33 CD95 1 12,7 10,9 10,9

(CD4+ Klon) MHC I 1 n.b. 3,4 2,6

CD4 1 25,5 16,2 10,5

p24 - - 2,4% 71,9%

9601-PBMC CD95 1 11,7 10,2 13,1

(CD4-selektioniert) MHC I 1 n.b. 2,5 1,9

CD4 1 19,8 6,1 2,4

p24 - - 1,7% 71,7%

          n.b. ≡ nicht bestimmt
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Allgemein zeigte sich ein Ansteigen der Expression aller gemessenen Oberflächenmoleküle

nach Stimulation mit PHA. Die Expression des CD95-Moleküls stieg ungefähr um den Fak-

tor 10 bis 12 an und blieb auf diesem Niveau, unabhängig von einer HIV-Infektion der Zellen.

Die PHA-Stimulation der Zellen stellt somit schon eine maximale Aktivierung dar.

Die Expression des CD4-Moleküls stieg nach der PHA-Stimulation stark an, Faktor 20-25 an

Tag 4 , und fiel bis Tag 7 auf Werte zwischen Faktor 6 und 16 . Bei relativ guter HIV-

Infektion der Zellen von mehr als 70% zeigte sich eine deutliche Reduktion von CD4 und

tendenziell ebenso eine Verminderung der Oberflächenexpression von MHC I.

Man kann somit an der Expression der Oberflächenmoleküle nachvollziehen, daß CD4+

Zellen nach einer Aktivierung leichter mit HIV zu infizieren sind (gesteigerte CD4-Expres-

sion) und daß sie bei erfolgreicher Infektion durch das Herabregulieren von MHC I

schlechter von spezifischen CTL zu erkennen und zu lysieren sind, obwohl die CD95-Expres-

sion auf einem hohen Niveau konstant bleibt.

4.2.4.6 Spezifische CTL-vermittelte Zytolyse von primären CD4-positiven Zellen

Die maximale Annäherung an die Situation in vivo erfolgte in Lyseexperimenten mit HIV-

infizierten CD4-positiven primären Zellen.

Abb. 4.12: Spezifische Zytolyse von CD4+ Targetzellen
Eingesetzt wurden CD4+ primäre Zellen des Probanden 9601 (PBMC oder klonale Zellen), die entweder mit
dem spezifischen Peptid 703.8 für eine Stunde präinkubiert oder für drei Tage HIV-infiziert waren. Als Effektor
diente der HIV-Gag spezifische CTL-Klon 9601-61, das E/T-Verhältnis betrug 5/1 und die Inkubation dauerte
12 Stunden.
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Der Kalzium-unabhängige CD95-vermittelte Anteil der spezifischen Zytolyse von CD4+

primären Zellen, wie PBMC oder auch T-Zellklonen, war mit Werten kleiner als fünf so

gering, daß er sich nicht signifikant und reproduzierbar darstellen ließ.

Trotz des Anstiegs der CD95-Expression an der Zelloberfläche nach Stimulation (s. oben),

welcher auch unter einer HIV-Infektion erhalten blieb, sank der Anteil der Kalzium-

unabhängigen Lyse im Vergleich zu unstimulierten Zellen eher, als daß er anstieg.

In Abb. 4.13 ist exemplarisch ein Chromfreisetzungsversuch mit primären CD4+ Zellen des

Probanden 9601 dargestellt. Der Kalzium-unabhängige Anteil lag unter 5% und somit im

unspezifischen Schwankungsbereich. Auch mit Zusätzen von ZVAD oder ZB4 waren keine

hemmenden Effekte mehr auszumachen.
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5. Diskussion

Die zelluläre Immunantwort auf eine Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus ist

stark und von besonderer Bedeutung bei der Kontrolle des Infektes. Sie kann aber in der

überwiegenden Anzahl der Fälle die Virämie nicht auf Dauer unterdrücken oder das Virus, wie

bei vielen anderen viralen Infekten, vollständig eliminieren. Das HIV infiziert Schlüssel-zellen

der Immunabwehr, stört dadurch deren Koordinationsaufgaben, entkommt dabei selbst der

Zerstörung und führt letztlich zu einem Zusammenbruch des gesamten Immunsystems.

Die zelluläre Immunabwehr bei einer HIV-Infektion wird im Wesentlichen getragen von zyto-

toxischen T-Lymphozyten (CTL), deren Aufgaben die Lyse infizierter Zellen (dazu später

näheres) und die Sekretion von Zytokinen sind, die die virale Replikation beeinflussen (Yang

et al., 1997, Buseyne et al., 1996). So inhibiert sezerniertes Interferon-γ die HIV-Replikation,

während TNF-α diese unter Umständen aktiviert (Bollinger er al., 1993, Harrer et al., 1993,

Jassoy et al., 1993). HIV-spezifische CTL produzieren außerdem Chemokine, wie MIP-1α,

MIP-1β und RANTES, die mit dem HIV um dessen für die Infektion benötigten Co-Rezep-

toren konkurrieren oder dieselben von der Zelloberfläche von CD4+ Zellen herunterregulie-

ren (Cocchi et al., 1995, Price et al., 1998).

HIV-spezifische CTL können schon sehr früh im Verlauf der Infektion nachgewiesen werden

und mit ihrem Erscheinen geht die initiale Virämie zurück (Wilson et al., 2000). Nach

neuesten Ergebnissen können dabei bis zu 10% der CD8+ T-Lymphozyten in dieser akuten

Phase der Infektion beteiligt sein.

Der Breite und der Qualität dieser ersten Generierung von CTL wird eine prognostische

Komponente zugesprochen, was die Progression der Infektion betrifft (Pantaleo et al., 1996

und 1997, Propato et al., 2001). Eine gute Ausstattung mit HIV-spezifischen Lymphozyten

wurde vor allem bei Langzeitüberlebenden mit nicht progredienter Infektion (LTNP)

beobachtet, welche diese auch über Jahre behalten (Pontesilli et al., 1998, Rosenberg et al.,

1997). Bei sogenannten Progressoren, dem häufigeren Krankheitsverlauf, ist die CTL-

Antwort entweder bereits zu Beginn der Infektion eingeschränkter, die genetische Ausstattung

scheint hierbei eine bedeutende Rolle zu spielen, so steht z.B. HLA-Monozygotie für eine

schlechtere Prognose (Carrington et al., 1999), oder die Qualität der CTL läßt, eventuell auch

durch zurückgehende T-Helfer-Zellzahlen, nach (Gea-Banacloche, 2000).

Als weiteren Grund für ein Nachlassen der CTL-Antwort werden sogenannte „Escape“-Mu-

tanten diskutiert (Gould und Bangham, 1998), bei denen das Virus durch Sequenzverän-
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derungen im Epitop selbst oder in dessen Bindungsstellen zur HLA-Präsentation der CTL-

Erkennung entkommt.

Im Gegensatz zu Beobachtungen bei anderen viralen Infektionen sind die bei HIV-Patienten

isolierten CTL fast ausschließlich CD8-positiv. Ausnahmen sind die Beschreibungen eines

HIV-Gag-p24-spezifischen CD4+ Klons durch Littaua et al. (1992) und ein HIV-Env-spezi-

fischer CD4+ CTL-Klon durch Curiel et al. (1993), der allerdings nicht klassisch HLA-

restringiert lysierte.

Es stellt sich die Frage, wieso HIV-spezifische CD4+ CTL so gut wie nie aus HIV-positiven

Patienten isoliert werden können.

Sicher sind die CD4+ Zellen das primäre Ziel des HIV und die Infektion sowie die damit

verbundene direkte Zerstörung CD4-positiver, reifer wie naiver, CTL durch das Virus ist

sicher ein Grund für eine verringerte Anzahl, nicht aber verantwortlich für ein vollständiges

Fehlen der CD4+ HIV-spezifischen CTL.

Daß solche, prinzipiell auch gegen HIV gerichtete CD4+ CTL generiert werden können,

wurde in In-Vitro-Stimulationen von mononukleären Zellen des peripheren Blutes (PBMC)

seronegativer Spender (Siliciano et al., 1988) und in Impfstudien bei HIV-seronegativen Pro-

banden mit rekombinantem HIV-Glykoprotein (r-gp160) gezeigt (Orentas et al., 1990).

Solche CD4+ CTL wurden mir für meine Arbeit zur Verfügung gestellt.

Die in diesen Studien dargestellten HIV-Glykoprotein-spezifischen CD4+ CTL erkannten

Epitope des intra- wie extrazellulären Bereiches des Glykoproteins und lysierten HLA-Klas-

se-II-restringiert spezifisch Antigen-präsentierende Zellen. Diese CD4+ CTL exprimierten

ebenso wie CD8+ CTL Perforin und ihre Lyse war abhängig von extrazellulärem Kalzium

(Hammond et al., 1992, Stanhope et al., 1993, reviewed in Siliciano, 1996).

Die Untersuchungen meiner Arbeit zeigen, daß diese CD4+ HIV-gp120-spezifischen CTL,

neben der von ihnen induzierten spezifischen HLA-restringierten Ca2+-abhängigen Zytolyse,

auch an einer zweiten Form der Lyse beteiligt sind. Diese Form der Lyse ist Antigen-unspe-

zifisch und wurde in unserer Arbeitsgruppe von Heinkelein et al. 1995 und 1996 charakteri-

siert. Diese Lyse findet bei Kontakt von CD4+ Zellen mit HIV-infizierten, oder auch nur

HIV-Glykoprotein an ihrer Oberfläche exprimierenden Zellen statt. Sie ist nicht HLA-restrin-

giert, Ca2+-unabhängig und erfordert eine Expression von gp160 . Ihr liegt ein aktiver apopto-

tischer Prozeß zugrunde (Ohnimus et al., 1997), der nicht durch CD95 oder TNF-Rezeptor 1

vermittelt wird. Die Zellen fusionieren miteinander und bilden sogenannte Synzytien, die dann

in vitro apoptotisch zugrunde gehen.

Für nicht infizierte T-Helferzellen konnte in Kokulturversuchen ein signifikanter Verlust bei

Kultivierung mit nur einem Prozent infizierter Zellen beobachtet werden, wobei Gedächt-
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niszellen (CD45RO+, CD29h+) schneller vernichtet wurden als naive Zellen (CD45RO-,

CD29lo+) (Heinkelein et al., 1997).

Die bei HIV-gp120-spezifischen CD4+ CTL hier erstmals aufgezeigte zweite Form der Lyse

entspricht in ihren Merkmalen exakt der eben skizzierten Fusions-vermittelten unspezifischen

Lyse bei Kontakt von CD4+ Lymphozyten mit HIV-infizierten Zellen.

Unter 4.1.1 wurde gezeigt, daß bei Einsatz von CD4+ gp120-spezifischen CTL zwei unab-

hängige Lysemechanismen vorhanden sind, ein Ca2+-abhängiger und ein Ca2+-unabhängiger,

welcher allerdings gp120-Expression an der Zelloberfläche benötigt. Beide Formen der Lyse

treten gemeinsam nur bei autologen Targetzellen auf, die Ca2+-unabhängige Zytolyse findet

auch zwischen heterologen Zellen statt und ist daher nicht HLA-restringiert (s. 4.1.2). Bei

alleiniger Epitop-Präsentation ohne Oberflächenexpression, nach Präinkubation mit r-gp120 ,

tritt diese unspezifische Lyseform nicht auf (s. 4.1.3).

Vermuten läßt sich in diesem Zusammenhang, daß der von Curiel et al. (1993) beschriebene

gp120-spezifische CD4+ CTL-Klon eventuell lediglich ein nicht HIV-spezifischer CD4-Klon

war, der nur die unspezifische Fusions-vermittelte Lyse zeigte. Für diese Annahme sprechen

die nicht eindeutig zu klärende HLA-Restriktion und das Fehlen von Lyse bei nicht vorhande-

ner Oberflächenpräsentation des gp120-Anteils bei Verwendung von verkürzten Vakzinia-

Env-Konstrukten.

Auf eine Untersuchung der spezifischen CD4+ CTL-vermittelten Zytolyse im Hinblick auf

Anteile an CD95-vermittelten bzw. Perforin-induzierten Anteilen wurde verzichtet, da einer-

seits die CD4+ CTL, wie oben beschrieben, in der HIV-Infektion keine oder eine unter-

geordnete Rolle zu spielen scheinen und zum anderen eine Differenzierung zwischen spe-

zifischen apoptotischen Prozessen und unspezifischen, Fusions-vermittelten ebenfalls

apoptotischen Ereignissen schwierig geworden wäre.

Zwar zeigte sich bei der Verwendung des VV-Konstruktes vPE18 , das zu keiner Ober-

flächenexpression von gp120 führt, kein Ca2+-unabhängiger Lyseanteil (s. Abb. 4.1 und 4.2),

welcher bei einer CD95-vermittelten Zytolyse zu erwarten gewesen wäre, allerdings ist dieses

Vakzinia-Virus vom Stamm WR abgeleitet, der die CD95-induzierte Apoptose unterdrücken

kann (s. 4.2.3.1). Dadurch sind gültige Aussagen zur CD95-vermittelten Apoptose mit vPE18

(WR) hier nicht möglich.

Die hier aufgezeigte Fusions-vermittelte Lyse von HIV-spezifischen CD4+ CTL beinhaltet in

ihrer Konsequenz, der Zerstörung beider oder aller beteiligten Zellen, einen dramatischen

Unterschied zur „normalen“ Antigen-spezifischen Zytolyse von CD4+ wie CD8+ CTL.

Die „normale“ Form der Zytolyse bleibt für die zytotoxischen Zellen ohne Schaden, sie wer-

den, im Gegenteil, durch den Antigenkontakt zur Ausschüttung von Zytokinen und zur Proli-

feration angeregt (Jassoy et al., 1993, Pantaleo et al., 1994, Callan et al., 1996).
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CD4+ HIV-spezifische CTL, die ja gerade aufgrund ihrer Funktion in der Immunabwehr ver-

stärkt in engen Kontakt zu HIV-infizierten Zellen mit gp120 Oberflächenexpression treten,

laufen somit ständig Gefahr, selbst Opfer der unspezifischen Fusions-vermittelten Lyse zu

werden. Entgehen sie dieser unspezifischen Zerstörung hier, so sind sie, durch den Antigen-

kontakt aktiviert, als CD4+ Zellen besonders gut durch das HI-Virus zu infizieren und eben

dadurch gefährdet, zugrunde zu gehen.

Da die stärkste Expansion der HIV-spezifischen CTL während der akuten Infektion und der

initialen Virämie stattfindet, also bei besonders hoher Viruslast und großer Anzahl produktiv

infizierter Zellen, ist es sehr wahrscheinlich, daß es bereits hier, zu Beginn der Infektion, zu

einer negativen Selektion CD4+ HIV-spezifischer CTL kommt. HIV-spezifische CD4+

Klone gelangen wahrscheinlich erst gar nicht zur Expansion und sind daher in chronisch infi-

zierten Patienten normalerweise nicht nachzuweisen.

Interessant wären in diesem Zusammenhang Untersuchungen, ob HIV-spezifische CD4+

CTL in Patienten vorkommen, die von der Arbeitsgruppe von Bruce Walker, Boston, während

der akuten Infektion mit hochwirksamer anti-retroviraler Therapie (HAART) behandelt

wurden. Bei diesen Patienten konnte eine besonders gute HIV-spezifische T-Helferzellant-

wort beobachtet werden. Nach strukturierten Therapieunterbrechungen wurde bei ihnen der

Wiederanstieg der Viruslast teilweise so gering, daß ihr Immunsystem die Infektion über

einen längeren Zeitraum ohne HAART zu kontrollieren vermochte (Rosenberg et al., 2000).

Eine starke HIV-spezifische T-Helferzellantwort ist mitentscheidend für den Aufbau und den

Erhalt aktiver zytotoxischer T-Zellen, CD4- wie CD8-positiver.

Tatsächlich berichtet eine neuere Veröffentlichung aus dieser Gruppe, Norris et al. (2001), daß

es ihnen gelungen ist, multifunktionelle CD4+ T-Zellen zu isolieren, die HIV-Gag spezi-fisch

sind und die die Zellproliferation anregen, IFN-γ sekretieren und zytolytische Aktivität

aufweisen.

In HIV-Infizierten können allerdings, wie einleitend bereits erwähnt, in überwiegender Mehr-

heit CD8+ CTL nachgewiesen werden. Die neuesten Meßtechniken, wie z.B. der funktionelle

Nachweis über eine IFN-γ-Produktion im Elispot (Scheibenbogen et al., 2000) oder die Mar-

kierung von Epitop und HLA-Klasse-I-Molekül in der sogenannten „Tetramer–Technik“

(Wilson et. al, 2000), zeigen im Vergleich zur klassischen Methode der CTL-Isolation durch

Klonierung in Grenzverdünnungen (LDA = limiting delution assay), einen zum Teil wesent-

lich höheren Anteil HIV-spezifischer CTL (bis zu 10% der CD8+ Zellen, gegenüber 0,1 bis

3% in früheren Untersuchungen). Für die Messungen mit den neuen Techniken sind
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allerdings auch keine Zellteilungen erforderlich und die Detektion erfolgt nicht durch den

Nachweis von spezifischer Lyse.

Dieses führte zu Diskussionen über die Funktionalität der mittels Tetramer-Technik

nachgewiesenen CTL (Rowland-Jones et al., 2001). Appay et al. (2000) beschreiben, daß nur

15% der von ihnen so dargestellten HIV-spezifischen CTL Perforin enthielten und spezifi-

sche Targetzellen nur mäßig lysierten, was auf einen wesentlichen Anteil nicht zytolytisch

aktiver CTL hindeutet. Die sekretorischen Funktionen schienen allerdings weniger beein-

trächtigt.

Im Gegensatz dazu stellten Goulder et al. (2000) eine gute Korrelation zwischen Tetramer-

Assay und Zytotoxizitätstests nach LDA fest und postulierten, daß nicht-funktionelle CTL

keine Rolle in der chronischen HIV-Infektion spielen.

Innerhalb dieser Arbeit wurden die HIV-spezifischen CTL mittels Grenzverdünnung (LDA)

gewonnen und anschließend als CTL-Klone beschrieben (s. 4.2). Der Anteil der CD8+ T-

Zellinien, die sich als klonal und HIV-spezifisch herausstellten, lag dabei deutlich unter einem

Prozent (fünf Klone von insgesamt rund 5.700 Einzelproben).

Erheblich relativiert wird diese geringe Gesamtausbeute, wenn man beachtet, daß sich bei

meinen Studien von einem (9701) von zwei Patienten, aus nicht bekannten Gründen keine

CTL darstellen ließen und daß Proben des zweiten Probanden (9601), die mehr als eine

Spezifität aufwiesen oder nicht rein CD8-positiv waren, nicht weiter bearbeitet wurden.

Eine ähnlich niedrige Quote für die Isolation von CTL-Klonen aus Blut berichten Mollet et al.

(2000), die im Schnitt 3,8 unterschiedliche HIV-spezifische Klone aus Therapie-naiven

Patienten isolierten, was bei ihren Versuchen einer Frequenz von 0,24% entsprach.

Mit dem Beginn einer anti-retroviralen-Therapie (ART) verdreifachte sich diese Frequenz

zunächst, um dann mit der Zeit wieder abzufallen und nur bei Viruslastanstieg, durch z.B.

Therapieunterbrechungen, erneut zu steigen.

Aus Cerebrospinal-Flüssigkeit, zum Beispiel, lassen sich, im Vergleich zum peripheren Blut,

wesentlich höhere Anteile an HIV-spezifischen CTL darstellen (Jassoy et al., 1992).

Bei den während dieser Arbeit isolierten und beschriebenen Klonen handelt es sich um die,

die vermehrt werden konnten. Eine Frequenzanalyse (als Spiegelbild der Situation in vivo) ist

nicht möglich. Die Aktivität der fünf hier gewonnen Klone richtete sich gegen den HIV-Gag

p17 (Matrix-protein)-bzw. den p24 (Capsidprotein)-Anteil, sowie gegen zwei unterschiedliche

Bereiche des extrazellulären Anteils des HIV-Glykoproteins.

Es wurden keine HIV-RT- bzw. Nef-spezifischen CTL-Klone isoliert.

Für diesen Patienten, der zum Zeitpunkt der Blutentnahmen eine HAART bekam, deren

Beginn allerdings noch nicht lange (zwischen 3 und 9 Monate) zurück lag, und dessen

Viruslast unter der Nachweisgrenze von 50 Kopien pro ml lag, ist dies eine zu erwartende,

relativ breite Streuung der antiviralen Aktivität.
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Altfeld et al. (2001) beschreiben, daß, neben der hier ebenfalls isolierten, gegen p17

gerichteten Aktivität, auch das zu den akzessorischen HIV-Proteinen gehörende Vpr ein

bevorzugtes Ziel der CTL-Antwort ist. Aktivitäten gegen die akzessorischen HIV-Proteine,

sowie gegen HIV-Tat (Transaktivator der Transkription), wurden hier nicht näher untersucht.

Die zwei CTL-Klone des Probanden 9601, die HIV-gag p17-spezifisch waren, erkannten ein

Epitop innerhalb der Aminosäuren 71 bis 85, das mittels HLA-B51 präsentiert wurde. Dieser

Sequenzbereich ist auch schon für eine Präsentation mit HLA-A2 beschrieben worden (Nixon

and McMichael, 1991; Johnson et al., 1992), die Präsentation über HLA-B51 ist hier erstmals

aufgezeigt.

Ebenfalls über HLA-B51 präsentiert wurden die Epitope für die env-spezifischen Klone

9601-46 und 9601-68 . Das Epitop für 9601-46 lag innerhalb der ersten 204 Aminosäuren

des gp120 , während das für 9601-68 zwischen den Aminosäuren 204 und 287 lag. Die HIV-

Env-Epitope konnten nicht näher charakterisiert werden.

Als Gründe lassen sich hier eine unterschiedliche Prozessierung des Gesamtproteins im

Vergleich zu den getesteten synthetischen Peptiden vermuten, oder die entscheidenden

Peptide, die die zu erkennenden Epitope enthielten, waren in der Zelle bzw. im Medium nicht

stabil genug, so daß es zu keiner oder aber nur zu einer ungenügenden Präsentation der

Epitope reichte.

Zytotoxische T-Zellen lysieren ihre Targetzellen über zwei Mechanismen: die Induktion von

Apoptose über das CD95-Oberflächenmolekül oder über den Perforin-Weg, der aus dem

Durchlöchern der Plasmamembran der Zielzelle und dem Einschleusen von proteolytischen

Enzymen besteht.

Die ursprünglichen Untersuchungen zum Mechanismus der CTL-vermittelten Zytotoxizität

erfolgten überwiegend im murinen System. Sie führten zu der These, daß CD4+ CTL über-

wiegend immunmodulatorische Aufgaben besäßen, wie z.B. die klonale Expansion und Kon-

traktion bei einer Immunreaktion zu steuern, und wenn überhaupt, dann hauptsächlich über

CD95 zytotoxisch aktiv werden. Währenddessen sollen CD8+ CTL danach mehr der Infekt-

abwehr dienen und mittels Perforinausschüttung lysieren (Hahn et al., 1995; Podack et al.,

1995; Piazza et al., 1997).

Die in den letzten Jahren gewonnenen humanen CTL, die gegen endo- sowie exogene Ziele

gerichtet waren, zeigten keine so eindeutige Aufteilung. Unabhängig vom CD-Status wurden

sowohl CD95- als auch Perforin-induzierte Lyse beobachtet. Zum Beispiel wurde berichtet,

daß ein CD8+ Anti-Hepatitis C CTL-Klon sowohl Perforin-, wie CD95- als auch TNF-α-

vermittelte Lyse nutzt (Ando et al., 1997); Tumor-spezifische CTL nutzen sowohl Perforin als

auch CD95 (Zeytun et al., 1997); CD8+ T-Zellen vernichten Influenza-infizierte Zellen über

Perforin und CD95 (Topham et al., 1997); oder humane CD4+ CTL gegen Herpes-Simplex
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Virus lysieren ausschließlich über Perforin (Yasukama et al., 1999) während CD4+ CTL

gegen Mycobacterium tuberculosis sowohl Perforin als auch CD95 zur Lyse einsetzen

(Lewinssohn et al., 1998).

Viele Untersuchungen zur CTL-vermittelten Lyse werden unter Zuhilfenahme von Vakzinia-

Viren als Vektoren durchgeführt, ohne genauere Angaben zum verwendeten Vakzinia-Stamm

zu machen.

In dieser Arbeit konnte aber nachgewiesen werden (s. 4.2.3.1), daß es bei Messungen der

Lysemechanismen von entscheidender Bedeutung ist, welcher Vakzina-Virus-Stamm einge-

setzt wird. Ein CD95-vermittelter Anteil an der Zytolyse läßt sich nur nachweisen, wenn Vak-

zinia-Viren verwendet werden, die kein funktionelles B13R-Genprodukt exprimieren (s. auch

4.2.4.2). Das B13R-Genprodukt hemmt das Interleukin-1β-Converting-Enzyme (ICE oder

Caspase-1) und unterbricht damit den Signaltransduktionsweg zur Apoptose, der durch CD95

initiiert wird.

Der sehr häufig verwendete Vakzinia-Stamm WR, von dem auch viele HIV-Konstrukte abge-

leitet sind (s. 2.7), exprimiert ein funktionelles B13R und inhibiert die CD95-induzierte

Apoptose (Kettle et al., 1997).

Sollen die Lysemechanismen bestimmter CTL untersucht werden, so muß bei den Versuchs-

bedingungen darauf geachtet werden, daß nicht durch die Wahl eines Parameters, z.B. des

Vektorstammes, eine Möglichkeit unbeabsichtigt inhibiert oder ausgeschlossen wird.

In den Versuchen innerhalb dieser Arbeit wurde der inhibierende Effekt des B13R bewußt zur

Unterdrückung der Apoptose eingesetzt. Ein eindrucksvolles Beispiel für einen viralen

Mechanismus, die Abwehr des Wirtes zu beeinflussen, was auch für das HI-Virus noch zu

diskutieren sein wird.

Unter Berücksichtigung der viralen Apoptose-inhibierenden Eigenschaften konnten für die

hier charakterisierten CD8+ CTL-Klone CD95- und Perforin-vermittelte Lysemechanismen

nachgewiesen werden. Sowohl bei unspezifischer Lyseinduktion durch Concanavalin A als

auch bei spezifischer Lyse von Peptid-stimulierten oder mit viralen Vektoren inkubierten Zel-

len traten beide Lysewege auf.

Bei Inhibition der Perforin-induzierten Lyse durch Kalzium-Entzug blieb ein geringerer

Kalzium-unabhängiger Anteil signifikant nachweisbar. Dieser ließ sich einerseits durch die

Expression des B13R in Vakzinia-Virus WR inhibieren oder direkt durch den Anti-CD95-

Antikörper ZB4 blockieren.

Lediglich bei der Con A-vermittelten Lyse blieb unter Kalzium-Entzug und ZB4-Block noch

eine Restlyse sichtbar, die eventuell, wie bei den von Ando et al. (1997) beschriebenen HCV-

spezifischen CTL, TNF-α-vermittelt war. Diese Restlyse ließ sich durch den unspezifischen
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Caspase-Inhibitor ZVAD, der auch TNF-α-vermittelte Apoptose zu inhibieren vermag, unter-

drücken.

In der spezifischen Lyse blieb bei Hemmung der Perforin- und CD95-Lyse kein weiterer,

eventuell TNF-α-induzierter Anteil meßbar.

Der CD95-vermittelte apoptotische Anteil an der Zytolyse der isolierten CTL-Klone war

durchweg geringer als der Perforin-Anteil und erreichte erst zeitlich später ein Optimum (nach

8 - 12 Stunden, s. 4.2.4.1).

Zwar ist die durch unphysiologische Agenzien oder hochdosierte stimulierende Antikörper-

gaben induzierte apoptotische Lyse schon nach 4 - 6 Stunden nahezu abgeschlossen, doch

kann die physiologisch induzierte Apoptose teilweise auch wesentlich längere Zeit in

Anspruch nehmen (Anel et al., 1997).

In diesem Zusammenhang wäre es auch interessant gewesen, die Perforin-vermittelte Lyse

durch Concanamycin A, welches leider nicht zur Verfügung stand, statt durch Kalzium-Entzug

zu inhibieren. Concanamycin A blockiert die Perforin-Lyse, in dem es eine pH-Wert-

Anhebung in den lytischen Granula der CTL bewirkt, wodurch das Perforin instabil wird

(Kataoka et al., 1996). Denn der in den hier dargestellten Versuchen angewandte Kalzium-

Entzug, verhindert zwar zuverlässig die Granula-Ausschüttung, inhibiert aber gleichzeitig die

T-Zellaktivität und die Induktion der CD95-Ligand-Expression (Lewinssohn et al., 1998), was

bei längeren Inkubationszeiten eventuell von Bedeutung sein und den CD95-Anteil an der in

vitro gemessenen spezifischen Lyse mindern könnte.

Die Höhe der Lyseraten der einzelnen isolierten CD8+ CTL-Klone unterschied sich insge-

samt relativ wenig, in der Ausprägung des Kalzium-unabhängigen Anteils dagegen teilweise

erheblich (s. 4.2.3.3.1). Bei gleichen Zielzellen und absolut gleicher unspezifischer Induktion

(durch Con A) konnten CD95-Anteile zwischen 23% und 50% gemessen werden.

Diese Unterschiede zwischen den CTL-Klonen ließen sich nicht durch möglichst exakte

Gleichbehandlung der CTL im Blick auf Anzahl der Restimulationen und Dauer nach der

letzten Restimulation ausgleichen. Inwieweit die Differenzen trotzdem durch unterschiedliche

Aktivierungslevel der CTL bedingt gewesen sind oder aber auf klonspezifische Merkmale

zurückzuführen waren, bleibt offen. Direkte Messungen von Aktivierungsmarkern innerhalb

der Population der CTL-Klone sind nicht erfolgt.

In der Arbeit von Shankar et al. (1999) werden CD8+ HIV-spezifische CTL beschrieben, die

heterogen in der Expression von Aktivierungsmarkern gewesen sind und relativ hohe

Schwankungen in der spezifischen Lyse zwischen 20 und 60% zeigten. Angeblich lysierten

diese Klone alle ausschließlich über den Perforin-Weg.

Den bei Vektor-Verwendung genutzten Vakzinia-Virus-Stämmen wird in dieser Arbeit

allerdings keine Beachtung geschenkt. Die Bezeichnungen der Vakzinia-Konstrukte (vPE16
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oder vCF21) jedoch deuten eindeutig auf die gleiche Quelle hin, wie die der in unserer

Gruppe verwendeten Konstrukte, und daher auf VV-WR als Virus-Stamm, der, wie oben

nachgewiesen, die CD95-induzierte Apoptose hemmt.

Die Perforin-Lyse wurde von Shankar et al. in den relativ kurzen Inkubationen von 6 Stunden

selektiv durch Kalzium-Entzug gehemmt, die CD95-Lyse sollte durch inhibierenden CD95-

Antikörper gehemmt werden. Die in den Abbildungen ersichtlichen Reduktionen der Lyse

eines Klons durch die CD95-Antikörper von über 10% und der ca. 40% der Gesamtlyse

betragende Kalzium-unabhängige Anteil eines anderen Klons werden leider nicht weiter

diskutiert.

Die Zytolyse scheint jedenfalls auch bei Shankar et al. nicht vollständig Perforin-induziert zu

sein, sondern teilweise auch über CD95 initiiert. Die eigenen Ergebnisse, die zeigen, daß die

HIV-spezifischen CD8+ CTL überwiegend über den Perforin-Weg lysieren, werden durch

Shankar et al. bestätigt.

Zu einer rundum konträren Aussage gelangt die Arbeit von Hadida et al. (1999), die für HIV-

spezifische CD8+ T-Zellen ausschließlich Fas/FasL-(CD95/CD95-Ligand)-vermittelte Zyto-

lyse feststellt und keinen Perforin-Anteil ausweist.

Allerdings verwendete diese Gruppe nicht CTL-Klone sondern ex vivo mit IL-2 und PHA-

Blasten von gesunden Spendern aktivierte polyspezifische CTL-Linien. Die angewendeten,

völlig unphysiologisch hohen Effektor/Target-Verhältnisse von 120 : 1 , die zu lediglich 20-

prozentiger Lyse führen, und die fehlenden Negativ-Kontrollen in den dargestellten

Versuchen, lassen Zweifel an der Spezifität der hier gemessenen Lyse aufkommen.

Interessant in Hadidas Arbeit sind allerdings die Untersuchungen zur Aktivierung der CD95-

Ligand-Expression durch RANTES, die einen weiteren Hinweis auf die Bedeutung der

sekretorischen Funktionen der T-Zellen gibt und darüber hinaus eine direkte Verknüpfung mit

der zytolytischen Aktivität aufzeigt.

Entscheidend für den apoptotischen Lyseweg ist, neben der Expression des CD95-Liganden

in den CTL, auch die individuelle Empfindlichkeit der Zielzellen, der CD95-induzierten Apop-

tose zu unterliegen (Lewinssohn et al., 1998).

Auch in dieser Arbeit konnte gezeigt werden (s. 4.2.3.3.2), daß bei gleichen CTL-Klonen sich

der CD95-vermittelte Anteil an der Lyse verschiedener Targetzellen in der Ausprägung

unterschied. Immortalisierte CD4-positive Zellinien wiesen eine wesentlich höhere Kalzium-

unabhängige Lyse-Empfindlichkeit auf als B-Zellinien und primäre CD4+ Zellen.

Für Untersuchungen zu den potentiellen Lysemöglichkeiten HIV-spezifischer CTL reicht die

Verwendung von Zellinien aus. Um eine Aussage über die Verhältnisse in vivo treffen zu kön-

nen, muß sich dieser Situation allerdings so gut wie möglich angenähert werden.



Diskussion                                                                                                                                   69

Messungen mit nativen CD4+ Zellen gestalten sich jedoch relativ schwierig. Zum einen sind

die isolierten Zellen nicht so stabil wie immortalisierte Zellinien, sie zeigen in Chromfreiset-

zungsversuchen, gerade bei längeren Inkubationszeiten, eine höhere Spontanlyse. Zum

anderen müssen sie, um infiziert werden zu können, zunächst stimuliert werden.

Die Infektion mit HIV ist daher insgesamt relativ aufwendig und langwierig, was die Zellen

weiter destabilisiert. Hinzu kommen virale Mechanismen, die die Messungen verkomplizieren.

So reguliert das HIV-Nef die Oberflächenexpression von MHC I (HLA Klasse I) herunter,

was eine verringerte Epitoppräsentation zur Folge hat und infizierte Zellen zum Teil der Lyse

entzieht (Collins et al., 1998). Diese Reduktion des HLA I konnte in den Immunfärbungen (s.

4.2.4.5) in der Tendenz teilweise bestätigt werden.

Die Expression des CD95 wurde durch die HIV-Infektion nicht beeinflußt, sie stieg aber mit

der vorangehenden Stimulation der Zellen, ebenso wie die Expression anderer Ober-

flächenmarker (z.B. CD4), stark an.

Trotz dieser eindeutigen CD95-Expression an der Oberfläche HIV-infizierter primärer Zellen,

ließ sich in Chromfreisetzungsexperimenten kein signifikanter Kalzium-unabhängiger Anteil

an der Zytolyse durch HIV-spezifische CD8+ CTL nachweisen.

Interessant wäre es in diesem Zusammenhang zu untersuchen, ob eventuell die Expression des

HIV-Tat, das wie von McClosky et al. (1997) beschrieben, Apoptose so zu inhibieren vermag

wie das B13R-Genprodukt des Vakzinia-Virus, die CD95-vermittelte Lyse unter-drückt.

Da die angewandten Versuchsbedingungen in den Chromfreisetzungsversuchen am ehesten

den Verhältnissen im Blut vergleichbar waren, kann man davon ausgehen, daß die spezifische

Zytolyse HIV-infizierter Zellen im peripheren Kreislauf wahrscheinlich fast ausschließlich

über den Perforinweg von statten geht.

In anderen Kompartimenten und strukturierteren Geweben, wie zum Beispiel den Schleim-

häuten, dem zentralen Nervensystem oder den Lymphknoten, könnte, bedingt durch ein

anderes Milieu, eventuell die CD95-vermittelte Lyse in den Vordergrund treten. So wurden

zum Beispiel in Lymphknoten, Orten der aktiven HIV-Replikation (Frankel et al., 1996 und

Brodie et al., 2000), verstärkt apoptotische Zellen detektiert. Parallel dazu zeigen CTL im

Lymphgewebe eine geringere Perforin-Expression als solche im Blut (Andersson et al.,

1999). Außerdem führt ein verstärkter Kontakt mit Antigen zu einer Erhöhung der CD95-

Ligand-Expression (Rogers et al., 1997).

Inwieweit bei den detektierten apoptotischen Zellen in Lymphknoten ein aktiver lytischer

Prozeß, initiiert durch CTL, vorliegt oder aber eventuell die Eingangs beschriebene Fusions-

bedingte Apoptose, ist nur schwer zu entscheiden, da nur aufgrund indirekter Beobachtungen

darauf geschlossen werden kann.
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Festzuhalten bleibt, daß HIV-spezifische CTL eine entscheidene Rolle in der Kontrolle der

HIV-Infektion spielen. Mit ihren sekretorischen wie lytischen Funktionen vermögen sie

teilweise die Infektion zu kontrollieren. Ein Verlust der spezifischen CTL-Abwehr durch zum

Beispiel „Escape-Mutanten“ des Virus (Rowland-Jones et al., 1997 und Price et al., 1997)

oder durch eine Reduktion der CD4-Hilfe über die Zeit (Jin et al., 1998 und Pontesilli et al.,

1998) und eine daraus resultierende fehlende Reifung und Aktivierung von CTL (Appay et al.,

2000), korrelieren mit einem Fortschreiten der Erkrankung.

Im Extrem beschreiben Kaul et al. (2001) den Fall einer afrikanischen Prostituierten, bei der

sich durch ständigen Antigen-Kontakt ein Schutz vor einer HIV-Infektion aufgebaut hatte, der

mit einer lokalen HIV-spezifischen CTL-Antwort assoziiert war. Nach reduzierter HIV-Expo-

sition während eines Ausstiegs aus dem Beruf, kam es bei dieser Frau zu einer Serokon-

version. Ein Indiz für die Wichtigkeit des Erhalts einer möglichst breiten, einsatzbereiten HIV-

spezifischen Immunabwehr.

Auch bei HIV-Infizierten, wie solchen aus dem Kollektiv der noch während oder direkt nach

der akuten Infektion behandelten Patienten, beschrieben durch die Gruppe um B. Walker

bzw. den „Langzeitüberlebenden“, steht diese aktive Abwehr im Zusammenhang mit einer

Kontrolle der Infektion (Rosenberg et al., 1997).

In der Behandlung chronisch infizierter Patienten mit progredienter Erkrankung erscheint es

daher sinnvoll, neben der Bekämpfung des Viruses durch spezifische Medikamente auch

immunmodulatorisch einzugreifen und die körpereigene zelluläre Abwehr zu stärken.

Projekte und Studien zu diesem Themenkomplex, wie die Gabe immunstimulierender

Agenzien (IL-2) oder der Einsatz von therapeutischen Vakzinen mit immundominanten HIV-

Epitopen (Hanke et al., 1998) oder auch das Einschleusen von autologen, mit definierten HIV-

Vektoren modifizierten dendritischen Zellen, die die T-Zellantwort anregen und zur Anlage

von Gedächtniszellen führen (Lisziewicz et al., 2001), ermöglichen weitere Einblicke in eine

erfolgreiche Immunabwehr und eröffnen darüber hinaus vielleicht auch neue, optimierte

Therapieoptionen.
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6. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Zytolyse, die durch HIV-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten

(CTL) bewirkt wird, untersucht.

Grundsätzlich erscheinen in der Abwehr viraler Infekte sowohl CD4+ wie CD8+ CTL. In

chronisch HIV-Infizierten sind in der Regel lediglich CD8+ CTL zu finden. HIV-spezifische

CD4+ CTL können aber zum Beispiel in Impfstudien aus Probandenblut isoliert werden.

Sie erwiesen sich als zytolytisch aktiv und waren außerdem, wie in dieser Arbeit erstmals

gezeigt werden konnte, auch an einer Fusions-vermittelten Lyse beteiligt. Diese ist Kalzium-

unabhängig, auch mit heterologen Zellen möglich und die Expression des HIV-gp120 an der

Zelloberfläche der Zielzellen ist essentiell, während die Präsentation von gp120 Epitopen nicht

ausreicht.

Die Konsequenz dieser Lyseform ist die apoptotische Zerstörung aller beteiligten Zellen.

CD4+ HIV-spezifische CTL können über diesen Lysemechanismus bereits in der akuten

Phase der Infektion einer negativen Selektion unterliegen, was ein Grund für das Fehlen der

HIV-spezifischen CD4+ CTL in chronisch Infizierten darstellen kann.

HIV-spezifische CD8+ CTL konnten aus einem HIV-positiven Patienten isoliert werden.

Insgesamt wurden fünf Klone näher charakterisiert. Zwei erkannten jeweils ein Epitop aus

unterschiedlichen Bereichen des extrazellulären Anteils des Glykoproteins, einer einen

Bereich des p17-Anteils und zwei dasselbe Epitop im p24-Anteil des gag-Proteins. Dieses

Epitop, plaziert innerhalb der Aminosäuren 71 bis 85, konnte hier zum erstenmal für die

Präsentation mit HLA B51 beschrieben  werden.

In der spezifisch induzierten Lyse wiesen alle CD8+ CTL-Klone zwei Lysemechanismen auf,

einen Perforin-vermittelten und einen CD95-vermittelten Anteil.

Die CD95-vermittelte Lyse  war stets prozentual geringer, und zusätzlich, sowohl Klon- wie

Zielzell-spezifisch, unterschiedlich stark ausgeprägt .

In HIV-infizierten primären Zellen ließ sich kein CD95-Anteil signifikant nachweisen, was

darauf hinweist, daß dieser Lysemechanismus wahrscheinlich keine Rolle bei der Zerstörung

infizierter Zellen im peripheren Blut spielt.

In anderen Geweben kann sich die Situation unterschiedlich darstellen.

Desweiteren konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, daß das Vakzinia-Virus B13R-

Genprodukt die CD95-vermittelte Apoptose hemmt. Daher muß bei der Untersuchung

apoptotischer Vorgänge, die Wahl der eingesetzten Vektoren genauestens bedacht werden.
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6. Conclusion

In this work the HIV-specific cytotoxic T-lymphocyte (CTL) mediated cytolysis was

investigated.

Normally CD4+ and CD8+ CTL are generated to defend viral infections. In chronically

infected HIV-patients generally only CD8+ CTL are detectable. But HIV-specific CD4+

CTL can be isolated fram blood of HIV-vaccine  candidates, for example.

These CTL were cytolytic active and, as shown in this work for the first time, were also

involved in fusion-mediated lyses. This lyses is independent of extracellular calcium, works

with heterologous cells and the expression of HIV-gp 120 at the cell surface is essential. A

presentation of gp 120 epitopes by HLA is not sufficient.

In consequence this form of lysis is destructive in an apoptotic manner for all participating

cells. CD4+ HIV-specific CTL could be negative selected by this mechanism in the early

stage of infection. This could be a reason for the absence of HIV-specific CD4+ CTL in

chronically infected patients.

HIV-specific CD8+ CTL were isolated from one patient. Five were characterized in more

detail. Two of them recognized an epitope in different parts of the extracellular region of the

glycoprotein, one discerned the p17-protein and two the same epitope of the p24-part of the

gag-protein. This epitope, localized between amino acids 71 to 85, is here reported for the fist

time for presentation with HLA B51.

In specific induced lyses all CD8+ CTL-clones presented two lyses-mechanisms, a perforin-

mediated and a CD95-mediated portion.

The CD95-mediated lyses always showed lower percentages and differed dependant on the

CTL-clone and the target-cells in its markedness.

For HIV-infected primary cells no significant CD95-mediated lyses was detectable, leading to

that there is no role for this lyses mechanism in destruction of infected cells in peripheral

blood.

In other tissues the situation can differ.

In this work, furthermore the inhibition of CD95-mediated apoptosis by the Vaccinia Virus

B13R gene product was proven. Therefore, the vectors used in investigations of apoptosis has

to be chosen carefully.
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Leitung: Prof. Dr. E. Weiler
Thema: Lipoxygenasen, Enzyme des Jasmonatstoffwechsels in
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