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1. Einleitung

1. Einleitung

1.1. Die HIV-assoziierte Enzephalopathie

Seit der Erstbeschreibung von HIV-1 im Jahr 1983 (Barre-Sinoussi, 1983; Gallo,
1983) und HIV-2 im Jahr 1986 (Clavel, 1986) sind beide Viren als Ausléser der
erworbenen Immunschwache AIDS identifiziert.

1988 benannte die Arbeitsgruppe von Price ein neues Krankheitsbild, das im Verlauf
der HIV-Infektion auftritt: Die HIV-Enzephalopathie (HIVE) (Synonyme: AIDS-
Demenz-Komplex, HIV-assoziierte Demenz (HAD)), ein dementielles Syndrom, das
mit schwersten kognitiven, psychosozialen und motorischen Stérungen einhergeht.
Diese Erkrankung kann sich zu jedem Zeitpunkt im Verlauf der HIV-Infektion
manifestieren; das Vollbild der Demenz wird allerdings vor allem in den
fortgeschritteneren Krankheitsstadien gefunden (Price et al., 1988). Die HIV-
Enzephalopathie beginnt schleichend mit kognitiven und motorischen Defiziten sowie
Verhaltensauffalligkeiten (Simpson und Berger, 1996). Es wurden Gedé&chtnis- und
Konzentrationsstérungen beschrieben, Lern-, Lese- und Schreibschwierigkeiten,
psychomotorische Verlangsamung mit Antriebsminderung, Wesensveréanderung und
Verhaltensauffélligkeiten. Psychiatrische Krankheitsbilder wie Angstzustande,
Hyperaktivitat, Reizbarkeit bis hin zu Psychosen kommen vor (Navia et al., 1986;
Sharer et al., 1992). Nach Wochen bis Monaten miindet dies Uber eine zunehmende
Verschlechterung mit Verwirrtheitszustdnden und Halluzinationen stereotyp in das
durch Inkontinenz, Myoklonien, Para- bis Tetraplegie und Mutismus gepragte Vollbild
einer Uberwiegend subkortikalen Demenz (Navia et al., 1986; Price et al., 1986). Die
HIV-Enzephalopathie stellt eine Ausschlussdiagnose dar. Vor Diagnosestellung
muissen andere mogliche Ursachen der Demenz wie opportunistische Infektionen,
raumfordernde Prozesse, Depressionen, Stoffwechselstérungen ausgeschlossen
werden (Maniji et al., 1994; Simpson und Berger, 1996).

Wegen der meist langen Latenz bis zum Auftreten klinischer Symptome (Navia et
al.,1986; Price et al., 1992) sind Untersuchungsmethoden erforderlich, anhand derer
subklinische neurologische Defizite bereits in einem frilhen Stadium diagnostiziert

werden koénnen. Rosci und Mitarbeiter beschrieben 1992 neuroradiologisch
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nachweisbare ZNS-Veranderungen bei HIV-1-Infizierten, die eine noch unaufféllige
CD4"-Zellzahl aufwiesen und erschlossen damit Méglichkeiten zur Friihdiagnostik
der HIVE. Die Arbeitsgruppe von Arendt untersuchte 1989 und 1990 einen in der
Frihdiagnostik von Stammganglienerkrankungen bewahrten Test motorischer
Fertigkeiten hinsichtlich seiner Verwendbarkeit zur Diagnostik subklinischer
zentralnervéser Schadigung bei HIV-1 infizierten Patienten. Bereits bei
asymptomatischen HIV-1 infizierten Patienten konnten signifikant pathologische
Veradnderungen elektrophysiologischer Parameter im Vergleich zu einer HIV-
negativen Kontrollgruppe nachgewiesen werden. Konkret zeigte sich ein Abfall der
Frequenz schnellstmdglicher, alternierender Zeigefingerextensionen (Arendt et al.,
1989; 1990). Mittels dieser fur den Patienten kaum  Dbelastbaren
neurophysiologischen Methode konnte die Ddusseldorfer Arbeitsgruppe ein
Nachweisverfahren fir friihzeitige, minimale zerebrale Dysfunktionen etablieren. Eine
1992 von Arendt veréffentlichte Studie folgert dariber hinaus, dass die
schnellstmdéglichen, isometrischen Zeigefingerextensionen zudem zum Monitoring
einer antiretroviralen Therapie genutzt werden kénnen.

In den frihen 1990ern wurde die Pravalenz der HIV-assoziierten Demenz auf 20- bis
30% der AIDS-Patienten geschatzt. Durch Einfuhrung der hochaktiven
antiretroviralen Therapie (HAART) konnte die Lebenserwartung der HIV-1 infizierten
Patienten verbessert werden und die Inzidenz der HIVE auf heute 10.5% gesenkt
werden (Sacktor et al., 2001; Dore et al., 1997; Ferrando et al., 1998). Obwohl die
Virusreplikation in der Peripherie nun effektiver kontrolliert werden kann und
opportunistische Infektionen besser therapiert werden, konnte die HAART die HAD
nicht zurtickdrédngen (Dore et al., 1999; Major et al., 2000). Dies liegt unter anderem
an der schlechten Penetranz der Proteaseinhibitoren und Nukleosidanaloga in das
ZNS (Enting et al., 1998). Deshalb kann eine friilhe ZNS-Infektion sich mit der Zeit
unabhangig von der Peripherie entwickeln und ein eigenes, geschitztes HIV-
Reservoir bilden.

Da die Lebenserwartung der HIV-Infizierten seit Einflihrung der HAART gestiegen ist,
kénnte die Pravalenz der Demenz wieder zunehmen. In den letzten Jahren hat sich
der Anteil der HAD als AIDS-definierende Erkrankung vergréfRert (Dore et al., 1999;
Lipton, 1997; Clifford, 2000). AuBRerdem wird eine milde Form der HAD immer
haufiger beobachtet, die ,minor cognitive/motor disorder* MCMD genannt wird (Ellis

et al., 1997). Die HIV-Enzephalopathie ist zurzeit die haufigste Ursache einer
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Demenz bei Patienten unter vierzig Jahren weltweit und sie bleibt ein unabhangiger
Risikofaktor fur den Tod durch AIDS (Ellis et al., 1997). Deshalb ist ein besseres
Versténdnis der Pathogenese der HIVE, das virale und immunologische Faktoren mit
einschlief3t, wichtig, um weitere therapeutische Angriffspunkte fir die Pravention und

Behandlung dieser neurodegenerativen Erkrankung zu erhalten.

1.2. Die Neuropathogenese von HIV

Schon kurz nach der Infektion gelangt HIV-1 in das Gehirn (Powderly, 2000). Um in
Zellen einzudringen, bindet HIV-1 mit seinem Oberflachenprotein gp120 an den CD4-
Rezeptor, der typischerweise auf T-Lymphozyten, Blutmonozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen lokalisiert ist. Als Korezeptoren nutzt gp120 die CC- und CXC-
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4. CCRS5, der Rezeptor fir das R-Chemokin
Macrophage Inflammatory Protein (MIP-1a und MIP-1R) wird meist als Korezeptor
der HIV-Isolate im Gehirn genutzt, wahrend in der Peripherie vorkommende HI-Viren
eine besondere Affinitdt zu dem a-Chemokinrezeptor CXCR4 (Ligand ist der Stromal
Derived Factor, SDF-1a, SDF-1R) zeigen. Diese Viren wurden in geringerer Zahl
auch im ZNS nachgewiesen (Gorry et al., 2001). Viren, die CCRS als Korezeptor
nutzen, nennt man R5- oder M-trop; solche, die an CXCR4 binden, heilten X4-oder
T-trop. Zusatzlich gibt es Stdamme, die an beide Korezeptoren binden kdénnen, was
dann als dualtrop bezeichnet wird.

HIV-1 kann auf mehreren Wegen in das Gehirn gelangen. Die am weitesten
unterstitzte Hypothese ist der ,Trojan horse effect” (Liu, 2000), der besagt, dass
infizierte und aktivierte Makrophagen das Virus in das Gehirn transportieren.
Aktivierte Makrophagen sezernieren TNF-a, welches die Blut-Hirn-Schranke
durchlassiger macht (Mayne et al., 2000), was bei hohen Viruslasten besonders zu
Beginn der Infektion eine Eintrittspforte fir das Virus in das ZNS darstellt. Zuséatzlich
wurde eine Passage des Virus Uber Endothelzellen in das Gehirn beschrieben
(Edinger et al., 1997).

Bisher sind die Mechanismen der HIV-1-getriggerten Neuropathogenese nicht
endgultig erforscht. Es wurden direkte und indirekte Vorgadnge als Ursache der
Neurotoxizitdt von HIV beschrieben. So kdnnen als Beispiel fir direkte

Zellschaddigung  Virusproteine  (z.B. gp120, Tat) durch Bindung an
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Oberflachenrezeptoren Apoptose in Neuronen induzieren (Nath, 2002). Auch kénnen
residente Makrophagen und Mirkoglia durch HIV-1 infiziert werden, was zur
Schadigung dieser Zellen fihrt und sekundér mit einem Funktionsverlust der
Neurone einhergeht. Als Effektoren der indirekt vermittelten HIV-induzierten
Neuropathogenese sind unter anderem infizierte Makrophagen und Mikroglia zu
nennen. Diese flihren nach Aktivierung zur Schédigung des ZNS, indem sie
neurotoxische Faktoren wie Virusproteine oder Entzindungsmediatoren freisetzen, in
deren Folge es zu einer kaskadenartigen Entziindungsreaktion kommt (Gartner,
2000). Die Sekretion von exzitatorischen Aminosauren durch aktivierte Immunzellen
fuhrt zur calciumvermittelten Apoptose in Neuronen, der Exitotoxizitat. Zytokine und
virale Proteine schadigen Astrozyten, wodurch die Homéostase von Glutamat und
Kalium gestoért wird, was wiederum die Exitotoxizitat verstarkt (Fine et al., 1996).

Das Oberflachenprotein Glycoprotein 120 (gp120) ist ein Virusprotein, das im
Zentrum der Neuropathogenese durch HIV-1 steht. Es wird wahrend der
Virussynthese von infizierten Zellen freigesetzt und kann so auch auf nicht-infizierte
Zellen wirken. Auch gp120 kann direkt und indirekt neuronenschadigend wirken
(Meucci, 1998). Es sind in Zellkulturexperimenten viele Mechanismen beschrieben
worden, wie gp120 Zellvorgénge andern kann:

e Durch Bindung an den Chemokinrezeptor CXCR4 induziert es schon in
geringen Konzentrationen Apoptose in  Neuronen. Als Korrelat der
Neuronenschédigung konnte eine Degeneration neuronaler Dendriten durch
gp120 gezeigt werden. Auf molekularer Ebene fihrt gp120 zur Induktion der
Kaspasen-Kaskade (Zheng et al., 1999). Auch eine Aktivierung des p53-
Signalwegs durch gp120 wird diskutiert (Garden et al., 2004)

e Durch Aktivierung residenter Immunzellen wirkt es immunstimulatorisch. Die
daraufhin sezernierten inflammatorischen Zytokine wie TNF-a sowie
freigesetzte neurotoxische Substanzen wie Stickstoffoxid (NO), exzitatorische
Aminosauren (EAAS), Arachidonsaure oder Derivate des
plattchenaktivierenden  Faktors  (PAF)  kdénnen den  neuronalen
Glutamatstoffwechsel beeinflussen und zur Exitotoxizitat fihren (Giulian et al.,
1990; Giulian et al., 1993)

e Gp120 stort in Neuronen und Astrozyten die Calciumhomdostase, indem es
Calciumeinstrome induziert sowie Calciumantworten auf

Neurotransmitterapplikation alteriert (Lannuzel et al., 1995)
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In Neuronen kommt es durch gp120 zu einer Hochregulation der NMDA-

Rezeptoren (Lipton et al., 1991), was wiederum zu einer Beeinflussung der

intrazellularen Calciumkonzentration fihrt und die Zellen empfindlicher

gegenuber EAAs macht

e Gp120 stimuliert den Na*’H*-Antiporter von Astrozyten, was einen
Natriumeinstrom und Wasserstoffausstrom verursacht und so zu einer
Alkalisierung der Zelle fiihrt (Patton et al., 2000). Gleichzeitig wird der Na+-
Gradient der Zelle verringert, was die Glutamataufnahme in Astrozyten
inhibiert und eine weitere Ursache der Exitotoxizitat darstellt

e Gp120 kann in Astrozyten die Expression der induzierbaren Form der

Stickoxid-Synthetase (iINOS) stimulieren, -adrenerge Funktionen inhibieren,

die Tyrosinkinase aktivieren, die Expression glialer Adhasionsmolekile

induzieren, zytoskeletale Anderungen hervorrufen (Nath und Geiger,1998)

Gp120 stellt ein von infizierten Zellen freigesetztes Virusprotein dar, das stark an der

Pathogenese der HIV- Enzephalopathie beteiligt ist.

Mdvmicroglia Growth
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Abbildung 1: Die Neuropathogenese der HIV-Enzephalopathie: HIV-1 infiziert Makrophagen und
Mikroglia, die durch Sekretion von Neurotoxinen und viralen Proteinen Neurone schadigen.
Uber Zytokinsekretion wird die Funktion der Astrozyten beeintrachtigt und die
Glutamataufnahme verringert sowie Glutamat freigesetzt. Dies fiihrt zur Exitotoxizitat in
Neuronen. Freigesetztes gp120 kann nicht-infizierte Makrophagen aktivieren. Die dann
sezernierten Zyto- und Chemokine sowie MMPs schadigen wiederum Neuronen (Aus: Nature

410, 2001: Pathways to neuronal injury and apoptosis in HIV-associated dementia. Kaul, Garden, Lipton)
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1.3. Das HIV-Glycoprotein gp120

Gp120 ist ein Hullprotein von HIV. Es liegt nicht-kovalent an gp41 assoziiert als
Heterotrimer in der Lipidmembran des Virus vor und bildet mit ihm das gp160. Gp41
und Gp120 werden als gemeinsames Vorlauferprotein durch das env- Gen (Env-
Proteine: Hullproteine) codiert.

Gp120 besteht je nach HIV-Variante aus ca. 470- bis 500 Aminosduren und tragt
zirka 25 Erkennungssequenzen fur N-Glycosylierungen. Die Antigenitat des gp120
wird durch die variablen Bereiche V1 bis V5 bestimmt. Sie zeigen eine hohe
Sequenzvariabilitdt. Dazwischen liegen die konservierten Regionen, die mit C1 bis
C5 bezeichnet werden (Modrow et al., 1987). Die Bereiche V1 bis V4 sind an ihren
N- und C-terminalen Enden durch Disulfidbricken zu Schleifen (loops) geformt
(Leonard et al., 1990). Aufgrund von Antikdérperbindungsstudien wird davon
augegangen, dass die variablen Bereiche des gp120 an der Oberflache exponiert
sind, wahrend die konservativen Regionen einen zentralen Kern bilden (Moore und
Sodroski, 1996). Je nach Virusisolat ist gp120 an 20 bis 25 Positionen durch eine N-
Glycosylierung modifiziert. FUnf dieser Zuckerreste finden sich in der V3-Schleife:
913, g14, g15, g16, g17. Die N-Glycosylierung der V3-Schleife ist fur das Virus von
besonderer Bedeutung (Wyatt et al., 1998): Sie schitzt das Virus vor der
Immunabwehr des Wirts, indem sie exponierte Bereiche verdeckt, sie stellt die
wichtigste immunogene Region des Virus dar (Carrow et al., 1991; Zwart et al., 1991)
und ist das Ziel neutralisierender Antikérper. Aulerdem hat sie eine besondere
Bedeutung fir den Tropismus des gp120 (Polzer et al., 2002): Wird die V3-Region
des T-tropen HIV yi43 Isolates gegen eine V3-Schleife eines dual- oder M-tropen
Virus ausgetauscht, so andert sich der Tropismus des Virus entsprechend der

eingebauten V3-Region.

1.4. Der Zelltropismus des HIV-1

Nicht lange nach der Entdeckung des HIV-1 wurde beobachtet, dass HI-Viren aus
dem Blut verschiedener Patienten unterschiedliche Replikationseigenschaften
zeigen. Manche Viren zeigten einen langsamen Reifungsprozess. Diese Viren

konnten in T-Zellen und Makrophagen kultiviert werden. Sich schnell vermehrende

10
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Viren konnten nur in T-Zellen repliziert werden. Daher wurde in einer ersten
Nomenklatur zwischen T-tropen und M-tropen Virusvarianten unterschieden (Cheng-
Mayer et al., 1988; Vazeux, 1991; Connor et al., 1994). Aulierdem konnten die Viren
anhand ihrer Fahigkeit zur Bildung von mehrkernigen Riesenzellen, den Synzytien
eingeteilt werden. Wahrend T-trope Viren in Zellkulturen Synzytienbildung induzieren,
konnte dies bei M-tropen Viren nicht beobachtet werden. Entsprechend wurden HI-
Viren als Sl (syncytium inducing)-Viren oder NSI (non syncytium inducing)-Viren
bezeichnet.

Scarlatti et al. (1997) konnten zeigen, dass zu Beginn der HIV-1 Infektion die M-
tropen Virustypen dominieren. Wahrend der Progression der Erkrankung kénnen
vermehrt Viren nachgewiesen werden, die zuséatzlich zu CCRS5 auch an CXCR4
binden kénnen (Smyth et al.,, 1998). Die Prominenz T-troper Viren im Blut geht
letztlich mit dem Fortschreiten der Erkrankung von den asymptomatischen in
symptomatische Stadien und dem Beginn von AIDS einher (Tersmette et al., 1988).
Aufgrund der Eigenschaft von HIV, verschiedene Korezeptoren fir die Infektion von
Zellen nutzen zu kénnen, werden heute HI-Viren, die nur CXCR4 nutzen kénnen, als
X4-trope Virusvarianten und Viren, die ausschlieRBlich CCRS5 nutzen kénnen, als R5-
trop bezeichnet. Viren, die beide Korezeptoren nutzen, gelten als dual- oder R5X4-
trop (Murphy et al., 2000). Zusatzlich sind auch multitrope Viren bekannt, die neben
CCR5 und CXCR4 noch weitere Chemokinrezeptoren nutzen kénnen. CXCR4 und
CCRS5 gelten jedoch als die beiden wichtigsten Korezeptoren.

Im Gehirn sind R5-trope die vorherrschenden Viren. Dennoch konnten 2001 im
Gehirn auch V3-Sequenzen T-troper und dualtroper HIV-1 Stdmme identifiziert
werden (Gorry et al.,, 2001). Spezifische Determinanten fir einen HIV-1

Neurotropismus sind bisher noch nicht identifiziert worden.

1.5. Die Assoziation des Tropismus zu
Krankheitsstadien bei HIV-Infektion

Zu Beginn der HIV-1 Infektion dominieren die M-tropen Virustypen (Scarlatti et al.,
1997). Nach einer 2- bis 10 Jahre andauernden asymptomatischen Phase findet ein
Wechsel des viralen Phanotyps statt und es finden sich zusétzlich dualtrope und T-

trope Viren in Patienten (Bjérndal et al., 1997). Glushakova et al. zeigten 1997, dass
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T-trope HI-Viren in Makrophagen RANTES und MIP-1a hochregulieren, [3-
Chemokine, die die Infektion mit M-tropen Viren kompetitiv blockieren. So wird in
spateren Stadien die Mutation der M-tropen zu T-tropen Viren unterstitzt.

Ein anderer Mechanismus des Virus-Shifts zum T-Tropismus ist der Verlust von N-
Glycosylierungen innerhalb der variablen Schleife von dualtropen gp120. Dadurch
kommt es zu einer Zunahme der Affinitdt zu CXCR4 wund Verlust der
Bindungsfahigkeit an CCR5 (Polzer, 2002). Das Auftreten X4-troper Viren korreliert

mit Fortschreiten der Erkrankung und dem Beginn der Neuronendegeneration.

1.6. Die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CCRS5 als
Bindungsstelle fiir gp120 im Gehirn

Chemokine sind kleine, I|8sliche, basische Molekile, die im Rahmen der
unspezifischen Immunabwehr Leukozyten anlocken und aktivieren kénnen und so an
der Abwehr pathogener Organismen teilhaben. Neben der Immunabwehr haben
Chemokine zahlreiche andere Funktionen wie die Regulation von Zellreifung und -
wachstum sowie die Férderung der Angiogenese (Baggiolini, 1998; Luster, 1998).
Durch Uber- und Fehlaktivierung von Immunzellen sind Chemokine allerdings auch
an chronischen Entziindungsreaktionen wie der HIV-Enzephalitis beteiligt und stellen
einen Faktor in der Atiologie von Autoimmunprozessen dar.

Chemokine werden abhangig von Anzahl und Platzierung der ersten beiden
konservierten Cysteinreste in vier Gruppen klassifiziert: CXC, CX3C, CC und C.

Im Rahmen der HIV-Enzephalopathie spielen die CXC sowie die CC Chemokine und
deren Rezeptoren eine besondere Rolle. Zu den CXC-(a-)Chemokinen gehért unter
anderem stromal derived factor-1 (SDF-1). Zu ihren Hauptaufgaben gehért die
Chemotaxis und Aktivierung von Neutrophilen, die Hochregulation von
Oberflachenadhasionsproteinen auf Immunzellen, die Induktion von
voribergehenden Calciumeinstrémen in Zellen (Baggiolini und Clark, 1992). Sie sind
an chronischen Entzindungsprozessen beteiligt, die durch T-Lymphozyten
verursacht sind. Zu den CC-(3-)Chemokinen z&hlt u.a. RANTES. CC-Chemokine
haben auf Neutrophile keinen Einfluss, aber auf andere Immunzellen wie T-
Lymphozyten und Monozyten (Schall, 1994).

Die Chemokinrezeptoren sind membranstandige, heptahelikale Proteine, die zur

Familie der 7-Transmembran-Doméane Proteine gehéren und mit Guanin Nukleotid
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bindenden Proteinen (G-Proteinen) gekoppelt sind (Dohimann et al., 1991). Sie sind
typischerweise auf Immunzellen zu finden, doch im proinflammatorischen Milieu
werden sie auch von glatten Muskelzellen, Tumorzellen, Astrozyten, Mikroglia und
Neuronen exprimiert. Dies gilt auch fir die HIV-Enzephalitis, bei der der Zustand der
Entzindung die Infektion immunkompetenter Zellen besonders erleichtert. Unter den
oben genannten Chemokinrezeptoren spielen CXCR4 und CCRS als Korezeptoren
von gp120 in der Pathogenese der HIV-Enzephalopathie eine besondere Rolle
(Tanabe et al., 1997; Lavi et al., 1997; Rottmann et al., 1997).

1.7. Gp120 und die intrazelluldre Calciumhomdostase

Gp120 stoért die Calciumhomdostase von Astrozyten und Neuronen, was als wichtiger
Faktor in der Pathogenese der HAD gesehen wird. Calcium spielt fir die Intaktheit
cerebraler Funktionen eine wichtige Rolle. Betrachtet man den Einfluss von Calcium
auf zellularer Ebene, so beeinflusst der Ca®*-Spiegel eine Vielzahl essentieller
Prozesse wie die Expression von Genen, die Zellviabilitat und Proliferation, sowie die
Erregbarkeit der Zellen. Es spielt eine Schlusselrolle in vielen Kaskaden, die die
Zellantwort auf dulRere Signale regulieren und ist damit ein wichtiger Baustein in der
Kommunikation zwischen Zellen.

Lange wurde vermutet, dass gliale Zellen wie Astrozyten nur eine passive Funktion
im Gehirn in der Aufrechterhaltung der Nervenzellarchitektur, -nutrition sowie —
funktion besitzen. Dass sie eine Rolle in der Signalintegration im Gehirn spielen, war
nicht bekannt. In der letzten Zeit aber mehren sich Hinweise, die zeigen, dass
Astrozyten eine aktive Rolle in der synaptischen Signalweiterleitung und
Informationsverarbeitung spielen (Haydon, 2001; Bezzi und Volterra, 2001). So
konnte gezeigt werden, dass Astrozyten, die die Synapsen umgeben, mit einem
Ca?*-Einstrom auf Neurotransmitter reagieren, woraufhin es zu einer kontrollierten
Glutamatfreisetzung kommen kann, was einen modulierenden Einfluss auf die
neuronale Erregbarkeit und synaptische Transmission hat (Porter et al., 1996; Pasti
et al., 1997; Kang et al., 1998). Einhergehend mit diesen Resultaten wird das Gehirn
immer weniger als nur ein komplexes neuronales Netzwerk, sondern mehr und mehr
als differenzierter Schaltkreis aus Neuronen und Gliazellen gesehen, flr dessen

Intaktheit eine Interaktion und Kommunikation beider Zelltypen erforderlich ist.
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Astrozyten stellen mit fast % der Hirnzellen die Majoritat im Gehirn dar. Es liegt also
nahe, den Calciumstoffwechsel in Astrozyten zu betrachten, um grundlegende
Vorgange in Hirnzellen und potentielle Schadigungsmechanismen zu verstehen.
Astrozyten sind durch gap-junctions, kanalbildenden Proteinkomplexen, direkt
miteinander verbunden. Diese geben ihnen die Mdbglichkeit, Calciumsignale
weiterzugeben und Membranspannungen zu modulieren. Durch diese Ca**-Signale
kénnen sie die Aktivierbarkeit der neuronalen Netzwerke beeinflussen (Pasti et al.,
1997). Die Signale resultieren aus einer IPs-vermittelten Ca*'-Freisetzung aus
intrazellularen Speichern, welche wiederum an die Aktivitdt der Phospholipase C
gekoppelt ist, die durch verschiedene G-Protein-gekoppelte Rezeptoren aktiviert
werden kann. Um eine Erregung an Zellen weiterzuleiten, die sich in Distanz zu den
primar-aktivierten Zellen befinden, nutzen Astrozyten ATP, das sie freisetzen kénnen
und an purinerge Rezeptoren entfernter Astrozyten bindet (Walz, 1989). Auch eine
mechanische Stimulation oder chemische Reize kénnen einen Calciumanstieg in
Astrozyten bewirken (Cornell-Bell et al., 1990), der sich in Form einer Calciumwelle
innerhalb der angrenzenden Zellen ausbreiten kann. Durch Molekile wie Glutamat
oder NO scheint es eine enge Koordination zwischen gap-junctions und ATP-
mediierter Signalweiterleitung zu geben (Enkvist,1994; Venance, 1995; Muyderman,
1998).

1.8. Mechanismen der Neuronendegeneration

Es werden zwei Hauptmechanismen fir Neuronendegeneration unterschieden:
Apoptose und Nekrose.

Durch Apoptose, einem energieverbrauchenden, genetisch regulierten Zelltod-
Programm, werden alte, nicht mehr bendtigte oder beschadigte Zellen gemausert.
Apoptose zeichnet sich durch biochemische und morphologische Charakteristika
aus. Sie wird durch eine Gruppe von intrazelluldren Enzymen mit proteolytischer
Aktivitat, den Caspasen, ausgefiihrt und kann durch dulRere Einfliisse wie Strahlung,
oxidativen Stress, Toxine, Viren, Fehlen neurotropher Faktoren in Gang gesetzt
werden (Wyllie et al., 1980; Majno et al., 1995; Reed, 2000). Es kommt zu einem
Schrumpfen der Zelle und durch Endonukleasen zu einem Abbau der DNA in

definierte Sticke. Zu den ausfihrenden Moleklilen der Apoptose gehéren
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Todesrezeptoren auf der Oberflaiche der Zellen wie Apo-1/Fas und Apoptose-
aktivierende Faktoren wie TNF-a, Cytochrom c, das von geschadigten Mitochondrien
in das Zytoplasma freigesetzt wird und Proteine der Caspase-, Bcl-2- und p53
Onkogen-Familie. Einmal aktiviert, induzieren viele dieser Molekile Proteolyse

spezifischer zellularer Strukturen und amplifizieren das Todessignal als Kaskade.

Nekrose ist die pathologische Form des Zelltods, ein passiver Vorgang, der durch
eine spontane, nicht Uberlebbare Schadigung der Zelle hervorgerufen wird (Levin et
al., 1999; Clarke, 1999). Die Zelle schwillt an, wobei deren Plasmamembran zerstért
wird. Als Folge kommt es zu lokalen Entziindungen, da Zytosplasma und
Zellorganellen in den Extrazellularraum freigesetzt werden, welche durch
Makrophagen beseitigt werden mussen. Im Vergleich zur Nekrose ist die Apoptose

die haufigere Form des Zelltods

1.9. Ziel der Arbeit

In dieser Arbeit soll die Frage diskutiert werden, ob durch unterschiedliche gp120-

Isolate Funktionsstérungen in Astrozyten und Neuronen induziert werden.

Bisherige  Arbeiten zeigten, dass gp120 X4-troper Virusstdmme den
Chemokinrezeptor CXCR4 aktiviert und dadurch einen Anstieg der intrazellularen
Calciumkonzentration in Astrozyten und Neuronen auslést (Kéller et al., 2002). Auch
konnte gezeigt werden, dass durch Inkubation in T-tropem gp120 der
Calciumeinstrom nach Applikation von Glutamat und ATP in Astrozyten verringert
wird. In der vorliegenden Arbeit soll nun Uberprift werden, inwieweit sich
Sequenzunterschiede im env-Gen, speziell in der V3 Region von gp120 auf die
intrazellulare Calciumkonzentration in Astrozyten auswirken. Konkret wurde die
Calciumkonzentration in Astrozyten nach Applikation von verschiedenen gp120-
Isoformen sowie Verdnderungen der Calciumantwort auf Glutamat und ATP nach
Inkubation der Zellen in gp120 untersucht. Dazu wurde X4-tropes (NL4-3), dualtropes
(952/61 und 952/105) und Rb5-tropes (991/7A) gp120 genutzt. Bezuglich der
dualtropen Proteine soll zudem analysiert werden, inwieweit sich Mutationen von

Glycosylierungssites in der V3-Region von gp120 auswirken.
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Die weitere Fragestellung ist die Untersuchung der Beeinflussung der Neurotoxizitat
des gp120 durch seinen Tropismus. Es ist bekannt, dass T-tropes gp120 direkt und
indirekt, d.h. sekundéar durch Induktion von Immunmediatoren neurotoxisch wirken
kann. In dieser Arbeit wird die direkte und die indirekte, durch Astrozyten vermittelte
gp120-induzierte Apoptose in Neuronen und Astrozyten an X4-tropen, dualtropen

und R5-tropen gp120-Isoformen untersucht und verglichen.
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2. Material und Methoden

Experimente zur Untersuchung des Einflusses
verschiedener gp120-Isoformen auf den

Calciumstoffwechsel in Astrozyten

2.1. Transfektion adharenter Zellen mit FUGENE ™6

Die Transfektion der HeLa-T4" Zellen (im Folgenden als HelLa-Zellen bezeichnet)
erfolgte im Virologischen Institut der Universitdt Disseldorf in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Schaal. Die Plasmid-DNA der untersuchten HIV-Stdmme
(Wildtyp NL4-3 (X4-trop), NL-991 (R5-trop), NL-952 (X4R5-trop)) wurde von Prof. Dr.
Schreiber, Bernhard Nocht Institut fir Tropenmedizin, Hamburg zur Verfiigung

gestellt.

2.1.1. Material und Lé6sungen

o Zellen

3x10° HelLa-Zellen supplementiert in 2 ml FBS- Medium
e Transfektionszubehér

6-Well Platten (Greiner-Bio-One)

Eppendorf-Reaktionsgefalle

Pipetten

Becherglaser

Neubauer Zéhlkammer mit Deckgldschen

FuGene™ 6 Transfektionsreagenz, Roche

e Expressionsvektoren

Pgp120(NL4-3) X4-trop, Wildtyp, V3 komplett glykosyliert
Pgp120(NL952-61) X4R5-trop, Glycosylierungen an Stelle g13 und g14
fehlen

Pgp120(NL952-105) X4R5-trop, Glycosylierungen an Stelle g13, g14
und g17 fehlen
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Pgp120(NL991-7A)
Pgp120(tat-rev-3Stop)

Svcrev

R5-trop
X4-trop

e Ldsungen

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, GIBCO) versetzt mit
4500 mg/l Glucose, L- Glutamin und Pyruvat

D-PBS (Phosphat Buffered Saline, GIBCO)

FBS-Medium (10% Fetal Bovine Serum in DMEM, PAN Biotech GmbH)

Geneticin 10 mg/mi

A.T.V. (0,025% (w/v) N-acetyliertes Trypsin; 0,05% w/v EDTA in PBS)

Trypanblau
TEPH

2.1.2. Die Expressionsvektoren
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Abbildung 2: (A) Die V3-Schleife des HIV NL,3.,, mit ihren 5 Glycosylierungssites g13, g14, g15,
g16 und g17. (B) Die V3 Region des pNL,; wurde ersetzt durch provirale DNA der Priméarisolate
NL-952 und NL-991. Von NL-952 wurden 2 Mutanten hergestellt, denen die Zuckerreste an g13,
g14 (Klon 61) und g17 (Klon 105) fehlten. (Aus: Virology, 2002. The N-linked Glycan g15 within the V3
Loop of the HIV-1 External Glycoprotein gp120 affects Coreceptor Usage, Cellular Tropism and

Neutralization. Polzer S, Dittmar TM, Schmitz H, Schreiber M.)

Fur die Experimente wurden gp120-Plasmide verwendet, die sich in der V3-Schleife

des gp120 unterschieden. Es ist bekannt,

dass die V3-Schleife dieses Proteins fur
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den Tropismus des Virus eine wichtige Rolle spielt (DeJonge et al., 1992; Cocchi et
al., 1996). Um selektiv verschiedene Mutationen dieses Proteinabschnittes zu
untersuchen, wurde die V3-Region des HIVyw4.3 env durch die V3-Region von NL-
991 und NL-952 ausgetauscht. So wurde sichergestellt, dass sich die Plasmide nur in
dem zu untersuchenden Abschnitt unterschieden. Die Mutation der
Glycosylierungssites (und damit das Fehlen der Glycosylierungen) erfolgte durch

spezifische Veranderungen der Aminosauresequenz im V3-Loop.

Glycosylierungssites g12 g13 g14 g15 g16 g17

X4-NL4-3 DVVIRSANFTDNAKTIIVQLNTSVEINCTRPNNTRXSIRIQRGPGRAFVTIGKI. GNMRQAHCNISRAKMNATLKQIASKLR
R5X4-952 S ETIK R-TL.. VLY--T-E-I--Dl-----K-----==---——-| E-------- N---Y —V--emeeo-
-g13/14/15 S KETIK-D-I |- R-TL.. VLY--T-E-I--Dl-----K-----=---==-- E---meme- N---Y—V--emee
-g13/14/15/17 S KETIK-D-I- "t R-TL.. VLY--T-E-I--Dl-----K----------——-| E------- -NA--Y—V--mmemm
R5-991 N E—V. R---P--.. Y- T-DV--Dl--n-mmmmemmmmemmmmem Q------ I

Abbildung 3: V3-Sequenzen der X4-, R5X4- und R5-tropen HIVy, 4.; Mutanten. Die V3 Region von
HIVy 43 wurde von Aminoséaure 273 bis 347 ersetzt durch die V3 Region des R5X4-dualtropen
Virus (P1-952) -R5X4-952- und die V3 Region des R5-monotropen Virus (P1-991) —-R5-991. X4-
NL4-3: X4-monotroper Wildtyp.

2.1.3. Abtrypsinierung

Die Hela-Zellen wurden 4 Tage in einem Kulturmedium aus DMEM (GIBCO)
angereichert mit 10% fetalem Kélberserum (FCS) (PAN Biotech GmbH) bei 37°C und
7% CO2 kultiviert. Unter diesen Bedingungen proliferierten die HeLa-Zellen zu einem
konfluenten Monolayer und konnten fir die Transfektion verwendet werden. Dazu
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und 10 Minuten mit 3 ml ATV, einer
trypsinhaltigen EDTA-L6sung, inkubiert. Die abgelésten Zellen wurden mit 9,5 ml
PBS aufgenommen. Um die Zelldichte der Suspension zu bestimmen, wurden 12 pl
Zellsuspension mit 12 pl Trypanblau vermischt und das Gemisch in der Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. So wurde das Volumen ermittelt, das etwa 3x10° Zellen
enthalt, und dieses dann auf Multiwellplatten zu je 2,5 ml Kulturmedium pro Well
ausgesat. Auf diese Weise wurde sichergestellt, dass sich in jedem Well eine etwa
gleiche, bestimmbare Zellzahl befindet. Der Zellansatz wurde 24 h bei 37°C und 7%
CO2 kultiviert.
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2.1.4. Transfektion

Die Konzentration der zu untersuchenden DNA-Proben und des Rev-Vektors wurde
photometrisch bestimmt und so das Volumen errechnet, das 1 ug DNA enthalt.

Je 1 pg beider DNA-L&sungen wurden zentrifugiert und zu einer 4% FuGene™6-
Lésung in DMEM gegeben. Nach 15 min wurde das Gemisch den Hela-Zellen
zugesetzt. Nach 24-stindiger Kultivierung wurde ein Mediumwechsel mit 2 ml
serumhaltigen DMEM durchgefiihrt und die Zellen weitere 24 h in den
Inkubationsschrank bei 37°C und 7% CO; gestellt. In dieser Zeit erfolgte die
Translation der eingeschleusten DNA in den HelLa-Zellen. Das proteinhaltige Medium
wurde abpipettiert, durch Zentrifugation von Zellresten getrennt und in Eppendorf
ReaktionsgefédRen schockgefroren. Die Proteinlésungen lagerten bei -20°C und

wurden erst fur die Experimente wieder aufgetaut.

2.2. Das Zellkulturmodell zur Untersuchung der

Calciumhomdostase (Neurochemisches Labor Diisseldorf)

Fur die Inkubations- und Applikationsexperimente wurde ein Modell aufgereinigter,
dissoziierter Astrozyten benutzt. Die Herstellung der Astrozytenkulturen sowie deren
Aufreinigung erfolgten im Neurochemischen Labor der Neurologischen Klinik der
Universitat Disseldorf in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Muller mit

Unterstltzung einer medizinisch-technischen Assistentin.

2.2.1. Material und Lé6sungen

e Wistar-Ratten, postnatal (P), P1-P3
e Praparationsbesteck
1 groRRe Praparationsschere
1 kleine Praparationsschere
1 Pinzette, 12 cm, mit 1x2 Zdhnen
2 Mikro-Pinzetten, gebogen, Spitzen 0,4 mm, Nr. 7

1 Mikropinzette, abgewinkelt, Spitzen 0,3 mm
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1 Mikropinzette, gerade, Spitzen 0,15 mm, Nr. 5
1 Mikrospatel, Fa. Martin
1 Skalpell
e sonstiges Praparationszubehdr
1 Stereolupe
Sterile Mullkompressen
3 Becherglaser
3 sterile PP-Réhrchen, 50 ml (GREINER)
1 Sténder fur PP-Réhrchen (GREINER)
1 steriles PP-Réhrchen, 10 ml (GREINER)
kleine Petrischalen (35x10 mm)
e Zellkulturmaterial
Sterile 10 ml- Pipetten aus Plastik
Lange Pasteur- Pipetten
Zellkulturflaschen, 75 cm?
1 steriles Becherglas, abgedichtet mit Nylon-Gaze (Porengréf3e 60 um)
Multiwellschalen
Runde Deckglaser (10 mm Durchmesser)
e L&sungen
Ather zur Narkose
70% Ethanol
DMEM (Dulbecco’'s Modified Eagle’'s Medium, GIBCO, Eggenstein,
Deutschland)
PBS (Phosphat Buffered Saline, GIBCO)
FCS-Medium (10% Fetales Kélberserum in DMEM; Sigma, Deutschland)
N2-Medium: (nach Bottenstein und Sato, 1979)
75% DMEM
25% Ham’'s F12
5,0 ug/ml Insulin
100 pg/ml Transferrin
5,2 ng/ml Natriumselenit
16,0 pg/ml Putrescin
7,0 ng/ml Progesteron
2,0 mM Glutamin
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Laminin (BRL)
Poly-L-Lysin (SIGMA)

2.2.2. Praparation

Fir die Praparation wurden neugeborene Wistar-Ratten (Alter maximal 72 h) aus der
TVA der Universitat Disseldorf verwendet. Die Tiere wurden mittels Ather-Narkose
getétet und anschlieBend in 70% Ethanol getaucht, um die Keimbesiedlung der Haut
zu verringern. Nach Dekapitation wurde der Kopf auf eine sterile Mullkompresse
gelegt und Kopfhaut und Schéadelkalotte vorsichtig abprapariert. Das Gehirn konnte
nun aus der Schédelbasis abgelést werden und wurde mit einer Mikropinzette in den
Deckel einer kleinen Petrischale gelegt.

Ein Sagittalschnitt erméglichte, die beiden Hemispharen auseinander zu klappen und
den Kortex von der weiflen Hirnsubstanz zu trennen. Um ein Austrocknen des
empfindlichen Gewebes zu vermeiden, wurde etwas DMEM auf die Hirnrinde
gegeben.

Unter dem Binokular wurden die Meningen vollstdndig abprépariert und das Ubrige
Kortexgewebe zerkleinert. Die entstandenen Sticke wurden in 50 ml DMEM auf

2000 rpm abzentrifugiert.

2.2.3. Anlegen der Astrogliakultur aus Zellen neugeborener
Wistar Ratten

Nach der Zentrifugation wurde das Zellpellet mit 1 ml DMEM, angereichert mit 10%
FCS (im Folgenden als FCS/DMEM bezeichnet), aufgenommen wund in
Pasteurpipetten mit immer kleinerem Radius titruiert, so dass eine
Einzelzellsuspension entstand. Diese wurde mit 9 ml serumhaltigen DMEM aufgefullt
und Uber einen 60 um Filter gegeben. 5 ml der gefilterten Zellsuspension wurde in
eine T75 Zellkulturflasche, die mit 15 ml FCS gefullt war, pipettiert. Die Inkubation der
Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 10% CO; und einer Luftfeuchtigkeit
Uber 95%. Ein Mediumwechsel erfolgte nach den ersten 4 Tagen und danach alle 2
Tage bis die Zellen zu einem konfluenten Monolayer gewachsen waren.

Um eine reine Astrozytenkultur zu erhalten, wurden die Zellen 12 h auf einem
Inkubationsschuttler geschittelt. Die sich |6senden Neuronen, Mikroglia und

Oligodendrozyten konnten mit dem Kulturtiberstand weitgehend entfernt werden. In
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friheren Arbeiten konnte die Reinheit derartig gewonnener Kulturen durch
immunhistochemische Methoden (Farbung des Glial Fibrillary Acidic Protein, GFAP)
mit Uber 95% Astrozytenanteil gezeigt werden (Stichel und Muller, 1992).

Die aufgereinigte Astrozytenkultur wurde nun abtrypsiniert und durch Titruieren
resuspendiert. Nach Zentrifugation der Suspension bei 2000 rpm wurde das
Zellpellet mit FCS aufgenommen und auf eine Multiwellplatte mit Poly-L-Lysin (0,1
mg/ml, 24 h, 4°C) beschichteteten Glasplattchen in serumhaltiges DMEM gegeben.
Durch die Poly-L-Lysin-Beschichtung haften Zellen besser an den Plattchen.

Die Astrozyten proliferierten auf den Deckglaschen und nach Bildung einer
konfluenten Zellschicht, nach ungefahr 7 Tagen, wurden die Zellen gewaschen und
in ein serumfreies N2- Medium (3:1 DMEM und Ham’s F12 mit 5 pg/ml Insulin, 100
pMg/ml Transferrin, 5.2 ng/ml Natrium-Selenit, 16 g/ml Putrescine und 7 ng/mi
Progesteron) Uberflhrt. Durch das Wachstum in Serum freiem Medium wird der
CXCR4-Rezeptor der Astrozyten aktiviert, was eine Vorraussetzung fir gp120-
Experimente ist. Die Calciummessungen erfolgten am 8.-12. Tag, da zu dieser Zeit

die ausgeldste Calciumantwort am deutlichsten ist (Kdller et al., 2000).

2.3. Fluoreszenzmikroskopische Calciummessungen

Die Messungen wurden im Neurochemischen Labor der Neurologischen Klinik der

Universitat Disseldorf durchgefihrt.

2.3.1. Material und Lésungen

e Zubehoér
Mikrofluorimeter D104G (Deltascan, Photon Technology International, South
Brunswick, USA)
PC mit Merlin-Software (Life Science Rescources, Ltd, USA)
1 Petrischale, mittlere Gré3e mit einem Loch in der Mitte (Durchmesser 1 cm)
Plastikzylinder fur das Zellbad
Pipette, 1 mi
Klebefolie
Skalpell
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Mit Astrozyten bewachsene Coverslips, 10-12 Tage auf N2
Mini-Petrischalen (Nunc™-Products, Danemark)
e Chemikalien
Fura-2AM (Sigma, 0,1% w/v gelést in DMSO)
Pluronic F-127 (Sigma, 20% w/v geldést in DMSO)
DMSO 99,5% GG (Sigma)
2 mM Glutamat (Merck, Deutschland)
2 mM ATP (Sigma)
e Gp120 Uberstande (s. Transfektion)
e Losungen
Badlésung:
150 mM NacCl
4,0 mM KCI
1,0 mM MgCl,*6 H,0
2,8 mM CaCly* 2 H,0
10 mM Sucrose
10 mM HEPES

Doppelt destilliertes Wasser

2.3.2. Fura-2AM

Als Farbstoff wurde der ratiometrische Floureszenzstoff Fura-2AM (Sigma, 0,1% w/v
gelést in DMSO) verwendet. Fura-2AM (im Folgenden als Fura-2 bezeichnet) ist ein
lipophiler Ester, der durch die Plasmamembran der Zellen diffundieren kann.
Esterasen im Zellinneren spalten Fura-2, wodurch es hydrophil wird und Calcium
komplexieren kann (Takahashi, 1999). So wird gewahrleistet, dass sich Fura-2 in den
Zellen anreichert und nur intrazelluldares Calcium detektiert wird. Um die
Membrangangigkeit des Farbstoffs zu erhéhen, wurde Pluronic F-127 (Sigma, 20%
w/v geldst in DMSO) benutzt, ein mildes Detergenz, das die Permeabilitdt der

Membran erhéht (Maruyama, 1989).

Zur Darstellung der intrazellularen Calciumkonzentration wurde die Methode nach
Grynkiewisz (Grynkiewisz et al., 1985) angewendet, die auf der Eigenschaft von
Fura-2 beruht, sein Extinktionsspektrum nach Bindung von Calcium zu &ndern. Der

Fluoreszenzfarbstoff wurde von Licht zwei verschiedener Wellenldngen, 340 nm und
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380 nm angeregt und die Intensitdt des dann emitierten Lichtes, 510 nm, mit einer
Fluoreszenzkamera gemessen. Als Folge der Bindung an Calcium, verschiebt sich
das Anregungsmaximum von ca. 380 nm (unkomplexierte Form) auf ca. 340 nm
(komplexierte Form). Das Verhéltnis der Fluoreszenzintensitaten der beiden

Wellenldangen wurde zur Errechnung des R-Wertes herangezogen:

R= Fa40/F3g0=f""([°**"])

R ist ein relativer Wert, der das Verhaltnis der Emission von gebundenem zu

ungebundenem Calcium darstellt.

2.3.3. Das Fluoreszenzmikroskop

Fur die Calciummessungen wurde ein kommerzieller Mikrofluorimeter D104G
verwendet. Dieser kann Proben mit Licht bestimmter Wellenldngen anregen und das
dann emmitierte Fluoreszenzlicht filtern und tber ein Objektiv einfangen. Gleichzeitig
misst er die Intensitat des eintreffenden monochromatischen Lichtes.

Das Mikroskop war mit einem Rechner verbunden, auf dem die Fluoreszenzbilder mit
Hilfe des Computerprogramms ,Merlin“ (Life Science Rescources, Ltd., USA) in
Graustufen oder als Falschfarben sichtbar gemacht, gespeichert, analysiert und

bearbeitet wurden.

2.3.4. Das Computerprogramm ,,Merlin“

Die  Software  ermdglichte, die  Belichtung, Wahl der Filter und
Datenaufnahmeoptionen einzustellen. Alle Messungen wurden Uber die Dauer von 2
min durchgefuhrt, dabei wurde alle 2 sec ein Fluoreszenzbild (frame) aufgenommen.
Das Programm schrieb die analogen Lichtsignale in statistisch auswertbare ASCI-
Files um. Uber ROIs konnte bestimmt werden, welche Regionen des
mikroskopischen Bildes analysiert werden sollten. Es wurden nur die Zellen mit ROls
markiert, die eine geringe intrazellulare Calciumkonzentration aufwiesen, erkennbar
an einer hohen Lichtemission nach Anregung mit 340 nm, um physiologische Signale

vitaler Zellen zu selektieren.
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2.3.5. Inkubationsexperimente

Die Inkubationsexperimente wurden mit den Methoden der Arbeitsgruppe Koller
durchgefiihrt (Kéller et al., 2002). Fir die Experimente wurden je 2 Coverslips im
Brutschrank bei 37°C, 10% CO2 und uUber 96% Luftfeuchtigkeit in 2 ml gp120
Uberstand 60 min inkubiert. Als Kontrolle wurden Coverslips analog in gp120-freiem
FCS/DMEM inkubiert. Dann wurden die Coverslips aus den gp120-Ubersténden
entfernt und in 2 ml Badlésung mit Fura-2 (5 uM) und 60 min im Inkubationsschrank
angefarbt. Pluronic F-127 (0.06%) wurde genutzt, um die Farbstoffaufnahme in die
Zellen zu verbessern. Alle Zellen wurden 2 h nach Beginn der Inkubation in gp120
gemessen. Fur die Messungen wurden die Coverslips in einer dazugehdérigen
Messvorrichtung so befestigt, dass auf die Astrozyten 1 ml Badlésung gegeben
werden konnte. Die Badl6sung verhinderte das Austrocknen der Zellen wahrend des
Messvorgangs am Mikroskop. Dann wurde die relative Calciumkonzentration in den
Zellen durch Fluoreszenzmessung dargestellt. Alle 2 Sekunden wurden, wie vorher
eingestellt, die zu messenden Zellen belichtet und die dann emmitierte Lichtintensitat
Uber eine Dauer von 2 min aufgenommen. Nach 20 sec wurde 1 ml Glutamatlésung
(2 mM) appliziert, so dass die Hirnzellen einer Glutamatkonzentration von 1 mM am
Rezeptor ausgesetzt wurden.

Im Anschluss an die Glutamatexperimente wurde in derselben Einstellung eine
zweite Messung durchgefihrt, diesmal aber nach derselben Zeit 1 ml ATP-Lésung
(2mM)  dazugegeben. Auch diesmal wurden die calciumabhédngigen
Fluoreszenzintensitaten 60 mal alle 2 sec detektiert (s. Abb. 4).

Dem Untersucher war nicht bekannt, in welchen gp120-Ubersténden die Zellen vor
den Messungen inkubierten. Die Inkubationsexperimente wurden daher als

Blindexperimente durchgefihrt.
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Ca2+-Influx in Astrozyten nach Applikation von 1mM ATP
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Abbildung 4: Darstellung des ratiometrisch gemessenen Calciumeinstroms in Astrozyten nach
Applikation von 1 mM ATP (Pfeil) bei zweiminiitiger Messdauer. Abgebildet sind die
fluorimetrisch erhobenen R-Werte verschiedener regions of interest (ROIs) eines mit

Astrozyten bewachsenen Deckglaschens

2.3.6. Applikationsexperimente

Wahrend dieser Experimente wurden je 500 ml der gp120-Uberstande nach 20sec
auf die mit Fura-2 beladenen Astrozyten pipettiert und die Calciumreaktion der Zellen
gemessen. Um Messfehler durch Applikation einer gefarbten Lésung (DMEM) zu
vermeiden, wurde hier ein Zellbad aus 500 ml DMEM gewahlt. Es ist bekannt, dass
Applikation von FCS einen Calciumanstieg in Astrozyten hervorruft. Deshalb wurden
Leerproben aus gp120-freiem serumhaltigen DMEM als Kontrolle getestet. Eine
zweite Kontrolle bestand aus der Messung der Calciumantwort auf 50 nM SDF-1R.
Die Applikationsexperimente wurden als Blindexperimente durchgefuhrt, da dem

Untersucher nicht bekannt war, welche gp120-Isoform er applizierte.
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2.3.7. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Computerprogramm EXCEL. Dafir
wurde die Amplitudenhéhe der jeweiligen ROIs folgendermalden ermittelt:

Als Baseline wurde der Median der ersten funf Messwerte gewahlt. Als
Amplitudenmaximum wurde der héchste Messwert zwischen frame 11 und 25
festgelegt. Die Amplitude selbst wurde (ber die Differenz zwischen
Amplitudenmaximum und Baseline errechnet.

Aus den so erhobenen Daten wurde der arithmetische Mittelwert, die
Standardabweichung und der Standardfehler des Mittelwerts bestimmt. Die
Ergebnisse wurden mit Hilfe des Student-t-Tests verglichen. Als signifikant wurden

Ergebnisse mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p< 0,001 angesehen.

Experimente zur Untersuchung der Apoptoseinduktion und

Chemokinsekretion in Neuronen und Astrozyten durch gp120

2.4. Kotransfektion adharenter HeLa-Zellen mit pGFP und den

Expressionsplasmiden

Die Kotransfektion der HelLa-Zellen mit pGFP erfolgte im Neurochemischen Labor
der Johns Hopkins University Baltimore unter der Leitung von Prof. Dr. Nath.

Um zu Uberprifen, ob die Transfektion der verschiedenen gp120-
Expressionplasmide in gleicher Hohe erfolgt, wurden die HelLa-Zellen mit pGFP
kontransfiziert.

GFP ist ein fluoreszierendes Protein, das man durch Fluoreszenzmikroskopie nach
erfolgreicher Transfektion in den transfizierten Zellen nachweisen kann (Chalfie et al.,

1996) und wird als Marker flir Genexpression genutzt.

2.4.1. Material und Lésungen

e Zellen
HelLa-Zellen

e Transfektionszubehor
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75 cm? Zellkulturflasche Falcon®
Zentrifuge IEC HN-SII Centrifuge
Pipettenspitzen 1 pl, 2 yl, 20 yl, 200 pl Tip One Cat. 111-2821
Pipettierhilfenspitzen Falcon® 5 ml, 10 ml, 25 ml
Pipettierhilfen
Pipetten
0,2 um Filter Schleicher & Schuell, 10443401
e Ldsungen
DMEM GIBCO™, Invitrogen Corporation Cat.No 12800-017
Glucose
L-Glutamin
Pyridoxin Hydrochlorid
110 mg/I Natrium Pyruvat
3.7 g Natrium Bicarbonat SIGMA®
pH~ 7.25
Opti-MEM, GIBCO™, Invitrogen, Corporation Cat. No 22600-050
HEPES Puffer
L-Glutamin
2.4 g Natrium Bicarbonat SIGMA®
FBS, 60 min hitzeinaktiviert, SIGMA® F-2442
Antibiotics-Antimycotics GIBCO™, Invitrogen
Natrium Penicillin
Streptomycin Sulfat
Amphotericin B
In 0.85% NaCl
Trypsin-EDTA (1x) Invitrogen Corporation (GIBCO) Cat. No 25300-054
PBS 10x, pH 7.4 Biosource Cat. No 313NS-444
Lipofectamin 2000, Invitrogen life technologies Cat. No 11668-019
e Fluoreszenzmikroskop Zeiss AxioCam HRC

Software: OpenLab 3.5 alias
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2.4.2. Kotransfektion mit pGFP

Die in einer 75 cm? Zellkulturflasche konfluent gewachsenen HelLa-Zellen wurden
zweimal mit 2 ml Trypsin-EDTA (1x) gewaschen und danach mit 1 ml Trypsin-EDTA
abtrypsinisiert. Die Zellen wurden mit 9 ml 10% FBS in DMEM (im Folgenden als
FBS/DMEM bezeichnet) aufgenommen, 7 min bei % speed abzentrifugiert (IEC HN-
SlI Centrifuge) und wieder in 10 ml FBS/DMEM supplementiert. Mithilfe der
Neubauer Zzhlkammer wurden 5x10° Zellen abgezahlt und in einer 6-well-Platte
ausgesat und bei 37°C und 7% CO2 bebrtet.

Nach 24 h erfolgte die Kotransfektion der Zellen mit pGFP, rev und den
Expressionsplasmiden durch Lipofectamin 2000. Pro well wurde 1 ug pgp120, 1 ug
svcrev, 1,2 ug pGFP mit 4 ul Lipofectamin transfiziert.

Dazu wurden die zu transfizierende DNA mit Opti-MEM auf 50 ul aufgefillt. Auch
Lipofectamin wurde mit Opti-MEM zu einem Endvolumen von 50 ml aufgefullt. Nach
5 min wurden beide L&sungen miteinander vermischt und 20 min stehen gelassen. In
der Zwischenzeit wurden die Zellen in den 6-well-Platten 2x mit Opti-MEM
gewaschen und mit 700 pl Opti-MEM versehen. Nach 20 min wurde das Gemisch
aus Transfektionsreagens und DNA dazu getropft.

Nach 6 h wurde das Medium abpipettiert, die Zellen dreimal mit DMEM gewaschen
und 2 ml 10% FBS/DMEM zugegeben. 48 h nach der Transfektion wurden die

Ubersténde abpipettiert und schockgefroren.
Vor der Ernte der Uberstdnde wurden fluoreszenzmikroskopisch transfizierte Zellen

ausgezahlt und die Anzahl transfizierter Zellen zwischen den verschiedenen

Expressionsplasmiden verglichen (s. Abb. 5.1-5.6).
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1. 2.
3-4
5-6

Abbildung 5: Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der transfizierten Zellen 1. pgp120
(NL4-3) 2. pgp120(952/61) 3. pgp120(952/105) 4. pgp120(991/17A) 5. Svcrev 6. Kontrolle pGFP.

Die Transfektionseffizienz war bei allen Expressionsplasmiden gleich

2.4.3. Transformation der DNA

Um die Reinheit der DNA-Proben zu Uberprifen und dann zu vermehren, wurde der
Mini- und Maxi-Prep von Quiagen angewendet. Es wurde nach dem Protokoll von
Quiagen gearbeitet.

Die DNA-Proben erwiesen sich als rein.
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2.5. Das Zellkulturmodell zur Untersuchung der

Apoptoseinduktion (Neurochemisches Labor Baltimore)

2.5.1. Material und Lésungen

Gewebe
Hirngewebe von abgetriebenen humanen Embryonen 12.-17.
Gestationswoche. Eine Ethikgenehmigung lag vor.
Lésungen
DMEM mit 10% FBS, 1% Antibiotika (Penicillin, Amphotericin B, Streptomycin,
Sigma A5955)
Poly-D-Lysin
N2-Medium
375 ml DMEM
125 ml HAM'S F12
Insulin 5 pg/ml
Transferrin 100 pg/ml
Glutamin 2 nM
Natriumselenit 52 ng/ml
Putrescin 16 ug/ml
Progesteron 6.29 ng/ml
Material
Zellkulturflasche
Konische Réhrchen a 15 ml
Petri-Schale
Pipettenspitzen 5 ml
Pipettierhilfen
Plastikspritze mit grauer Nadel (16G)
Zentrifuge IEC HN-SI
24-well plates

Coverslips
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2.5.2. Herstellen einer humanen Astrogliakultur

Das Hirngewebe wurde in die Petrischale gegeben und mit der Nadel in kleine
Stuckchen zertrennt. Die Gewebestlickchen wurden mit 5 ml DMEM aufgenommen
und in ein kleines Plastikrdhrchen gegeben. Dort wurden sie durch eine graue Nadel
im Wechsel aspiriert und ejiziert und so das Gewebe zerkleinert und die Zellen aus
ihrem Bindewegebsgerist geldst. Die entstandene Zellsuspension wurde 5 min bei
1500 rpm zentrifugiert. So wurden die Zellen von verunreinigenden Substanzen
getrennt. Der Uberstand wurde abpipettiert und durch 20 ml FBS/DMEM ersetzt.
Darin wurden die Zellen resuspendiert, in eine Zellkulturflasche gegeben und bei
37°C und 7% CO2 bebrutet.

Nach 5 Tagen wurde der erste Mediumwechsel durchgefuhrt: Dabei wurde 15 mi
FBS/DMEM ausgewechselt. Dies erfolgte alle 5 Tage bis die Zellen konfluent
gewachsen waren.

Sobald sich ein konfluenter Monolayer gebildet hatte, wurden die Zellen
abtrypsinisiert und erneut ausgesat. Dadurch wurde die Proliferation der Astrozyten
angeregt wahrend das Wachstum anderer Zelllinien zurtickblieb. Insgesamt wurden
die Zellkulturen dreimal passagiert bis sie fur die Experimente in 24-well Platten auf
Poly-D-Lysin beschichteten Coverslips ausgesat wurden. Sobald sie konfluent

gewachsen waren, wurden sie in N2-Medium gegeben.

2.5.3. Die embryonalen Rattenneuronkulturen

X4-tropes gp120 wirkt auf Neurone Apoptose-induzierend (Xu et al., 2003). Um den
Einfluss des Tropismus auf diesen gp120-Effekt zu bestimmen, wurde die Toxizitat
von verschiedenen gp120-Isoformen verglichen. Als Zellkulturmodell wurden
embryonale hippocampale Rattenneuronenkulturen genutzt. Die Zellkultur erfolgte in
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Norman Haughey, Baltimore.

Fur die hippocampalen Neuronenkulturen wurden 19 Tage alte Sprague-Dawley
Rattenembryonen genutzt. Mittels Athernarkose wurde das Muttertier getétet und ihr
Abdomen in der Mittellinie aufgeschnitten, um den Uterus frei zu praparieren. Die
Rattenembryonen wurden aus dem Uterus entnommen, die Koépfe der Tiere
abgetrennt und in eine 10 cm? durchmessende Petrischale gegeben. Die Kopfhaut
wurde vorsichtig mit einer Pinzette abprdpariert und dann Kopfschwarte sowie
Schéadel sagittal mit einem feinen Skalpell aufgeschnitten und aufgeklappt. So konnte
das Gehirn entnommen und in eine weitere sterile Petrischale gegeben werden.
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Die beiden Hirnhélften wurden aufgeklappt, so dass die mediale Seite nach oben
zeigte. Mit einem Mikrospatel wurden die lateralen Ventrikel fixiert und durch feine
Inzisionen inferior und superior des Mikrospatels der Hippocampus freiprépariert.
Das Gewebe wurde mit etwas DMEM aufgenommen und in eine weitere Petrischale
gegeben. Dort wurden unter dem Binokular die Meningen entfernt und das Gewebe
in kleine Stlickchen geteilt.

Dann wurde es mit 5 ml calciumfreier Hank’s balanzierter Salzlésung (calciumfree
Hank’s balanced salt solution) titruiert und bei 1000 rpm abzentrifugiert. Die Zellen
wurden in 15 ml FBS/DMEM versetzt mit 1% Antibiotika (Penicillin, Amphotericin B,
Streptomycin) resuspendiert und in einer Dichte von 200.000 Zellen/ml auf 12 mm
durchmessende Poly-D-Laminin-beschichtete Glasspléttchen in einer 12-well-Platte
ausgesat. Nach 3 Stunden wurde FBS/DMEM durch serumfreies Neurobasales
Medium (neurobasal media) ersetzt, das 1% B-27 Supplement (GIBCO) enthielt. Die
Inkubation der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37°C, 10% CO, und einer
Luftfeuchtigkeit Gber 95%.

In friheren Arbeiten konnte die Reinheit der Kulturen durch immunhinstochemische
Methoden (Immunfluoreszenzféarbung des Mitogen-Activated-Protein-2 (MAP-2)) zu

mehr als 98% bestimmt werden (Haughey et al., 2001)

2.6. Die Experimente zur Untersuchung der Neurotoxizitat
der gp120 Uberstinde

Die Neuronen wurden 10-14 Tage, nachdem sie auf den Coverslips ausgesat
wurden, flr die Toxizitatsexperimente genutzt. Auch die Arbeitsgruppe von Haughey
hat die hippocampalen Rattenneuronen 10-14 Tage nach Anlegen der Kultur

gemessen (Haughey et al., 2001).

2.6.1. Material und Lé6sungen

o Zellen
Embryonale Rattenneuronen auf Deckglaschen kultiviert

e Ldsungen
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Trypanblau Farbstoff 0.4% Cat. 15250-061
Hoechst 33342 10 mg/ml in water, Molecular Probes H-3570
Mounting Gel, Biomeda Cat. No. MO1 (Aqueous Mounting Medium with Anti-
Fading Agents)
Anti-human-CXCR4 rabbit-antibodies, Cell Science Cat. PX172A
Anti-human-CCRS5 rabbit-antibodies, Cell Science Cat. PX164A
Anti-rabbit-IgG goat antibodies, Alexa Flour 546
Schafserum, SIGMA G-9023
N2-Medium (s.0.)
4% Paraformaldehyd in PBS, Fisher Scientific T-353-500
PBS 10x, pH 7.4 Biosource Cat. No. 313NS-444

e Material
Objekttrager, Fisher Scientific Cat. No. 12-552 25mmx75mmx1mm
Deckglaschen, Fisher Scientific Microscope cover glass
Fluoreszenzmikroskop: Zeiss Axio Cam HRC, Software: OpenlLab 3.5
Pipettierhilfen s.o.
Pipettenspitzen s.o.
Pinzette

Grolde Petrischale

2.6.2. Inkubation der Neurone in gp120 und Trypanblau
Farbung

Fur die Toxizitatsexperimente wurden die Neurone 2h und 4h in je 500 ul der
Ubersténde inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden die Zellen mit 500 pl einer 1:1
Verdinnung aus Trypan Blau und DMEM 1-2 Minuten gefarbt, danach 3 mal mit PBS
gewaschen und in 2% Paraformaldehyd/PBS-L&sung 20 min fixiert.

Danach wurden die Coverslips mit Hilfe von Eukit, das 0,1% Hoechst 33342-
Farbstoff enthielt, auf Objekttrédger gedeckelt.

2.6.3. Auswertung der Neurotoxizitatsexperimente

Nach 24 h unter einer Temperatur von 4°C wurden die Zellen unter dem

Fluoreszenz- und Lichtmikroskop ausgezahlt. Mithilfe der Trypanblau-Farbung
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konnte die Anzahl avitaler Zellen bestimmt werden. Ungeférbte Zellen sind schwierig
auszuzahlen. Deshalb wurden, um die Gesamtzellzahl genauer bestimmen zu
kénnen, die Zellen =zusatzlich mit Hoechst 33342-Farbstoff gefarbt, einem
fluoreszierenden Farbemittel, das sich an die Zellkerne anlagert. Dabei farbt der
Hoechst-Farbstoff avitaler Zellen nicht an. Als Gesamtzellzahl wurde die Summe der
trypanblau- und hoechst-gefarbten Neurone desselben Gesichtsfeldes angenommen.
Der Anteil avitaler Zellen berechnete sich also folgendermalien:

Anteil avitaler Zellen = Anz. TB* Zellen/ (Anz. TB* Zellen + Anz. Hoechst™ Zellen) ( s.

Abb.6)

i £)
(

®

Abbildung 6: 1. Hoechstfarbung und 2. Trypanblaufarbung der Neurone

Von jedem Deckglaschen wurden 10 zufallige Gesichtsfelder ausgezahlt und das

Experiment wurde dreimal wiederholt, bevor es statistisch ausgewertet wurde.

2.6.4. Durchfiihrung der Blockierungsexperimente

Die Blockierungsexperimente erfolgten analog zu den Experimenten zur Messung
der gp120-induzierten Apoptose in Neuronen. 30 Minuten vor Beginn des
Experiments wurden die Zellen in 500 pl einer 1:100 Verdinnung mit Anti-CXCR4
und/oder Anti-CCR5-Antikdrpern (Cell Sciences, Polyclonal rabbit anti-human) in
DMEM/FBS inkubiert. Dabei wurden Zellen, die spater in X4-tropem gp120
inkubierten mit Anti-CXCR4 geblockt. Zellen, die R5-tropem gp120 ausgesetzt
wurden, wurden vorher mit Anti-CCRS5 behandelt und solche, die in den dualtropen
gp120-Isoformen inkubieren sollten, mit Anti-CXCR4- und Anti-CCR5-Antikérpern
geblockt. Die gp120-haltigen Ubersténde, die danach auf die Zellen gegeben

wurden, wurden ebenfalls mit den entsprechenden Antikérpern versetzt.
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2.6.5. Bestimmung der Toxizitat des gp120 auf Astrozyten

Die Astrozyten wurden am 10. bis 14. Tag, nachdem sie auf N2 gesetzt wurden,
gemessen. Analog zu den Toxizitatsexperimenten der Neurone inkubierten die
Astrozyten 24 h in 500 pl der gp120-haltigen Uberstdnde. Danach wurden sie mit
Hoechst gefarbt und die Anzahl apoptotischer Zellen tber die Form des Zellkerns
(pyknotisch, zerfallend) bestimmt (s. Abb. 7). Es wurden am Fluoreszenzmikroskop
pro Deckglaschen 10 =zuféllig ausgewahlte Gesichtsfelder ausgezahlt und das

Experiment dreimal wiederholt, bevor es statistisch ausgewertet wurde.

Abbildung 7: Darstellung Hoechst-gefarbter Astrozyten nach 24h Inkubation in X4-tropem
agp120

2.6.6. Experimente zur Bestimmung des Anteils der Astrozyten

an der gp120-induzierten, indirekten Apoptose

Fur diese Experimente wurden humane Astrozyten genutzt, die seit 10-14 Tagen in
N2-Medium umgesetzt waren. 750 ul des die gp120-Isoformen enthaltenden
Uberstands wurden 60 min auf die Zellen gegeben, um die Zellen zur
Zytokinproduktion anzuregen. Danach wurden die Astrozyten dreimal in serumfreien
DMEM gewaschen und 750 ul FCS/DMEM in jedes well gefiillt. Nach drei Stunden
wurden die gp120-freien und nun Sekretionsprodukte enthaltenden Ubersténde der
Astrozyten abpipettiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Fir die
Experimente wurden die Uberstdnde aufgetaut und 12 h auf 10-14 Tage alte
hippocampale Rattenneuronenkulturen gegeben. Dann wurden die Neurone mit

Trypanblau geférbt, fixiert und mit 0.1% Hoechst-Eukit auf Objekttrédger gebracht. Die
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Experimente wurden analog zu den Neurotoxizitatsexperimenten zur Untersuchung

der direkten Toxizitét des gp120 ausgewertet.

2.6.7. CXCR4- und CCR5-Farbung von Rattenneuronen und

humanen Astrozyten

Um zu zeigen, dass die untersuchten Zellen die benétigten Korezeptoren fiir gp120
(CXCR4 und CCRS) exprimieren, wurde eine Immunfluoreszenzfarbung der Neurone
und Astrozyten durchgefuhrt. Dabei wurden je Zellart drei CXCR4- und drei CCR5-
Farbungen durchgefihrt: zwei Positivfarbungen und eine Negativkontrolle, bei der
der Erstantikdrper nicht zugegeben wurde, die restliche Féarbung aber gleich verlief.
Die Negativkontrolle zeigte die unspezifische Bindung der Antikorper.

Je sechs Deckglaschen, die mit Zellen einer Art, entweder embryonalen
Rattenneuronen oder embryonalen humanen Astrozyten bewachsen waren, wurden
in 6-well plates gegeben und dort dreimal in PBS gewaschen. AnschlieRend wurden
die Zellen in 2% Paraformaldehyd/PBS 20 min fixiert und danach 3x10 min auf dem
Schittler in PBS gewaschen. Daraufhin wurde soviel Schafserum (SIGMA G-9023,
10x) auf die fixierten Zellen gegeben, dass diese gerade bedeckt wurden. Durch das
einstindige Einwirken des Schafserums auf die Zellen sollte eine unspezifische
Bindung des Erstantikdrpers verhindert werden. Nach 1 h wurden 300 pl der
Erstantikérperlésung (2 ul Kaninchen Anti-Mensch Anti-CXCR4 oder Anti-CCR5
Antikérper (Cell science Cat. No. PX172A und PX164A) in 1 ml 10% Schafserum)
pro well gegeben - bei der Negativkontrolle wurde dieser Schritt unterlassen. Die
Zellen inkubierten 60 min auf dem Schittler in der Erstantikérperlésung. Danach
wurden sie erneut dreimal 10 min auf dem Schuttler mit PBS gewaschen. Zur
Detektion der Erstantikérperbindung wurden 300 pl fluoreszierende Schafs-Anti-
Kaninchen-Antikdrper (Alexa flour 546) (4 pl Zweitantikérper in 2 ml 10%
Schafserum) pro well gegeben und unter Lichtschutz 1 h auf dem Schuttler inkubiert.
Im Anschluss daran wurden die Deckgldschen erneut dreimal 10 min in PBS unter
Lichtabschirmung gewaschen, bevor sie mit Eukit auf Objekttrager gebracht wurden
und Uber Nacht bei 4°C aushérteten.

Die Immunfluoreszenzmikroskopie erfolgte nach 24 h bei 546 nm Wellenlénge.
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3. Ergebnisse

Calcium spielt fur die funktionelle Intaktheit des ZNS eine wichtige Rolle. So
reagieren Astrozyten auf Neurotransmitter wie Glutamat mit einer Calciumantwort,
die sie befahigt, die exitatorischen Aminosduren aufzunehmen und das interzellulare
Milieu im Gehirn in Homoéostase zu halten (Berger et al.,, 1991). Auch kénnen
Astrozyten Calciumreize nutzen, um untereinander zu kommunizieren und eine von
Neuronen getriggerte Erregung im Gehirn auszubreiten (Guiaume und Venance,
1998). Mit Neuronen koénnen sie rickwirkend kommunizieren, indem sie
Neurotransmitter wie Glutamat oder ATP sezernieren und so die Signale der
Neurone verstarken. Die groRe Anzahl der Astrozyten im menschlichen Gehirn
unterstreicht die Wichtigkeit eines ungestérten Calciumhaushalts in Astrozyten und
zeigt gleichzeitig Angriffspunkte fir Noxen, die Hirnfunktion zu stéren. Gp120 stort
den Calciumhaushalt in Astrozyten (Ciardo et al., 1993). Es wird von infizierten
Hirnzellen wie Mikroglia sezerniert und kann in seiner I6slichen Form an Astrozyten
und Neurone binden. Dabei nutzt es abhangig von seinem Tropismus den
Korezeptor CXCR4 (T-tropes gp120), CCR5 (M-tropes gp120) oder beide (dualtropes
gp120).

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob Unterschiede im Tropismus des
gp120 mit einer unterschiedlichen Beeinflussung des Calciumhaushalts in Astrozyten

einhergehen.

3.1. Untersuchungen zur Funktionalitit des CXCR4-

Rezeptors

Fur die Experimente wurden Astrozyten verwendet, die, nachdem sie auf
Deckglaschen konfluent angewachsen waren, zehn bis vierzehn Tage in serumfreien
N2-Medium kultiviert wurden. Koller und Mitarbeiter konnten zeigen, dass so die
funktionelle Entwicklung des CXCR4-Rezeptors in Astrozyten induziert wird (Kéller et
al., 2002). Um zu Uberprufen, ob die fur diese Arbeit genutzten Astrozyten ebenfalls
eine CXCR4-Sensitivitdt zeigten, wurde mithilfe fluoreszenzmikroskopischer

Messungen der Calciumeinstrom nach Applikation von SDF1-3, einem natirlichen
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Liganden von CXCR4, gemessen. SDF1-R wurde in DMEM gelést appliziert. Als

Kontrolle dienten Messungen nach Applikation von DMEM.

3.1.1. Astrozyten reagieren auf 50 nM SDF1-B mit einem
Calciumeinstrom

Nach Applikation von 50 nM SDF1-B wurde ein Anstieg der Ratio Units [RU] um
0.26+/-0.004 gemessen (n=136) (s. Abb.8). Die Messwerte von SDF1-B und
Kontrolle unterschieden sich hochsignifikant (p<0.001). Dies wurde als Zeichen der
funktionellen Intaktheit des Rezeptors gewertet und die weiteren Experimente an
Astrozyten durchgefiihrt, die nach gleichem Protokoll kultiviert wurden. Als Kontrolle
wurde DMEM appliziert und die Veranderung der Calciumkonzentration in Astrozyten
registriert. Es war ein Anstieg um 0.08+/-0.01 RU zu verzeichnen (n=67) (s. Abb.9,
Abb. 10, Tab. 1).

Ca2+-Influx in Astrozyten nach Applikation von 50nM SDF1-R (n=136)
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Abbildung 8: Die Abbildung zeigt den Verlauf der Ratio Units nach Applikation von 50 nM
SDF1-B (Pfeil)
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Relativer Ca2+-Influx nach Applikation von 500yl DMEM (n=67)
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Abbildung 9: Die Abbildung zeigt den Verlauf der Ratio Units nach Applikation von 500 pl
DMEM (Pfeil) (n=67)

Amplituden des Ca2+Einstrom nach Applikation von DMEM und SDF
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Abbildung 10: Vergleich der maximalen Anstiege der Ratio Units nach Applikation von 500 pl
DMEM und 500 ul SDF 1-8
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Calciumanstieg Standardfehler n
[RU]
DMEM 0.08 0.01 67
SDF1-R 0.27** 0.004 136

Tabelle 1: Der Anstieg der Ratio Units, der den Calciumanstieg wiederspiegelt, nach
Applikation von 50 nM SDF1-8 und DMEM in Astrozyten (*** = hochsignifikanter Unterschied
zur Kontrolle, p<0,001)

3.2. Untersuchung zum Einfluss des Tropismus von

gp120 auf den Calciumhaushalt in Astrozyten

3.2.1. Gp120 induziert einen Calciumanstieg in Astrozyten

Ciardo und Mitarbeiter konnten zeigen, dass gp120 in Astrozyten zu einem
intrazelluldaren Calciumanstieg fuhrt (Ciardo et al., 1993). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit bestéatigt werden. Nach Applikation von 1 ml HelLa-Zell-
Uberstand, der die T-trope gp120-Isoform enthielt, wurde ein Anstieg des relativen
Calciumgehaltes in mit Fura-2 gefarbten Astrozyten um 0,29+/-0,014 RU gemessen
(n=235) (s. Abb. 11).

Ca2+- Einstrom nach Applikation von gp120 NL4-3

13 5 7 9 1113 15 17 19 21 23 25 27 29 31 33 35 37 39 41 43 45 47 49 51 53 65 57

frames
Abbildung 11: Die Abbildung zeigt den relativen Calciumanstieg in Astrozyten nach Applikation
von gp120 am Beispiel von der T-tropen gp120 Isoform NL4-3. Gp120 wurde nach 20 sec (frame
10) appliziert (Pfeil)
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3.2.2. Der gp120-induzierte Calciumanstieg in Astrozyten ist

abhédngig von Tropismus und Glycosylierung des gp120

Um den Einfluss von Tropismus und Glycosylierung des gp120 auf die Fahigkeit zur
Induktion einer Calciumantwort in Astrozyten zu untersuchen, wurde jeweils 1 ml der
zu testenden, je eine der gp120-Isoformen enthaltenden Uberstdnde auf Fura-2
gefarbte Astrozyten gegeben und die relative Calciumkonzentration mit Hilfe
fluoreszenzmikroskopischer Messungen dargestellt. Die gp120 enthaltenden
Uberstdnde wurden durch Transfektion von Hela-Zellen mit gp120-
Expressionsplasmiden (s. Tab. 2) hergestellt. Dabei wurde jeweils 1 ug DNA
transfiziert und fir jedes Expressionsplasmid nach demselben Protokoll
vorgegangen. Die Kotransfektion der HelLa-Zellen mit pGFP zeigte
fluoreszenzmikroskopisch eine far alle Expressionsplasmide gleiche
Transfektionseffizienz. Fir die Applikationsexperimente wurden |6sliche T-trope,

dualtrope und M-trope Isoformen des gp120 genutzt.

Pgp120(NL4-3) Wildtyp, X4-monotrop

Pgp120(991-7A) R5-monotrop

Pgp120(952-61) R5X4-dualtrop g13 und g14 fehlend
Pgp120(P952-105) R5X4- dualtrop g13, g14 und g17 fehlend
Pgp120(tat-rev-3Stop) X4-monotrop

Tabelle 2: Erlauterung der fiir die Transfektion genutzten Expressionsplasmide

Das dualtrope, an Glycosylierungsstelle g17 glycosylierte gp120(952/61) erzeugte
den starksten Calciumeinstrom in Astrozyten (0.33+/-0.02 RU; n=224). Fehlte die
Glycosylierung des dualtropen Proteins an g17 war die Calciumantwort signifikant
vermindert (p<0.01), aber immer noch deutlich héher (0.26+/-0.01 RU; n=226) als bei
der Kontrolle. Der Mittelwert der durch M-tropes gp120(991/7A) induzierten Ca**-
Amplitude (0.32+/-0.2 RU; n=301) unterschied sich nicht signifikant von dem nach
Applikation von gp120(952/61) ermittelten. Der durchschnittliche Calciumeinstrom in
Astrozyten nach Applikation von T-tropem gp120(NL4-3) lag bei 0.29+/-0.01 RU und

war geringfugig niedriger als der durch gp120(952/61) hervorgerufene, erreichte aber
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nicht das Signifikanzniveau von 0.05. Im Vergleich zur Kontrolle induzierten alle
Ubersténde einen hochsignifikant héheren Calcium-Einstrom (p<0.001) (s. Tab. 3,
Abb. 12).

Calciumeinstrom [RU] | Standardfehler n
Gp120(NL4-3) 0.29*** 0.01 235
Gp120(952/61) 0.33*** 0.02 224
Gp120(952/105 0.26*** 0.01 226
Gp120(991/7A) 0.32*** 0.02 301
Kontrolle 0.08 0.01 228

Tabelle 3: Der durchschnittliche Calciumeinstrom in Astrozyten nach Applikation von je 1 ml
der zu testenden, je eine der gp120-lsoformen enthaltenden HeLa-Zell-Uberstinde. Die
Kontrolle zeigt den Calciumeinstrom in Astrozyten nach Applikation von Uberstinden nicht
transfizierter HeLa-Zellen (*** = hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle, p<0,001)

Ca2+-Einstrom nach Applikation von verschiedenen gp120-Isoformen und DMEM im

Vergleich
0.4
0.35
T
0.3 I J‘
T
0.25 1
g 0.2
0.15
0.1
T
T
0.05
0
gp120NL4-3 gp120(952/61) gp120(952/105) gp120(991/7A) DMEM

Abbildung 12: Vergleich der durch gp120(NL4-3)-, gp120(952/61)-, gp120(952/105)- und
gp120(991/7A)-haltigen Uberstinde induzierten, durchschnittlichen Calciumeinstdome in
Astrozyten. Als Kontrolle wurde Uberstand von nicht transfizierten Zellen appliziert
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3.3. Messung der ATP- und Glutamatantworten in

Astrozyten nach Inkubation in gp120

Wahrend des gesamten Replikationszyklus des Virus scheiden infizierte Zellen, in
denen das Genom von HIV repliziert wird, |6sliches gp120 aus. Deshalb ist
anzunehmen, dass Astrozyten dem gp120 chronisch ausgesetzt sind. Gp120 bindet
abhé&ngig von seinem Tropismus an alpha- oder beta-Chemokinrezeptoren und fuhrt
zu einem Calciumeinstrom. Es ist daher denkbar, dass die dauerhafte Aktivierung der
Chemokinrezeptoren Signalwege anstéf3t, die den physiologischen Stoffwechsel der
Astrozyten stéren. Da ATP und Glutamat wichtige Neurotransmitter fur die
Kommunikation untereinander und zwischen Astrozyten und Neuronen sind, sollte
der Einfluss von gp120 auf den Glutamat- und ATP-induzierten Calciumeinstrom in
Fura-2 geféarbten Astrozyten nach zweistiindiger Inkubation untersucht werden. Dazu
wurde nach Inkubation der Zellen in gp120 jeweils 1 mM Glutamat oder 1 mM ATP
appliziert und die Calciumantwort der Zellen darauf fluoreszenzmikroskopisch
gemessen. Als Kontrolle wurden die Calciumantworten von Astrozyten auf 1 mM
Glutamat (s. Abb. 13) und 1 mM ATP (s. Abb. 14) nach Inkubation in Kulturmedium
bestimmt. Zudem wurde eine weitere T-trope gp120 Isoform, gp120(tat-rev-3Stop),

untersucht.

Ca2+-Influx in Astrozyten nach Applikation von 1mM Glutamat
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Abbildung 13: Darstellung der durchschnittlichen Calciumantwort von Astrozyten auf 1 mM
Glutamat (n=817) (Pfeil)
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Ca2+-Influx in Astrozyten nach Applikation von 1mM ATP
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Abbildung 14: Darstellung der durchschnittlichen Calciumantwort von Astrozyten auf 1 mM
ATP (n=786) (Pfeil)

Die Astrozyten reagierten auf ATP mit einem intrazelluldren Calciumanstieg und
einer durchschnittichen Amplitude von 0.47+/-0.02 RU (n=786). Nach Applikation
von 1 mM Glutamat konnte ein durchschnittlicher Anstieg der Calciumkonzentration
um 0.13+/-0.01 RU (n=652) gemessen werden. Um Stéreffekte auszugleichen, weil
die Experimente an verschiedenen Astrozytenkulturen durchgefiihrt wurden, wurden
die Calciumantworten nach Inkubation in gp120 an dem durchschnittlichen
Calciumeinstrom nach Glutamat- oder ATP-Applikation der Kontrollexperimente
normiert. Es werden im Folgenden also nicht absolute, sondern relative Werte

dargestellt; die Mittelwerte der Kontrollexperimente als 1 angenommen.

Normierte Calciumantwort | Standardfehler n

Glutamat

Gp120(NL4-3) 0.77*** 0.04 848
Gp120(952/61) 1.68*** 0.10 659
Gp120(952/105) 1.06 0.06 795
Gp120(991/7A) 217+ 0.14 568
Gp120(tat-rev-3Stop) 0.69*** 0.04 654
Kontrolle Glutamat 1.0 0.05 651

Tabelle 4: Einfluss der Inkubation in verschiedenen gp120-lsoformen auf den Glutamat-
induzierten Calciumeinstrom von Astrozyten (*** = hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle,
p<0,001)
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Normierte Calciumantwort | Standardfehler n

ATP

Gp120(NL4-3) 0.78*** 0.03 858
Gp120(952/61) 1.49*** 0.07 737
Gp120(952/105) 0.9 0.04 880
Gp120(991/7A) 1.44%** 0.09 628
Gp120(tat-rev-3Stop) 0.66*** 0.02 870
Kontrolle ATP 1.0 0.03 786

Tabelle 5: Einfluss der Inkubation in verschiedenen gp120-Isoformen auf den ATP-induzierten

Calciumeinstrom von Astrozyten (*** = hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle, p<0,001)

Nach Inkubation in X4-tropem gp120 wurde die Calciumantwort auf Glutamat in
Astrozyten hochsignifikant gesenkt und zwar um 0.23+/-0.04 RU (n=848) durch
gp120 NL4-3 und 0.31+/-0.04 RU durch gp120(tat-rev-3STOP) (n=654) bei einer
normierten Calciumantwort in Astrozyten auf Glutamat von 1. Durch Inkubation der
Zellen in M-tropem gp120(991/7A) wurde die normierte Calciumantwort auf Glutamat
hochsignifikant vergroRert auf 2.17+/-0.14 RU (n=568). Einen geringeren Anstieg der
Calciumantwort, aber dennoch hochsignifikant héher als bei der Kontrolle,
verursachte die Glutamatapplikation nach Inkubation in dualtropem gp120(952/61)
(n=659) mit einer durchschnittlichen Amplitude von 1.58+/-0.1 RU. Einen nicht-
signifikanten Einfluss auf den Calciumeinstrom nach Glutamatapplikation hatte das
an g17 nicht-glycosylierte gp120 (952/105). Hierbei entsprach die gemessene
Calciumantwort mit 1.06+/-0.06 RU (n=795) dem Kontrollwert (s. Abb. 15). Ahnlich
verhielten sich die Amplituden bei den durch ATP hervorgerufenen
Calciumeinstrdmen. Auch hier zeigte sich durch Inkubation der Astrozyten in den T-
tropen Isoformen eine signifikante Reduktion der Calciumantwort. Eine VergréRerung
der Amplitude wurde ebenfalls nach Einwirkung von M-tropen gp120 und dualtropen
gp120 beobachtet. Bei dualtropem gp120 war der Effekt ebenfalls abhangig von der
Glycosylierung an Position g17(s. Abb. 16).

47



3. Ergebnisse
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Abbildung 15: Darstellung der normierten Calciumantwort der Astrozyten auf 1 mM Glutamat
nach zweistiindiger Inkubation in gp120. Nach Inkubation in T-tropem gp120 ist die
Calciumantwort im Vergleich zur Kontrolle vermindert, wahrend nach Inkubation in M-tropem
gp120 und dualtropem gp120 die Calciumantwort im Vergleich zur Kontrolle steigt. Das an g17

nicht-glycosylierte dualtrope gp120 andert die Calciumantwort im Vergleich zur Kontrolle nicht

Calciurmantw ort won Astrozyten auf 1mid ATP nach 2h Inkubation in gp120
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Abbildung 16: Darstellung der normierten Calciumantwort der Astrozyten auf 1 mM ATP nach
zweistilindiger Inkubation in gp120. Nach Inkubation in T-tropem gp120 ist die Calciumantwort
im Vergleich zur Kontrolle vermindert, wihrend nach Inkubation in M-tropem gp120 und
dualtropem gp120 die Calciumantwort im Vergleich zur Kontrolle steigt. Das an g17 nicht-

glycosylierte dualtrope gp120 &ndert die Calciumantwort im Vergleich zur Kontrolle nicht
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3.4. Untersuchungen zur gp120 induzierten Apoptose in

Neuronen und Astrozyten

Die Neuronendegeneration ist ein wichtiger Faktor der HIV-1-Infektion, der zur HIV-1-
induzierten Enzephalopathie fiihrt. Obwohl Neuronen kein CD4 exprimieren, gibt es
vielfaltige Studien, die die Rolle des gp120 an der HIV-1 induzierten Apoptose in
Neuronen unterstreichen (Hesselgesser et al., 1998; Kaul und Lipton, 1999). Dreyer
und Mitarbeiter (1990) und spater Meucci und Miller (1996) konnten zeigen, dass
gp120 Astrozyten und Neurone schadigt und in vivo und in vitro Apopotose in
Neuronen induziert. Als Ursache fur die Neurotoxizitat des gp120 sind direkt und
indirekt toxische Wirkungen des gp120 beschrieben worden (Kaul und Lipton, 1999).
Im folgenden Abschnitt werden Ergebnisse der Experimente gezeigt, die die gp120-

induzierte Apoptose im Hinblick auf den Tropismus des Virus untersuchen.

3.4.1. Hippocampale Rattenneurone und humane Astrozyten
exprimierten CXCR4 und CCR5

Bezuglich der Fahigkeit zur Apoptoseinduktion in Rattenneuronen und humanen
Astrozyten wurden T-trope, M-trope und dualtrope gp120-Isoformen untersucht. Um
zu Uberprufen, ob die verwendeten Zellen CXCR4 und CCR5 exprimieren, wurde
eine CXCR4- und CCR5-Immunfluoreszenzfarbung mit Anti-humanen polyklonalen
Kaninchenantikérpern (Cell Science) an den Neuronen und Astrozyten durchgefiihrt.
Auf den Rattenneuronen und den humanen Astrozyten waren beide Rezeptoren
nachweisbar. Klein et al. (1999) haben die Anwesenheit von CXCR4- und CCRS5-
Rezeptoren auf Astrozyten beschrieben. Insofern konnten ihre Ergebnisse hiermit
bestétigt werden (s. Abb. 17, Abb. 18, Abb. 19).
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Abbildung 17: Immunhistochemische Fiarbung der CXCR4-Rezeptoren (links oben) und Zellkerne

(rechts oben) auf Neuronen. Unten: Zusammengesetztes Bild
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Abbildung 18: Immunhistochemische Farbung der CCR5-Rezeptoren (links oben) und Zellkerne

(rechts oben) auf Neuronen. Unten: Zusammengesetztes Bild
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Abbildung 19: Negativkontrolle: unspezifische Farbstoffbindung (links oben) und Zellkerne
(rechts oben) von Neuronen. Unten: Zusammengesetztes Bild

3.4.2. Die Neurotoxizitit des gp120 wird durch dessen

Tropismus beeinflusst

Es ist bekannt, dass T-tropes gp120 ein neurotoxisches Protein ist. Da gesehen
wurde, dass die gp120-induzierte Calciumdysregulation in Astrozyten von Tropismus
und Glycosylierung des HIV-Oberflachenproteins abhangt, sollte untersucht werden,
ob die Struktur des gp120 auch seine Neurotoxizitdt bestimmt. Dazu wurden
hippocampale Rattenneurone 2 Stunden in 500 pl gp120-haltigen Uberstanden
inkubiert. Die fur die Experimente verwendeten gp120-Isoformen wurden durch
Transfektion von Hela-Zellen mit T-tropen, dualtropen und M-tropen gp120-
Expressionsvektoren  hergestellt, wobei die  Transfektionseffizienz ~ der
Expressionsvektoren gleich grof3 war (s.0.). So konnte davon ausgegangen werden,
dass trotz fehlender Konzentrationsbestimmung des gp120 im Wesentlichen gleiche
Mengen des Proteins in den Uberstanden waren. Gp120 wurde mit rev kotransfiziert.
Deshalb wurde zuséatzlich die Toxizitat von rev als Kontrollparameter Gberprtft. Nach
zweistiindiger Inkubation der Neurone in den gp120-haltigen Uberstdnden wurde

nach Trypanblau- und Hoechst-33342-Farbung der relative Anteil avitaler Zellen
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bestimmt. Im Vergleich zur Kontrolle induzierte X4-tropes gp120 einen 1.46-fach+/-
0.01 vermehrten Zelltod (n=835) (hochsignifikant), R5-tropes gp120 vergréRerte den
Anteil apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrolle 1.37-fach+/-0.01 (n=757)
(hochsignifikant). Die dualtropen gp120-Proteine erwiesen sich unterschiedlich
neurotoxisch. Wahrend das glycosylierte gp120(952/61) einen 1.27-fach+/-0.01
(n=917) signifikant verstarkten Zelltod induzierte, veranderte das nicht-glycosylierte
gp120(952/105) (n=852) den Anteil gestorbener Zellen nicht signifikant (s. Abb. 20,
Tab. 6).

Die relative Neurotoxizitat der gp20-haltigen Ubersténde nach 2-stiindiger Inkubation auf
hippocampale Rattenneurone
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Abbildung 20: Dargestellt ist die Anzahl avitaler Rattenneurone nach zweistiindiger Inkubation

in verschiedenen gp120- und rev-Uberstinden normiert an der Kontrolle

Rel. Neurotoxizitdt | Standardfehler N
Gp120(NL4-3) 1.47*** 0.01 835
Gp120(952/61) 1.28* 0.01 917
Gp120(952/105) 1.10 0.01 852
Gp120(991/7A) 1.37** 0.01 757
svc rev 0.99 0.01 849
Kontrolle 1.0 0.01 941

Tabelle 6: Die Neurotoxizitat der gp120-lsoformen nach 2-stiindiger Inkubation auf
hippocampale Rattenneuronen (*** = hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle, p<0,001; * =

signifikanter Unterschied zur Kontrolle, p<0,01)
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3.4.3. Durch Anti-CXCR4-Rezeptor- und Anti-CCR5-Rezeptor-
Antikérper wird die Neurotoxizitiat des gp120 blockiert

Um herauszufinden, ob der gesehene Effekt durch gp120 vermittelt wird, wurde
dasselbe Experiment mit Zugabe von 500 ul einer 1:100 Verdinnung mit Anti-
CXCR4 und/oder Anti-CCR5-Antikérpern (Cell Science, Polyclonal rabbit anti-human)
in DMEM/FCS wiederholt. Der relative Anteil nicht vitaler Zellen unterschied sich nun
nicht mehr signifikant, wobei besonders der Effekt des T-tropen gp120 (durch den
Anti-CXCR4-Antikdrper) blockiert wurde (s. Abb. 21, Tab. 7).

Die relative Neurotoxizitéat des gp120 nach Blockierung der CXCR4- und CCR5-Rezeptoren

16

14

12 ——

08

0.6

Relative Meurotogizitat

04

02

0 T T T T T
gp120(NL4-3) gp120(952/61) gp120(952/105) gp120(9917A) svc rev Kontrolle

Abbildung 21: Dargestellt ist der Anteil avitaler Neurone nach zweistiindiger Inkubation in
verschiedenen gp120-Uberstinden und nach Blockierung von CXCR4 und/oder CCR5 normiert
an der Kontrolle

Rel. Neurotoxizitdt | Standardfehler | n Blockade
Gp120(NL4-3) 0.988 0.23 1461 Anti-CXCR4
Gp120(952/61) 0.89 0.27 1283 Anti-CXCR4,
Gp120(952/105) | 1.014 0.23 1635 Anti-CCR5
Gp120(991/7A) | 1.18 0.33 1495 Anti-CCR5
Svc rev 1.06 0.24 1639 keine
Kontrolle 1.0 0.26 1585 keine

Tabelle 7: Die Neurotoxizitit der gp120-Isoformen nach Blockade von CCR5 und CXCR4
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3.4.4. Die Neurotoxizitit der dualtropen gp120-Proteine ist

abhéngig von der Einwirkungsdauer auf Neurone

Gp120 kann im Liquor von Patienten mit HAD nachgewiesen werden (Ruff et al.,
1990; Buzy et al, 1992)). Somit kann eine chronische Einwirkung des Proteins
angenommen werden. Es stellt sich die Frage, ob die Einwirkungsdauer des gp120
einen Einfluss auf dessen Neurotoxizitat hat. Deshalb wurden Neurone 2 h und 4 h in
gp120 inkubiert und der Anteil avitaler Zellen im Anschluss bestimmt und verglichen.
Gp120(952/61) induzierte nach zweistindiger Inkubationszeit eine im Vergleich zur
Kontrolle 1.27-fach+/-0.01 (n=1283) (signifikant) verstarkte Neurotoxizitdt; nach
vierstindiger  Inkubationszeit ~wurde  eine 1.51-fache+/-0.01 (n=1387)
(hochsignifikante) Erhdhung des relativen Anteils apoptotischer Zellen gesehen. Der
Anstieg der Neurotoxizitat ist allerdings nur gering signifikant (p=0.03). Das nicht-
glykosylierte gp120(952/105) induzierte nach 2h einen 1.1-fach +/- 0.01 (n=1635)
erhéhten Anteil avitaler Zellen (nicht signifikant), welcher nach 4h auf 1.2 +/-0.01
(n=1069) (nicht signifikant) anstieg. Die Vergrélterung der Neurotoxizitdt nach 4h ist
nicht signifikant (p=0.34) (s. Abb. 22).

Der nicht-normierte, in den Kontrollgruppen gemessene Anteil avitaler Zellen betrug
nach 2 h und 4 h je 0.2 und unterschied sich in beiden Gruppen nicht signifikant
(p>0.85) (s. Abb. 23, Tab. 9)

Mittelwert Standardfehler | N
Gp120(952/61) 1.27* 0.01 1283
2h Gp120(952/105) | 1.1 0.01 1635
Kontrolle 2h 1.0 0.01 1585
4 h Gp120(952/61) 1.51** 0.01 1387
Gp120(952/105) | 1.2 0.01 1069
Kontrolle 4h 1.0 0.01 811

Tabelle 8: Der Einfluss der Einwirkungsdauer auf die Neurotoxizitit der dualtropen gp120 (*** =
hochsignifikanter Unterschied zur Kontrolle, p<0,001; * = signifikanter Unterschied zur
Kontrolle, p<0,01)
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Die relative Neurotoxizitat dualtroper gp120-Isoformen nach 2h und 4h
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Kontrolle 2h
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Abbildung 22: Vergleich der normierten Neurotoxizitédt der dualtropen gp120-Isoformen nach
2 h und 4 h. Die dargestellte Neurotoxizitit von gp120 wurde in den beiden Gruppen jeweils an
dem Anteil avitaler Zellen in der Kontrolle normiert

Die durchschnittliche Neurotoxizitat in den Kontrollgruppen nach 2h und 4h

0.3
0.25

0.2 -

0.15 -

0.1 -

0.05 -
0 T

Kontrolle 2h Kontrolle 4h

Anteil avitaler Zellen

Abbildung 23: Der in den Kontrollgruppen gemessene Anteil avitaler Zellen nach 2 hund 4 h
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Mittelwert Standardfehler n
Kontrolle 2 h 0.2 0.01 1585
Kontrolle 4 h 0.2 0.01 811

Tabelle 9: Der nicht-normierte, in den Kontrollgruppen gemessene Anteil avitaler Zellen nach
2h und 4h

3.4.5. Gp120 wirkt auf Astrozyten nicht Apoptose-induzierend
Astrozyten wurden 24 h in dem gp120-haltigen Uberstand inkubiert und danach die

Zytotoxizitat gemessen. In keinem Uberstand wurde eine im Vergleich zur Kontrolle

erhohte Gliotoxizitat nachgewiesen.

3.4.6. Unter den

sezernieren Astrozyten keine neurotoxischen Faktoren

gegebenen Zellkulturbedingungen

Lange wurde angenommen, dass gp120 in erster Linie durch Bindung an den
CXCR4-Rezeptor auf Neuronen einen direkten neurotoxischen Effekt hat. Kaul et al.
konnten 1999 einen indirekt neurotoxischen Effekt des Proteins nachweisen. Dabei
aktiviert gp120 Makrophagen und Mikroglia, welche daraufhin toxische Chemokine
oder inflammatorische Cytokine (z.B. Metaboliten der Arachidonsdure) sezernieren,
welche die Neuronendegenration in Gang setzen (s. Schema auf Seite 9). Auch
Astrozyten wurde ein Anteil an der indirekten Neurotoxizitat zugesprochen (Bezzi et
al.,, 2001). Hierbei wird die gp120-induzierte NO-Synthetase in Astrozyten als
Ursache fir die indirekte, astrozytar vermittelte Neurotoxizitat diskutiert (Nath, 1999).
Deshalb sollte die indirekte, durch Astrozyten vermittelte gp120-induzierte Apoptose
in Neuronen untersucht werden. Dazu wurden 750 ul gp120-haltiger Uberstande 60
min auf Astrozyten gegeben, um die Zellen anzuregen. Dann wurde das Medium
gewechselt und nach 3 h kollektiert. Die Uberstdnde, die nun die durch die
Astrozyten in den Uberstand sezernierten Faktoren enthielten, wurden auf Neurone
gegeben und wirkten 12 h ein. Es konnte bei keinem der Uberstdnde eine erhdhte

Neurotoxizitat im Vergleich zur Kontrolle festgestellt werden (s. Abb. 24, Tab. 10).
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Anteil avitaler Zellen nach 12-stiindiger Inkubation hippocampaler Rattenneuronen in
Astrozyteniberstéanden
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0.6

0.4
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Abbildung 24: Darstellung der normierten Neurotoxizitit der Uberstinde von Astrozyten, die 60
min durch gp120 angeregt wurden. Unabhingig von dem Tropismus des gp120 induzierte kein

Uberstand verstirkt Apoptose

Mittelwert Standardfehler n
Gp120(NL4-3) 0.97 0.007 1672
Gp120(952/61) 0.98 0.008 1683
Gp120(952/105) 0.99 0.007 1264
Gp120(991/7A9 0.88 0.01 688
Svc rev 0.9 0.01 419
Kontrolle 1 0.01 734

Tabelle 10: Die Daten zeigen den an der Kontrolle normierten Anteil avitaler Neurone nach
zwolfstiindiger Inkubation in Uberstinden von Astrozyten, die 60 min durch gp120 angeregt
wurden. Unabhiingig von dem Tropismus des gp120 induzierte kein Uberstand verstirkt

Apoptose

57




4. Diskussion

4. Diskussion

4.1. Methodenkritik

In der vorliegenden Arbeit wurden gp120-Isoformen, die sich in Tropismus und
Glycosylierung unterschieden, hinsichtlich ihrer Wirkung auf die Transmitter-
induzierten intrazelluldren Calciumanstiege, Sekretion neurotoxischer Stoffe und
Apoptoseinduktion in Astrozyten untersucht und verglichen. AuRerdem wurde die

Neurotoxizitat dieser gp120-Isoformen gemessen.

Fur die Calciummessungen in Astrozyten wurde die Methode nach Grynkiewisz
(Grynkiewisz et al., 1985) genutzt, eine Methode, bei der ein Fluoreszenzmikroskop
(D104G, Deltascan) intrazellulare Calciumkonzentrationen als relative Werte
ermittelt. Die Messung und Auswertung der Rohdaten erfolgte automatisch mittels
Fluoreszenzmikroskops und Computerprogramms und war durch den Untersucher
kaum beeinflussbar. Somit konnte bei dieser Experimentenreihe der
Untersucherfehler gering gehalten werden. Kritisch zu sehen ist, ob die
Messergebnisse tatsachlich auf die applizierten Substanzen oder auf unspezifische
Reaktionen zurlickzufiihren sind. Fir einen spezifischen, Rezeptor vermittelten Effekt
von gp120 sprechen mehrere Punkte:

e Es ist bekannt, dass Astrozyten die Korezeptoren CXCR4 und CCR5
exprimieren. Unter Zellkulturbedingungen, zeigten Kéller und Mitarbeiter 2000,
ist die Aktivitdt des astrozytdren CXCR4-Rezeptors am 8.- bis 12.Tag in
serumfreien Medium am groRten. Die Experimente wurden deshalb nur an
entsprechend kultivierten Zellen durchgefihrt. Zuséatzlich wurde vor den
Experimenten die funktionelle Aktivitdt des Rezeptors durch Applikation seines
Liganden SDF1-3 (Bleul et al., 1996; Obelin et al., 1996) und Messung eines
evozierten Calciumanstiegs gesichert.

e Die Calciummessungen wurden als Blindexperimente in mehreren Messreihen
durchgefuhrt. Unabhéangig voneinander zeigten in den
Inkubationsexperimenten zwei T-trope gp120-Isoformen eine gleiche Wirkung

auf Astrozyten, aber eine gegensatzliche Wirkung zu den M-tropen Isoformen,
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was den Einfluss des Tropismus von gp120 und damit die Spezifitat des
gesehenen Effekts unterstreicht.

e Der Verlust der Glycosylierung an Glycosylierungsstelle g17 ging mit einem
Wirkungsverlust des gp120 einher. Dieser Effekt konnte in zwei verschiedenen
Laboren - im Neurochemischen Labor in Dusseldorf und im Neurochemischen
Labor in Baltimore - nachgewiesen werden. Die Konstanz dieses Phdnomens
unter verschiedenen Zellkulturbedingungen unterstreicht die Spezifitdt der

Messergebnisse.

Die Toxizitatsexperimente wurden mittels Trypanblau-Vitalitdtsessays und Hoechst
33342—-Farbung in Baltimore an Astrozyten und Neuronen durchgefiihrt. Die
Auswertung erfolgte durch Auszahlen der gefarbten Zellen am kombinierten Licht-
und Fluoreszenzmikroskop (Zeiss AxioCam HRC, Software: Openlab 3.5 alias) durch
den Untersucher. Um den Untersucherfehler kontrollierbar zu machen, wurden pro
auszuwertendem,  behandelten  Deckglaschen 10  zuféllig  eingestellte
Mikroskopaufnahmen abfotografiert und ausgezahlt. Das maschinelle Auszahlen ist
eine Alternative mit geringerem Einfluss des Untersuchers, wurde aber wegen des
systematischen Fehlers bei GréRenverdnderung der Zellen durch Zelltod bewusst
abgelehnt.

Auch bei den Toxizitatsexperimenten stellt sich die Frage nach der Spezifitat des
gesehenen Effekts.

e Unter den gegeben Laborbedingungen hatten die gp120-Isoformen keinen
morphologisch-nachweisbar toxischen Effekt auf Astrozyten, wahrend
Neurone sehr sensitiv im Vitalitdtsessay nachweisbar auf gp120 reagierten.
Auch zeigte sich die Toxizitat der gp120-Isoformen nicht nur abh&ngig von
dem untersuchten Zelltyp, sondern auch abhangig von der Isoform selbst.
Gp120-Ubersténde, die die gp120-Isoform ohne Glycosylierung an g17
enthielten, waren nicht neurotoxisch. Beide Punkte sprechen fir einen
spezifischen Effekt des gp120 und gegen unspezifische Toxizitét.

e Die Toxizitdt der dualtropen gp120-Uberstédnde war abhadngig von der
Einwirkungsdauer der Uberstande auf Neurone, wéhrend bei unterschiedlicher
Inkubationsdauer in gp120-freien Kontrollmedien der Anteil avitaler Neurone in

den Kontrollgruppen konstant blieb. Je langer die Zellen in gp120 inkubierten,
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desto grofler war die Toxizitat. Auch dies spricht fiir einen spezifischen, durch
gp120 induzierten Effekt.

e Als dritter Punkt, der unterstreicht, dass die Toxizitat in den Experimenten auf
gp120 zuruckzufuhren war, ist zu nennen, dass der Anteil avitaler Neurone
nach Inkubation in gp120-Ubersténden vermindert werden konnte, wenn zuvor
eine Blockade von CXCR4 und/oder CCRS5, den Rezeptoren, an die gp120
bindet, erfolgte.

Bezlglich der Neurotoxizitat stellt sich die Frage, ob dieser gp120-Effekt in den
Experimenten direkt durch Bindung an neuronale Rezeptoren ausgel6st wurde oder
ob dieses Phanomen indirekt durch aktivierte Gliazellen oder Makrophagen vermittelt
wurde. Wahrscheinlich handelt es sich um einen direkten gp120-vermittelten Effekt,
denn fur die Experimente wurden Rattenneuronenkulturen genutzt, deren Reinheit
(mittels immunhistochemischer Methoden nachgewiesen) tber 98% betrug (Haughey
et al., 2001). So wurde versucht, die indirekte gp120-induzierte Neurotoxizitat so
gering wie mdglich zu halten. Dennoch kann bei einem Glia- und Makrophagenanteil
von etwa 2% in den Neuronenkulturen der gesehene gp120-induzierte Effekt indirekt
vermittelt sein. Der Anteil der Astrozyten an der indirekten Neurotoxizitat kann
weitgehend ausgeschlossen werden, da die Uberstédnde von gp120-aktivierten
Astrozyten keinen morphologisch nachweisbaren, toxischen Einfluss auf Neurone
hatten. Dabei wurden die Ubersténde nach Aktivierung der Astrozyten mit gp120 und
nachfolgend mehrmaligem Waschen der Zellen gewonnen. Der Mediumwechsel
erfolgte dabei, um gp120 aus den Uberstianden zu entfernen. Offen bleibt allerdings,
ob Astrozyten nur wahrend Prasenz von gp120 toxisch wirkende Mediatoren
sezernieren, dieser Effekt nach Entfernen von gp120 aufhért und deshalb die

Uberstiande nach Mediumwechsel nicht neurotoxisch wirkten.

Die Daten der vorgelegten Arbeit sind am Zellkulturmodell erhoben worden. Fir das
Zellkulturmodell wurden menschliche, aber auch Rattenzellen genutzt. Es kann nicht
ohne weiteres auf die beim Menschen in vivo geltenden Verhaltnisse geschlossen
werden.

Die Experimente wurden mit passagierten Zellen durchgefiihrt. 8-10 Tage vor den
Experimenten wurden die Zellen in serumfreies Medium Uberfihrt, was die Zellen zur
Differenzierung anregt. Trotzdem sind kultivierte Zellen oft unreif und damit weniger

differenziert als Zellen in vivo. Aulerdem wurden embryonale Zellen sowie Zellen
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neugeborener Tiere untersucht, welche weniger differenziert sind als Zellen des

ausgereiften humanen Gehirns.

Trotz dieser Kritikpunkte erlauben diese in vitro Modelle in Bezug auf Induktion von
Calciumstrémen in Astrozyten und Neurotoxizitdt von gp120 eine Aussage zu treffen,
da in vitro unter reproduzierbaren und kontrollierten Bedingungen gearbeitet werden

kann.
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4.2, Mechanismen der HIV-Enzephalopathie - Die
Calciumdysregulation durch gp120

2001 veranschaulichten Kaul und Mitarbeiter in der Zeitschrift ,Nature“ Mechanismen
der HIV-Enzephalopathie anhand eines Schemas. Sie zeigten zwei Hauptwege der
Neuropathogenese von HIV:

e die direkte Infektion von Makrophagen oder Mikroglia im Gehirn mit HIV-1,
welche auf die Infektion mit Sekretion von Cytokinen, Neurotoxinen und
viralen Proteinen reagieren und

e die Freisetzung von gp120, welches unter anderem an Makrophagen und
Mikroglia binden kann, woraufhin Neurotoxine sezerniert werden

In dieser Arbeit wurde der zweite Weg, die gp120-induzierte Neuropathogenese der

HIV-Enzephalopathie, genauer untersucht (s. Abb. 25).
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Abbildung 25: Die Neuropathogenese der HIV-Enzephalopathie: zwei ihrer Hauptwege. Das
Schaubild verdeutlicht den in dieser Arbeit untersuchten Mechanismus der HIV-induzierten
Enzephalopathie iiber freigesetztes gp120 (Aus: Nature 410, 2001: Pathways to neuronal injury and

apoptosis in HIV-associated dementia. Kaul, Garden, Lipton)

2002 beschrieben Haughey und Mitarbeiter weitere Mechanismen der HIV-
Enzephalopathie und spezialisierten sich dabei auf die Stérung der
Calciumhomoostase in Astrozyten und Neuronen durch die HIV-Proteine Tat und
gp120. In den folgenden Kapiteln wird die gp120-induzierte Calciumdysregulation in
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Astrozyten behandelt. Das von Haughey und Mitarbeitern entwickelte Schema soll

zuvor die Mechanismen der Calciumdysregulation veranschaulichen (s. Abb. 26).
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Abbildung 26: Mechanismen der Alterierung der Calciumhomdostase bei der HIV-Enzephalitis

in Neuronen und Astrozyten durch gp120 und Tat. Tat und gp120 werden von HIV-1 infizierten

Mikroglia freigesetzt. Beide Proteine wirken direkt neurotoxisch - unter anderem durch IP3-

vermittelte Calciumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum in Neuronen. Von

Mikroglia freigesetzte Zytokine, Excitotoxine und Stickstoffmonoxid amplifizieren die Effekte

von gp120 und Tat auf Astrozyten und Neurone (Aus: JAIDS Journal of Acquired Immune

Deficiency Syndromes. 2002.31:55-61. Calcium Dysregulation and Neuronal Apoptosis by the HIV-

Proteins Tat und gp120. Haughey N, Mattson MP)
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4.2.1. Gp120 verursacht einen Calciumeinstrom in
Astrozyten abhangig von dessen Tropismus und N-
Glycosylierung: Potentielle Mechanismen dieses
Effekts

1994 zeigten Lipton und seine Mitarbeiter, dass die Calciumdysregulation ein
zentraler  Mechanismus bei  der Entstehung der  gp120-induzierten
Neuronendegeneration ist (Lipton et al., 1994). Da Astrozyten den gréf3ten Teil der
Hirnpopulation darstellen und sie ebenso wie Neurone Rezeptoren, an die gp120
binden kann, exprimieren, wurde bald der Einfluss von gp120 auf die
Calciumhomoostase in Astrozyten untersucht.

2002 analysierten Koller und Kollegen den Einfluss von gp120 auf Astrozyten. Sie
zeigten, dass T-tropes gp120 genauso wie SDF-1a, der natirliche Ligand von
CXCRA4, einen Calciumeinstrom in Astrozyten verursacht (Meucci et al., 1998; Kéller
et al., 2002). Dies konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt werden (Kapitel 3.1.2.
und 3.2.1). In der vorgelegten Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass auch M-
tropes (991-7A) und dualtropes gp120 ((952/61) und (952/105)) einen
Calciumanstieg in Astrozyten auslésen.

Potentielle Signalwege des gp120-induzierten Calciumeinstroms in Astrozyten und
Neuronen wurden von mehreren Arbeitsgruppen untersucht. So konnten Lo et al.
1992 nachweisen, dass der gp120-induzierte Calciumeinstrom in Neuronen unter
anderem durch Aktivierung des NMDA-Rezeptors vermittelt wird und konnten den
evozierten Calciumstrom durch Blockade der NMDA-Rezeptoren hemmen (Lo et al.,
1992). 1999 =zeigten Medina und Mitarbeiter, dass der gp120-induzierte
Calciumanstieg in Neuronen aus einer Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren
Speichern wie dem Endoplasmatischen Retikulum resultiert. Die gp120-induzierte
Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern wurde 2002 durch Kéller und
Mitarbeiter vor dem Hintergrund, dass Astrozyten und Neurone Chemokinrezeptoren
exprimieren (Ohtani et al., 1998; Zheng et al., 1999), genauer untersucht. Die Daten
von Koller und Mitarbeitern zeigten, dass die durch T-tropes gp120 induzierte
Calciumfreisetzung aus intrazellularen Speichern in Astrozyten und Neuronen mit der
Induktion von funktionellem CXCR4 korreliert und dass der gp120-induzierte
Calciumeinstrom dem nach direkter CXCR4-Aktivierung durch SDF-1a gleicht. lhre
Daten sprechen dafir, dass der durch T-tropes gp120 induzierte Calciumeinstrom

CXCR4-vermittelt ist. Es ist daher denkbar, dass auch der in dieser Arbeit gesehene,
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durch T-, M- und dualtropes gp120 evozierte Calciumanstieg in Astrozyten durch
Chemokinrezeptoraktivierung anteilig verursacht ist.

Im Aufbau unterschied sich das dualtrope gp120(952/105) von gp120(952/61) durch
das Fehlen der Glycosylierung an Position g17 (s.Kap.2.1.2). Es verursachte einen
hochsignifikant geringeren Calciumeinstrom in Astrozyten als das an Stelle g17
glycosylierte gp120(952/61). Polzer zeigte, dass SDF-1a das glycosylierte dualtrope
gp120 NL-952 durch kompetitive Hemmung am CXCR4-Rezeptor blockiert (Polzer,
2002). Fehlte die Glycosylierung an Position g15, verstarkte sich zwar die Affinitat
des Stammes zu CXCR4, doch das Virus wurde resistent gegenuber SDF-1q, es
konnte durch SDF-1a nur noch in geringerem Male antagonisiert werden. Es ist
folglich denkbar, dass es durch Anderung der Glycosylierungen innerhalb der V3-
Schleife zu Konformationsdnderungen von gp120 kommt, die bedingen, dass das
Molekil an eine andere Stelle des Rezeptors bindet. Fehlte neben g15 auch die
Glycosylierung an Position g17, wurde die Resistenz gegentber SDF-1a weiter
verstarkt.

In dieser Arbeit wurden zwei dualtrope Stamme verglichen, die sich durch die
Glycosylierung an Position g17 unterschieden. Sie zeigten hochsignifikante
Unterschiede bezliglich der Induktion von Calciumstrémen. Diese Daten unterstiitzen
die These von Polzer, dass der Verlust der Glycosylierung an Position g17 innerhalb
dualtroper gp120-Molekille deren Bindung an den CXCR4-Rezeptor verandert und
zeigen dessen funktionelle Konsequenzen. Mdéglich ist auch, dass durch Verlust der
Glycosylierung an g17 die CCRb5-Affinitdt von gp120 abnimmt und deshalb der
Calciumeinstrom reduziert wird. Durch Verlust der Glycosylierung an g15 ist eine
Abnahme der CCR5-Affinitdt dualtroper gp120-Isoformen durch Polzer 2002
beschrieben worden.

Die Ergebnisse zeigen, dass die H6he des gp120-induzierten Calciumstroms nicht
nur abhangig ist von N-Glycosylierungen innerhalb der V3-Schleife, sondern auch
von dem Tropismus. Gp120(991/7A), R5-trop, und gp120(952/61), dualtrop,

induzierten die starksten Calciumstrome.
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4.2.2. Gp120 verringert Glutamat- und ATP-induzierte
Calciumstrome in Astrozyten oder verstarkt diese

abhdngig von dessen Tropismus

Glutamat ist ein wichtiger Neurotransmitter, der aufer zur synaptischen Ubertragung
auch zur Kommunikation zwischen Astrozyten und Neuronen dient. Dabei reagieren
Astrozyten auf neuronale Aktivierung typischerweise mit Calciumsignalen, die durch
Blocker fir metabotrope Glutamatrezeptoren gehemmt werden kénnen (Porter und
McCarthy, 1996). Dani et al. beschrieben 1992 als mégliche Aufgabe der Astrozyten
die Kommunikation mit Neuronen. |hre Daten weisen darauf hin, dass durch
Aktivierung von Astrozyten ein lokales Calciumsignal generiert wird, das den
Astrozyten die Mdglichkeit gibt, Netzwerke von Neuronen zu beeinflussen oder die
lokale Aktivitdt an entfernte Stellen innerhalb des astrozytdren Netzwerkes
weiterzuleiten. Mehrere Arbeitsgruppen beschrieben die Mechanismen dieser inter-
astrozytaren Signalweiterleitung und zeigten dabei die besondere Rolle der ATP-
Freisetzung und Aktivierung von purinergen Rezeptoren auf (Fam et al., 2000;
Cotrina et al., 1998). Entsprechend gehéren Glutamat und ATP zu wichtigen
Botenstoffen der Astrozyten, die Gber Calciumsignale wirken.
In dieser Arbeit wurde die subakute Wirkung von gp120 auf den astrozytaren
Calciumstoffwechsel untersucht. Kéller et al. zeigten 2002, dass T-tropes gp120 die
astrozytare Calciumantwort auf ATP und Glutamat verringert (Kdéller et al., 2002). Die
Mechanismen, die zur Verringerung der astrozytdren ATP- und Glutamatantwort
nach Inkubation in gp120 flhren, sind bisher noch unklar. Kéller und Mitarbeiter
zeigten, dass eine Interaktion zwischen gp120 und CXCR4 den astrozytéren
Calciumstoffwechsel beeinflusst, da durch Hemmung von CXCR4 der gesehene
Effekt aufgehoben wurde. Zudem bewirkte die Inkubation der Zellen in SDF-1a, dem
natirlichen Liganden von CXCR4, ebenso eine Verringerung der astrozytéren
Calciumantwort auf Glutamat und ATP. Eine direkte Interaktion zwischen gp120 und
Glutamat- oder ATP-Rezeptoren konnte aus mehreren Griinden ausgeschlossen
werden:

e Die Glutamatantworten waren in Gegenwart von gp120 ohne vorherige

Inkubation nicht verandert
e Neurone, die ebenfalls Glutamat- und ATP-Rezeptoren aufweisen, waren

diesbeziiglich gegeniiber gp120 nicht sensibel (Kéller et al., 2002)
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Es wird daher davon ausgegangen, dass komplexe intrazellulére Signalwege durch
gp120-Bindung aktiviert werden und den Calciumstoffwechsel von Astrozyten
beeinflussen. Es ist zum Beispiel bekannt, dass T-tropes gp120 die PKC aktiviert
(Wyss-Coray et al., 1996). Die Aktivierung der PKC kann Uber komplexe Kaskaden
zu einer Dysregulation des zelluldren Calciumhaushalts fihren (lwamoto, 1996).
Auch das HIV-Protein Tat ist als Aktivator der PKC bekannt. Kéller et al. zeigten
2001, dass Tat glutamat-induzierte intrazellulare Calciumstrome in Astrozyten
reduziert (Koéller et al., 2001). Dieser Effekt konnte durch Antagonisten der PKC
gehemmt werden, was den Anteil der PKC an der gesehenen Calciumdysregulation
unterstreicht.

Die Ergebnisse der vorgelegten Arbeit bestétigten den beschriebenen Einfluss, den
T-tropes gp120 auf die Glutamat- und ATP-Antwort in Astrozyten nach mehrstiindiger
Inkubation auslibte. Zudem konnte gezeigt werden, dass dieser Effekt auch durch
verschiedene T-trope Isoformen verursacht werden kann.

Dualtrope oder M-trope gp120-Isoformen zeigten eine entgegengesetzte Wirkung auf
die astrozytare Calciumantwort auf Glutamat oder ATP. Nach Inkubation der Zellen in
Ubersténden, die R5-tropes gp120 enthielten, fand sich eine starkere Calciumantwort
auf Glutamat und ATP in den Astrozyten als in der Kontrolle (s. Kap. 3.3).

RANTES, der naturliche Ligand am CCRb5-Rezeptor, greift unter anderem uber
Senkung von cAMP und Hemmung der PKA in den Calciumstoffwechsel von
Astrozyen ein: der Na*/Ca**-Austauscher, der durch die PKA phosphoryliert und
damit aktiviert wird, spielt eine wichtige Rolle im astrozytdren Calciumstoffwechsel,
indem er Calcium nach einem Calciumeinstom (z.B. nach Aktivierung durch Glutamat
oder ATP) aus dem Zytosol pumpt (Golovina et al., 1996; Takuma et al., 1996).
Dieser Mechanismus wird durch RANTES gehemmt und die resultierenden
Calciumeinstréme erscheinen stérker. Zusatzlich werden diese Prozesse durch ein
komplexes System aus Proteinkinasen und zelluldren sowie subzelluldren
Calciumsignalen moduliert (Dipolo et al., 1997).

Méglicherweise verstarkt M-tropes gp120 analog zu RANTES durch Bindung an den
CCR5-Rezeptor und Induktion intrazellularer Signalwege die zellulare Glutamat- und
ATP-Antwort. Die Mechanismen, die dazu fuhren, sind bisher unklar. Die Hemmung
der PKA als auch die Modulation durch komplexere intrazellulare Wege kdnnten

auch hier eine Rolle spielen.
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Auch bei der Untersuchung der subakuten gp120 Wirkung auf Astrozyten zeigte sich
ein Einfluss der N-Glycosylierungen der V3-Schleife. Der Verlust der Glycosylierung
an Stelle g17 der dualtropen Isoform fihrte auch bei diesen Experimenten zu einer
starken Abnahme des gp120-Effekts. Die Glutamatanwort unterschied sich nicht
mehr von der Kontrolle, die Antwort der Astrozyten auf ATP war etwas geringer als
die der Kontrolle. Dieser Effekt kdbnnte analog zu der These Polzers dadurch erklart
werden, dass durch Verlust der N-Glycosylierung an g17 die Affinitat des dualtropen
gp120 zu CCRS abnimmt. Die Daten zeigen, dass ein Fehlen der Glycosylierung g17
im gp120 mit einem Wechsel der Proteineigenschaften einhergeht.

4.3. Mechanismen der Neuronendegeneration bei HIVE

Neuron Astrocyte
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Abbildung 27: Mechanismen der gp120-induzierten Neuronendegeneration. Erlduterungen s.
Abb. 26

Obwohl HIV-1 Neurone nicht infizieren kann, kommt es im Rahmen der HIV-
Enzephalopathie zu einer Neuronendegeneration. Folglich missen andere Faktoren
als die Infektion dieser Zellen ursachlich an dem Nervenzelluntergang beteiligt sein.

Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass verschiedene virale Proteine wie Tat,
Nef, Vpr und die Env-Proteine gp120 und gp41 Neurone schadigen kénnen. Die

Ergebnisse haben zu 2 Theorien geflhrt, die die HIV-assoziierte
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Neuronendegeneration erkléren, wobei die eine direkte und die andere indirekte
Mechanismen im Sinne eines ,bystander effects” als Ursache der Degeneration
nennt. Bisherige Arbeiten unterstitzen beide Theorien (Zheng et al., 2001).

Die Theorie der direkten Neurotoxizitat besagt, dass virale Proteine wie etwa gp120
durch direkten Kontakt auf Nervenzellen toxisch wirken. Dies konnte durch
Apoptoseinduktion nach Inkubation von Neuroblastomzellen und neuronalen
Primarkulturen in gp120 gezeigt werden (Meucci et al., 1998; Hesselgesser et al.,
1997). Der Einfluss von potentiell sezernierten Zytokinen oder anderen
neurotoxischen Stoffen wurden in diesen Arbeiten dadurch kontrolliert, dass die
Neuronenkulturen in serumfreiem Medium untersucht wurden. Fontana et al. zeigten
1997, dass gp120 unter anderem an den NMDA-Rezeptor binden kann, wodurch die
Zellen apoptotisch werden. Das Virusprotein Vpr gehdrt durch Bildung eines Kation-
durchlassigen Kanals in der Zellmembran zu den direkt nervenschadigenden
Proteinen (Piller et al., 1998). Als ebenfalls neurotoxisch gilt das HIV-Protein Tat, das
rezeptor-gekoppelt in die Zellen aufgenommen werden und durch Beeinflussung der
Transkription zur Exzitotoxizitat fihren kann (Nath et al., 2000).

Die Bystander-Theorie beschreibt einen HIV-induzierten Nervenzellschaden, der
sekundéar durch infizierte oder aktivierte Hirnzellen wie Makrophagen oder Gliazellen
provoziert wird. Die Zellen sind in ihrer nutritiven oder supportiven Funktion
geschadigt oder sezernieren im Zuge der Immunabwehr toxische Faktoren. Zu
diesen Faktoren gehdren neurotoxische Substanzen wie |8sliche Virusproteine,
Chemokine sowie pro-inflammatorische Zytokine (wie TNF-a oder Interleukin1-R3).
Diese fuihren zu einer Aktivierung nicht-infizierter Zellen (Williams und Hickey, 2002;
Gartner, 2000) und zur Migration HIV-spezifischer, aktivierter T-Zellen ins ZNS
(Marcondes et al., 2001) und so zur Amplifikation der HIV-induzierten Neurotoxizitat.
Es kommt zur Sekretion von Neurotoxinen, die auf Neurone exzitotoxisch wirken
(Kaul et al., 1999).

Eine weitere Ursache wird in der gestérten Clearancefunktion der Astrozyten
gesehen. Astrozyten entfernen Glutamat aus dem synaptischen Spalt und sorgen so
fur die Beendigung eines exzitatorischen Signals. Als Folge der geschédigten
Clearancefunktion wird Glutamat vermindert abgebaut, was auf Neurone
exzitotoxisch wirkt und zur Neuronendegeneration fuhrt (Kaul et al., 1999). Aktuelle
Arbeiten zeigen einen dariber hinausgehenden Effekt der Astrozyten: 2007

schrieben Vesce und Mitarbeiter, dass Astrozyten Glutamat unter physiologischen
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Zustanden kontrolliert freisetzen, im inflammatorischen Milieu dies aber ibermaliig

erfolgt und so die Exzitotoxizitat verstarkt wird.

4.3.1. Vergleich der Neurotoxizitit von R5-, X4- und
R5X4-tropen gp120-Isoformen

Den ersten Hinweis darauf, dass gp120 eine Rolle bei der Neuronendegeneration
durch HIV spielen kénnte, gaben Brennemann und Kollegen 1988 als sie
demonstrierten, dass picomolare Konzentrationen von gp120 ohne Anwesenheit des
Virus in vitro neurotoxisch wirkten (Brennemann et al., 1988). Barks et al. konnten
dies 1997 auch in vivo bestétigen, in dem sie gp120 in Rattenhippocampi injizierten,
die dadurch entstandene Neuronendegeneration mit den pathologischen
Verdnderungen in Gehirnen HIV-Infizierter verglichen und feststellten, dass beide
pathologischen Bilder einander entsprachen.

In der vorgelegten Arbeit wurde der neurotoxische Effekt von verschiedenen gp120-
Isoformen untersucht (s. Kap. 3.4.2). Es wurde die Toxizitdt X4-, R5-monotroper und
dualtroper gp120 Isoformen, sowie von Varianten, die sich in Glycosylierungen
unterschieden, verglichen.

Die Arbeitsgruppe von Ohagen konnte 1999 zeigen, dass in zerebrokortikalen
Neuronen sowie in neuronalen Zelllinien picomolare Konzentrationen von T-tropem
gp120 CXCR4-vermittelt Apoptose induzieren kénnen. Auch Meucci und Mitarbeiter
fanden 2000, dass gp120 durch Bindung an den CXCR4-Rezeptor auf Neuronen
Apoptose-induzierend wirkt und konnten durch Blockierung des CXCR4-Rezeptors
die Neurotoxizitat von gp120 hemmen (Meucci et al., 2000).

Zheng et al. fanden 1999, dass nanomolare Konzentrationen von SDF-1a/3 durch
Interaktion mit dem CXCR4-Rezeptor neurotoxisch wirken. In hoéheren
Konzentrationen, konnten Meucci und Kollegen =zeigen, schiutzt SDF-1a
hippocampale Rattenneuronen allerdings vor der durch X4-tropes gp120 induzierten
Apoptose.

In einer anderen Arbeit wurde vermutet, dass die CXCR4-vermittelte, gp120
induzierte Apoptose in Neuronen vornehmlich indirekt durch Aktivierung von
Makrophagen und Mikroglia vermittelt wird, wéhrend SDF-1a direkt neurotoxisch
wirkt. So konnte das Tripeptid TKP, das die Aktivierung von Makrophagen und
Mirkoglia hemmt, die gp120-induzierte Apoptose in Neuronen inhibieren, wéhrend es

auf die SDF-1a-induzierte Apopotose keinen Einfluss hatte. In dieser Arbeit wurde
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kein praventiver Anteil von SDF-1a/f3 an der gp120-induzierten Neuronendegenration
gesehen (Kaul und Lipton, 1999)

In der Arbeitsgruppe von Kaul wurden auch dualtrope und R5-affine HIV-Stdmme auf
ihre Toxizitdt untersucht. Dort zeigte sich, dass sowohl R5- und X4-monotrope als
auch dualtrope gp120 Isoformen neurotoxisch sind. 2002 fanden Kaul und
Mitarbeiter, dass durch Fehlen des CXCR4-Rezeptors auf Neuronen dualtrope und
X4-monotrope gp120 Isoformen nicht mehr Apoptose-induzierend wirken und
bestdtigten damit die Theorie, dass gp120 unter anderem CXCR4-vermittelt
neurotoxisch wirkt. Interessanterweise fanden sie, dass dualtropes gp120sr, auf
CCR5-defiziente Neuronen im Vergleich zu CXCR4-defizienten oder Wildtyp-
Neuronen verstarkt toxisch wirkt. Sie vermuteten deshalb, dass CCRS5 in
Abhangigkeit von der aktivierenden gp120-Isoform einen neuroprotektiven Einfluss
besitzt. Zuséatzlich konnten sie zeigen, dass die 3-Chemokine MIP-1(3 und RANTES
durch Interaktion mit CCR5 Neurone vor der gp120-induzierten Apoptose schiitzen.
Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten weisen ebenfalls daraufhin, dass M- und T-
trope sowie dualtrope gp120-Varianten neurotoxisch wirken (s. Kap. 3.4.2). Das X4
trope gp120 hatte verglichen mit den dualtropen und M-tropen Isoformen den
starksten toxischen Effekt. In den Blockierungsexperimenten konnten M- und T-trope
sowie dualtrope gp120-Isoformen durch Anti-CXCR4 und Anti-CCR5 funktionell
blockiert werden, was eine Interaktion der Molekiile mit CXCR4 und CCR5 bei der
Apoptoseinduktion unterstreicht. Allerdings konnte das X4-trope gp120 in starkerem
Ausmald durch Antikdrper blockiert werden als die R5-trope Isoform. Vorstellbar
wére, dass das untersuchte M-trope gp120 auch an andere Rezeptoren binden und
Apoptose induzieren kann. Kaul et al. diskutierten den neuroprotektiven Effekt von
CCRS5 (s.0.). Vielleicht wurde durch Blockierung von CCR5 dieser neuroprotektive
Effekt gehemmt und deshalb trotz Blockade von CCRS5 ein neurotoxischer Effekt von
M-tropem gp120 gesehen? Natirlich ist es auch denkbar, dass in den
durchgefiihrten Experimenten die CCR5-Blockierung nicht ausreichend war und von
daher nur ein geringer Effekt gemessen wurde. Dagegen spricht, dass die
verwendeten Anti-CCRS5 Antikérper in der fir die Experimente verwendeten
Konzentration in anderen Arbeiten desselben Labors und unter gleichen
Bedingungen erfolgreich eingesetzt werden konnten (Melli et al., 2006). Im gleichen
experimentellen Ansatz konnte die Toxizitdt der dualtropen Proteine durch Anti-
CXCR4 und Anti-CCR5 gut blockiert werden, was darauf hindeutet, dass die Toxizitét
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des dualtropen gp120 besonders CXCR4-vermittelt ist. Diese Daten unterstreichen
die 2002 von Kaul und Mitarbeitern aufgestellte These, dass die dualtropen gp120-
Isoformen vor allem durch Bindung an CXCR4 toxisch wirken.

Auch zeigten die Daten einen Einfluss der Glycosylierung von gp120 auf seine
Pathogenitat: Fehlte die Glycosylierung an Position g17, so hatte das dualtrope

gp120 keinen neurotoxischen Effekt.

4.3.2.Gp120-induzierte Chemokinsekretion in Astrozyten
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Abbildung 28: Die Rolle der Astrozyten an der gp120-induzierten Apoptose. Erlauterung s. Abb.
25

2000 untersuchten Cota et al. die Rolle von Astrozyten als chemokinsezernierende
Zellen in der HIV-Enzephalitis. Sie =zeigten, dass HIV-infizierte Astrozyten
Chemokinrezeptoren Uberexprimieren. Aullerdem sezernierten HIV-infizierte
Astrozyten proinflammatorische Mediatoren wie TNF-alpha und das Chemokin IL-8.
Cota et al. vermuteten, dass Astrozyten dadurch im chronisch-infizierten Gehirn zur
Entstehung der HIV-Enzephalopathie beitragen. 2003 fanden Rostasy et al., dass in
Astrozyten von Patienten mit HIV-Enzephalopathie die SDF1-a-Expression erhdht
ist. Peng und Mitarbeiter untersuchten die SDF1-o-Expression in Astrozyten
genauer. Sie zeigten 2006, dass die SDF1-a-Expression in Astrozyten tber IL-113
durch HIV-1 infizierte oder aktivierte Makrophagen reguliert wird. Damit bestatigen
sie Kaul und Lipton, die schon 1999 die parakrine Kommunikation zwischen
infizierten Makrophagen und Astrozyten beschrieben und damit eine Méglichkeit zur

Amplifikation des inflammatorischen Signals nannten.
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In dieser Arbeit sollte untersucht werden, ob Astrozyten, die in gp120 inkubierten,
Faktoren sezernieren, die neurotoxisch wirken. Es wurden M-trope, T-trope und
dualtrope Isoformen genutzt, um die Astrozyten zu aktivieren. Unter den gegebenen
experimentellen Bedingungen konnte fir keine gp120-Isoform ein Effekt auf
Astrozyten nachgewiesen werden, Faktoren zu sezernieren, die morphologisch-
nachweisbar neurotoxisch sind. Die Ergebnisse unterstiitzen Galey et al., die 2003
zeigten, dass die HIV-Infektion die Chemokintranskription in Astrozyten verdndert,
eine Aktivierung der Astrozyten mit X4-tropem gp120 aber ohne Effekt auf die
Chemokintranskription bleibt.

4.4. Die gp120-induzierte Apoptose in Astrozyten

Viele Arbeitsgruppen haben die gp120-induzierte Apoptose in Neuronen untersucht.
Uber die gp120-induzierte Apoptose in Astrozyten gibt ist bisher wenig Literatur.
2000 verglichen Aquaro et al. die Toxizitdt des HIV-Oberflachenproteins gp120 und
des nukledren HIV-Regulationsproteins Tat. Wahrend Tat 10% Apopotose in
Astrozyten induziert, blieb gp120 diesbeziglich ineffektiv. 2007 untersuchten Saha et
al. die gp120-induzierte Apoptose in Astrozyten und Neuronen genauer: Wahrend
gp120 einen groflen oxidativen Stress auf Neuronen auslbte, zeigte es keine
Wirkung auf Astrozyten. Die Ursache wird in einem héheren Antioxidatien-Level in
Astrozyten gesehen. DarlUberhinaus stieg in Astrozyten, die mit gp120 behandelt
wurden, die intrazelluldre Antioxidantienkonzentration an.

Die Daten zeigten ebenfalls, dass keine der untersuchten gp120-Isoformen eine im
Vergleich zur Kontrolle erhéhte Apopotose in Astrozyten indiziert. Gp120 bindet Uber
die Chemokinrezeptoren an Astrozyten und beeinflusst den Stoffwechsel von

Astrozyten, scheint aber bezlglich Apopotoseinduktion ineffektiv zu sein.
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cluster of differentiation 4
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human immunodeficiency virus-1
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6. Abklirzungen

mg Milligramm

Min Minute

MIP-1a.,3 macrophage inflammatory protein 1, 3
mi Milliliter

mm Millimeter

mM Millimolar

ng Nanogramm

NO nitric oxide

PAF plattchenaktivierender Faktor
PBS phosphat buffered saline
pH potentia hydrogenii

PKA Proteinkinase vom Typ A
PKC Proteinkinase C

ROI region of interest

rpm rotations per minute

RU ratio unit

SDF-1a,B stromal derived factor 10,13
sec Sekunde

Tab. Tabelle

B Trypanblau

TNF-a tumor necrosis factor «

ZNS zentrales Nervensystem
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9. Zusammenfassung

9. Zusammenfassung

Etwa ein Drittel der unbehandelten Patienten, die mit dem humanen
Immundefizienzvirus-1 (HIV-1) infiziert sind, entwickelt im Verlauf der Infektion die
HIV-Enzephalopathie, ein dementielles Syndrom, das mit schwersten kognitiven,
psychosozialen und motorischen Stérungen einhergeht. Als pathologisches Korrelat
kommt es zu einer Neuronendegeneration, die zum einen direkt durch Virusproteine
wie gp120 oder tat verursacht, zum anderen indirekt durch Induktion toxischer,

korpereigener Entziindungsmediatoren vermittelt wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Rolle der Glycosylierung und des Tropismus
des HIV-Oberflachenproteins gp120 auf dessen Cylciumdysregulation und Toxizitat
in Astrozyten und Neuronen untersucht. Es wurde gesehen, dass gp120 abhangig
von seinem Aufbau den Calciumhaushalt in Astrozyten beeinflusst. Direkt auf die
Zellen appliziert, fihrte es zu einem Calciumeinstrom in Astrozyten. Uberdies
beeinflusste gp120 die astrozytare Calciumantwort auf Glutamat und ATP: T-tropes
gp120 verminderte die Calciumantwort auf Glutamat und ATP wé&hrend M-tropes
gp120 und dualtropes gp120 die Calciumantwort verstarkten. Bei den dualtropen
Isoformen war die Fahigkeit zur Calciumdysregulation abhangig von der
Glycosylierung an Position g17: Fehlte die Glycosylierung an Stelle g17, zeigte sich
das Molekdl ineffektiv.

In dieser Arbeit wurde der Einfluss der verschiedenen gp120-Isoformen auf die
Sekretion neurotoxischer Stoffe in Astrozyten untersucht. Diesbeziiglich zeigten sich
alle gp120-Molekiile neutral und es konnte durch Inkubation in Uberstéanden gp120-
aktivierter  Astrozyten keine im  Trypanblau-Vitalitdtsessay = nachweisbare
Verénderung in Neuronenkulturen induziert werden.

Des Weiteren wurde die Toxizitat der verschiedenen gp120-Isoformen auf Astrozyten
und Neurone untersucht und verglichen. Wahrend in Astrozytenkulturen keine
Veranderung des Anteils avitaler Zellen nach Inkubation in T-, M- und dualtropen
gp120-Uberstédnden gemessen wurde, reagierten neuronale Kulturen sehr vulnerabel
auf gp120-Applikation. T-tropes gp120 zeigte sich am starksten neurotoxisch, aber
auch M-tropes und dualtropes gp120 induzierten Neurodegeneration. Auch bei der

Neurotoxizitat der dualtropen gp120-Isoformen spielte die Glycosylierung an Position
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9. Zusammenfassung

g17 eine wichtige Rolle: Nur das an g17 glycosylierte Protein induzierte Zelltod in
Neuronen.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass gp120 zu einer Calciumdysregulation in
Astrozyten fihrt und dass dieser Effekt abhangig von Tropismus und Glycosylierung
des gp120 ist. Gp120 induzierte keine Apoptose in Astrozyten, daflr aber in
Neuronen. Dieser Effekt war ebenfalls abhdngig von Tropismus und Glycosylierung
des gp120.

Die in dieser Arbeit vorgelegten Daten weisen darauf hin, dass beide Faktoren, die
gp120-induzierte Neuronendegeneration sowie das Uberleben dysfunktionaler

gp120-geschadigter Astrozyten mdgliche Pathomechanismen der HIVE sind.
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