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Einleitung 4

1 Einleitung
1.1 Das HI-Virus

Im Jahr 1981 wurde bei einer Gruppe homosexueller Manner mit schweren
opportunistischen Infektionen erstmals Symptome der erworbenen Immunschwache
AIDS (acquired immunodeficiency syndrome) beschrieben (Gottlieb et al., 1981). Erst
zwei Jahre spater konnten das dafur verantwortliche Retrovirus unabhangig von zwei
Arbeitsgruppen identifiziert werden: von Luc Montagnier am Pasteur-Institut in Paris
als LAV (Lymphadenopathie-assoziiertes Virus) (Barre-Sinoussi et al., 1983) und von
Robert Gallo am National Cancer Institute in Bethesda als HTLV-III (humanes T-Zell-
Leukamie-Virus Ill) (Gallo et al., 1983). 1986 wurde fur das Retrovirus die einheitliche
Bezeichnung HIV (human immunodeficiency virus) eingefuhrt.

Die HIV-Epidemie hat sich weltweit ausgebreitet und sich insbesondere in Landern
der Dritten Welt zu einer Pandemie entwickelt (Hayes and Weiss, 2006). Ende 2007
waren weltweit etwa 33,2 Millionen Menschen mit HIV infiziert, davon leben rund
68% in Afrika. Die Zahl der Neuinfektionen wurde fur 2007 auf 2,5 Millionen
geschatzt, taglich werden also 6.800 Menschen mit dem Virus infiziert. Letztes Jahr
starben allein 2,1 Millionen Menschen an AIDS, 290.000 davon waren Kinder

(http://www.unaids.org.).

Das HIV-1 Genom und seine Proteine

HIV-1 ist ein exogenes Retrovirus, das zum Genus der Lentiviren gehort. Infektionen
mit Lentiviren verlaufen charakteristischerweise chronisch, zeigen eine lange
klinische Latenzphase, eine persistierende Viramie sowie eine Beteiligung des
zentralen Nervensystems (ZNS). Wie alle Retroviren besitzt das HI-Virus die
Fahigkeit, mit Hilfe der viruseigenen, RNA-abhangigen DNA-Polymerase, der
Reversen Transkriptase, eine doppelstrangige DNA-Kopie ihres einzelstrangigen
RNA-Genoms (9.200 bp) in das Genom der Wirtszelle zu integrieren (Provirus) und
so bei der Zellteilung an Tochterzellen weiterzugeben.

Das Genom des HI-Virus ist deutlich komplexer als das anderer Retroviren (Abb.
1.1). Neben den fir infektiose Retroviren Ublichen drei Sequenzbereichen fur Gag-
(gruppenspezifische Antigene), Pol- (enzymatische Aktivitaten) und Env-
(Glykoproteine) Vorlauferproteine, kodiert das Virus sechs zusatzliche Gene: die

regulatorischen Gene tat und rev, und die akzessorischen Gene nef, vif, vpr und vpu
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(Frankel and Young, 1998; Freed, 2001; Seelamgari et al., 2004). Die Gene gag und
env kodieren das Nukleokapsid und die Glykoproteine der Virushulle, das pol-Gen
kodiert fur die Reverse Transkriptase und weitere Enzyme. Die kodierenden
Regionen werden am 5-und 3’-Ende des Genoms von regulatorisch wichtigen
Kontrollsequenzen flankiert, die fur die reverse Transkription sowie die Integration
der viralen Erbinformation essenziell sind. Das integrierte provirale Genom besitzt an
den Enden identische Sequenzfolgen, die man als long terminal repeats (LTR)
bezeichnet. Sie enthalten Promotor- und Enhancer-Elemente, welche die retrovirale

Genexpression kontrollieren.

Kern- und Matrixproteine
p17(Matrix),
p24 (Kapsid)
p7(Nukleokapsid)
p6/LI
]
5-LTR
—tat—|_| nef| 3-LTR
U3|R|U5| qa
gag pol i m env U3|R|US
Protease (p11) Glykoproteine
Reverse Transkriptase (p66/51) gp120 (Oberflache) und
Integrase (p31) gp41(Transmembran)

Abb. 1.1 Genomstruktur von HIV-1. An den Enden des integrierten proviralen Genoms befinden sich
die 5- und 3-LTRs. Die GréRen der Genabschnitte wurden schematisch dargestellt und nicht
mafistabsgetreu wiedergegeben. In den Kasten wurden die kodierten Proteine angegeben. Nahere
Erlduterungen sind im Text zu finden.

Replikationszyklus von HIV-1

Die Infektion von Zielzellen erfolgt Uber einen rezeptor-vermittelten Mechanismus,
bei dem die Glykoproteine der Virushulle mit den Rezeptoren auf der Zelloberflache
interagieren. Das HI-Virus bendtigt Wirtszellen, die den CD4-Rezeptor auf der
Oberflache tragen (wie z.B. T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen und
dendritische Zellen). Neben dem CD4-Rezeptor fungieren Chemokinrezeptoren als
Korezeptoren fur den Eintritt in die Zelle (makrophagentrophe HIV-1-Stamme
bendtigen den Chemokinrezeptor CCR5 als Korezeptor, T-Zell-trophe Stamme den
Rezeptor CXCR4) (Berger et al., 1999; Doms, 2001; Moore et al., 2004; Zaitseva et

al., 2003). Anschliel3end fusioniert die Virushille mit der Plasmamembran, so dass
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das Viruskapsid in das Zellinnere gelangt. Im Zytoplasma der Wirtszelle schreibt die
reverse Transkriptase von HIV-1 das einzelstrangige RNA-Genom in eine
doppelstrangige DNA-Kopie um. Das DNA-Molekul wird - verbunden mit viralen
Proteinkomponenten (Vpr, p17, Integrase) - als Praintegrationskomplex aktiv in den
Zellkern transportiert. So kann HIV-1 auch ruhende Zellen infizieren. Im Zellkern
werden eine oder wenige HIV-1-DNA-Kopien in das Genom der Wirtszelle integriert,
oftmals in aktiv transkribierte Gene (Schroder et al., 2002). Dieser Vorgang wird von
der viralen Integrase vermittelt und verandert das Zellgenom, so dass zellulare Gene
zerstort oder deren Transkription aktiviert werden kann. Die Integration ist
Voraussetzung fur die Vermehrung des Virus. Zellulare Transkriptionsfaktoren wie
NF-kappaB (NF-xB, nuclear factor-kappaB) binden an cis-aktive Sequenzen der HIV-
LTR und initieren somit die Transkription viraler mRNAs durch die zellulare RNA-
Polymerase Il. In der frUhen Infektionsphase entstehen Uberwiegend mehrfach
gespleildte RNA Transkripte, welche fur die regulatorischen Proteine Tat, Rev und
Nef kodieren. Nach der Translation im Zytoplasma werden Tat und Rev in den
Zellkern transportiert (Nekhai and Jeang, 2006). Tat bindet an das TAR Element
(trans-activation response) in der LTR und steigert so die Transkriptionsrate um ein
Vielfaches. Rev bewirkt die Umschaltung von der frihen zur spaten Zyklusphase. Es
bindet an das RRE (rev response element), einer RNA-Sekundarstruktur in allen
intronhaltigen HIV-Transkripten, und fordert u.a. den Transport der einfach und nicht
gespleildten Transkripte in das Zytoplasma, wo sie translatiert oder als RNA-Genom
in die Viruspartikel verpackt werden (Balvay et al., 2007; Kjems and Askjaer, 2000).
Die Synthese fast aller Virusproteine erfolgt an freien Ribosomen im Zytoplasma, nur
die Synthese der Env- und Vpu-Proteine verlauft an der Membran des
endoplasmatischen Retikulums. Nach der Translation der strukturellen und
enzymatischen viralen Proteine erfolgen posttranslationale Modifizierungen der
Vorlauferproteine (Phosphorylierungen, Myristylierungen und Glykosylierungen).
Anschlielend lagern sich an der Zytoplasmamembran der Wirtszelle die viralen
Proteinkomponenten (virale Strukturproteine und akzessorische Polypeptide) mit
dem Virusgenom zusammen. Es kommt zur Knospung unreifer Viruspartikel von der
Zelloberflache. Nach der Freisetzung erfolgt die Reifung zu infektidsen Viren Uber die
Spaltung der Gag- und Gag/Pol-Vorlauferproteine durch die virale Protease und
durch strukturelle Umlagerungen (zusammengefasst in (Freed, 2001; Simon et al.,
2006)).
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Infektionsverlauf und Therapie

Das HI-Virus wird durch die Samen- und Vaginalflissigkeit bei sexuellen Kontakten
oder durch kontaminiertes Blut Ubertragen. Aul3erdem kann das Virus durch die HIV-
infizierte Mutter auf ihr Kind Gbertragen werden (vertikale Ubertragung) — dies kann
sowohl pranatal wahrend der Schwangerschaft, bei der Geburt oder auch beim
Stillen erfolgen (Modrow et al., 2003). Das Virus gelangt bei der Infektion entweder
direkt oder Uber Verletzungen der Schleimhautbereiche ins Blut. In den Lymphknoten
findet der HIV-Erreger die wichtigsten Zielzellen fur seine Vermehrung: dendritische
Zellen, Monozyten, Makrophagen und T-Lymphozyten. Mit Hilfe monozytarer Zellen,
die aus den Lymphknoten auswandern, gelangt das Virus von dort aus in andere
Kompartimente des Korpers, wie beispielsweise das Gehirn.

CD4-positive T-Zellen stellen die wichtigsten Zielzellen fur das Virus dar, etwa 99%
der viralen Replikation findet in aktivierten und produktiv infizierten CD4-positiven T-
Zellen statt (Simon et al., 2006). Durch eine fortschreitende Schadigung der
Populationen der CD4-T-Zellen, Makrophagen und dendritischen Zellen und den
damit verbundenen Ausfall immunologischer Funktionen kommt es nach einer
unterschiedlich langen, meist mehrjahrigen Inkubationszeit zu AIDS. Die unheilbare
Immunschwachekrankheit, ausgelost durch die Suppression des Immunsystems
durch das HI-Virus, fuhrt - ohne antiretrovirale Medikamente - meist zum Tod durch
opportunistische Sekundarinfektionen oder maligne Tumore.

Mit Einfuhrung der hochwirksamen antiretroviralen Therapie (HAART, ,high active
antiretroviral therapy®) hat sich der Verlauf der HIV-Infektion grundlegend geandert.
Viele HIV-infizierte Menschen kénnen Uber Jahre ein relativ gesundes Leben fuhren
(Pomerantz and Horn, 2003). Der individuelle Verlauf der Erkrankung wird dabei
durch virale Faktoren und durch Wirtsfaktoren bestimmt. In westlichen Landern ist
deshalb durch HAART die Zahl der AIDS-Todesfalle stark gesunken.

1.2 Virale latente Reservoire - HIV Persistenz

Eine Eradikation von HIV, d.h. die Entfernung samtlicher Viren aus dem Korper, ist
zum jetzigen Zeitpunkt noch immer unrealistisch. Ein Grund dafur ist, dass es durch
die HAART-Therapie zu keiner kompletten Inhibition der Virusreplikation kommt. Die
Viruslast sinkt nur "unter die Nachweisgrenze", d.h. eine Viruslast unter 50
Kopien/ml. Auch bei einer kompletten Inhibition der Virusreplikation wirde es aber

nicht zur Eradikation von HIV kommen (Strain et al., 2003). Ein wesentlicher Grund
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dafur sind latent HIV-infizierte Zellen, die lebenslang bestehende Reservoire fur das
Virus bilden und somit eine chronische HIV-Infektion etablieren (Geeraert et al.,
2008; Han et al., 2007; Saksena and Potter, 2003). Ein Charakteristikum solcher
Reservoire ist, dass die Virusproduktion durch aul3ere Einfliusse reaktiviert werden
kann und somit das HI-Virus wieder verbreitet wird.

Zahlreiche Interaktionen zwischen dem Virus und der Wirtszelle spielen bei der HIV-
Replikation eine Rolle (Goff, 2007). Das intrazellulare Umfeld hat einen
entscheidenden Einfluss auf die Virusproduktion. Infizierte Zellen kdnnen deshalb
stark in der Menge an produzierten Viruspartikeln variieren. Die beiden Begriffe
.produktive Infektion“ und ,restringierte Infektion“ werden verwendet, um zwischen
hoher oder kaum bis nicht vorhandener Virusproduktion zu unterscheiden. Eine
produktive Infektion fuhrt meist zum Tod der Zelle, wahrend Zellen, die restringiert
infiziert sind, die Infektion Uberleben und mit dem Virus weiterleben. Diese Zellen
etablieren Virusreservoire, in denen replikations-kompetente virale Genome in einem
stabilen Zustand Uberdauern. Die Hemmung des viralen Replikationszykluses findet
in diesen Zellreservoiren an verschiedensten Stellen statt.

Virale Zellreservoire entstehen in frGhen Infektionsphasen, oft bevor die Infektion
uberhaupt erkannt wird. Auch eine fruhzeitige Behandlung mit antiretroviralen
Medikamenten kann ihre Entstehung nicht verhindern (Chun et al., 1998; Persaud et
al., 2007). Die latent infizierten Reservoire bestehen aus sehr heterogenen
Zellpopulationen. Zellen verschiedener Korperkompartimente bilden virale
Reservoire (Blankson et al., 2002): ruhende CD4+ T-Zellen, naive T-Zellen,
Monozyten, Makrophagen, Zellen der Lymphknoten (Popovic et al., 2005), Zellen des
Thymus (Brooks et al., 2001) und Zellen des Leber-Epitheliums (Marras et al., 2002).
Das Virus versteckt sich auch in Regionen des Korpers, die immunologisch
privilegiert sind und deshalb eine Barriere zum Blut besitzen, so dass das Eindringen
von Erregern, Immunzellen und auch von antiviralen Medikamenten verhindert wird
bzw. nur begrenzt moglich ist. Diese schwer zuganglichen Bereiche, die virale
Reservoire bilden, sind das Auge (Pomerantz et al., 1987), die Hoden (Nunnari et al.,
2002; Zhang et al., 1998) und das Gehirn (Kramer-Hammerle et al., 2005c; Persidsky
and Poluektova, 2006).

Als wichtiges HIV-Reservoir werden ruhende CD4+ T-Zellen im Blut angesehen
(Chun et al., 2005; Siliciano et al., 2003). Eine kleine Population aktivierter infizierter

(<0,05%) CD4+ T-Zellen tritt in einen ruhenden Zustand ein und wird zu
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Gedachtniszellen. Diese Zellen erlauben keine Virusreplikation. So persistiert das
Virus als Provirus wahrend der gesamten Lebensspanne der Zelle, die Jahre lang
Uberleben, da sie die Basis fur das immunologische Gedachtnis darstellen. Wenn
diese ruhenden Zellen wieder aktiviert werden (z.B. durch Antigenkontakt bei einer
gewohnlichen opportunistischen Infektion), wird auch die Virusproduktion wieder
reaktiviert. Wahrend die Gedachtniszelle gegen einen anderen Krankheitserreger
vorgehen will, beginnt sie, neue HI-Viren freizusetzen, welche wiederum andere
Zellen infizieren konnen.

Insgesamt treten langlebige HIV-Reservoire nur mit einer geringen Frequenz im
Koérper auf: pro Individuum existieren beispielsweise etwa 10°-107 latent infizierte
CD4+ T-Zellen (Chun et al., 1997). Das bedeutet aber nicht, dass sie deshalb nicht
von Bedeutung sind. Es gibt Studien, die berrechnet haben, wie lange es dauern
wurde, bis die letzten latent infizierten Zellen aus dem Korper entfernt sind. Mit einer
Eradikation der latent infizierten ruhenden CD4-T-Zellen ist erst nach 73,3 Jahren zu
rechnen (Finzi et al., 1999; Siliciano et al., 2003). Die ernuchternde Erkenntnis ist
also, dass HIV auch nach langfristiger Suppression durch latent infizierte Zellen
vorhanden bleibt.

Das Problem beim Kampf gegen virale Zellreservoire ist, dass latent infizierte Zellen
nicht von uninfizierten Zellen zu unterscheiden sind (Han et al., 2007). Deshalb
erscheint es die beste Strategie, die Zellen durch &uflere Einflisse zur
Virusproduktion anzuregen (z.B. durch proinflammatorische Zytokine) und die Zellen
so durch zytopatisch virale Effekte zu vernichten. Naturlich muss dabei gleichzeitig
die Neuinfektion anderer Zellen durch die dabei freigesetzten HI-Viren verhindert
werden. Dieser Ansatz ist jedoch nur vernlnftig fur Zellen, die schnell nachgebildet
werden. Die Vernichtung langlebiger Reservoirzellen wie etwa Gehirnzellen ist
jedoch wenig sinnvoll.

In den letzten Jahren gab es einige klinische Studien, die versuchten die latenten
Reservoire mit verschiedenen Methoden (IL-2, IFN-y, Cyclophosphamide,
Valproinsaure, Hydroxyurea oder anti-CD3 mAB-OKT3) auszuwaschen - bislang
ohne Erfolg (Geeraert et al., 2008). Neueste Studien versuchen nun den HIV-
Provirus wieder auf dem zellularen Genom auszuschneiden, eine Strategie, die flur

langlebige Zellen sinnvoller erscheint (Engelman, 2007; Sarkar et al., 2007).
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1.3 Die HIV-Infektion des Zentralen Nervensystems

HIV ist ein neurotropes Virus: Es infiziert Zellen des Gehirns. Die HIV-Infektion des
ZNS kann zu einer Vielzahl von neurologischen Problemen fuhren (Gonzalez-
Scarano and Martin-Garcia, 2005; Jones and Power, 2006). Zum Krankheitsbild von
Neuro-AIDS zahlen psychiatrische und neurologische Storungen  wie
Konzentrationsschwache, Depressionen, Verhaltensveranderungen, Antriebs-,
Gedachtnis- und Bewegungsstorungen (Koutsilieri et al., 2002; McArthur et al., 2005;
McArthur et al., 2003) Die neurologischen Symptome schreiten meist langsam fort
und treten in unterschiedlichsten Starken auf (Cherner et al., 2007). In ihren milderen
Formen spricht man von MCMD (,minor cognitive/motor disorders®). Die Symptome
konnen sich im Laufe der Zeit aber auch bis zur HIV-assoziierten Demenz entwickeln
(HAD ,HIV associated dementia® oder auch ADC ,AlIDS-dementia complex®)
(McArthur et al., 2003; Price et al.,, 1988). Die Entwicklung des Krankheitsbildes
korreliert dabei aber nicht immer mit einer hohen viralen Genexpression im Gehirn
(Glass et al., 1995; Koutsilieri et al., 2002).

Vor dem Einsatz antiviraler Therapien litten etwa 20-30% der Patienten im spaten
AIDS-Stadium unter der HAD (Kandanearatchi et al., 2003). Antivirale Medikamente
konnten zu einer deutlichen Besserung der HIV-induzierten neurologischen
Symptome fuhren (Nath and Sacktor, 2006). Durch die Einfuhrung von HAART
wurde deshalb die Inzidenz (Anzahl an Neuerkrankungen pro Jahr pro
Populationsgruppe) von HAD um 50% reduziert werden (Dore et al., 1999; Gartner,
2000; Langford et al., 2003; Lawrence and Major, 2002; Sacktor et al., 2001). In den
Industrielandern leiden aber noch immer 30% der HIV-infizierten Patienten an
milderen Formen und 10-15% an HAD (Sacktor, 2002; Sacktor et al., 2007). Deshalb
bleiben HIV-assoziierte neurologische Storungen in langzeitinfizierten Patienten
eines der wichtigsten klinischen Probleme. Die Prevalenz (Prozentsatz einer
Population, die von einer bestimmten Krankheit zu einem bestimmten Zeitpunkt
betroffen ist) von HIV-assoziierten neurologischen Krankheitsbildern ist seit HAART
sogar gestiegen (McArthur et al.,, 2003). HAD ist weiterhin die Hauptursache fur
Demenz bei Patienten unter 40 Jahren (Kaul et al., 2001; Sacktor et al., 2005).
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Neuropathogenese von HIV

Die HIV-Enzephalopathie ist die pathologische Manifestation einer produktiven HIV-
Infektion im Gehirn. Charakteristische Kennzeichen der HIV-Enzephalopathie sind
Folgende: der Verlust spezifischer neuronaler Zellpopulationen, die Zerstérung von
Synapsen, Dendriten und der Myelinschicht, Schadigung der Axone, Aktivierung von
Mikrogliazellen und Astrozyten, Einwanderung von Makrophagen und Lymphozyten
aus dem Blut, Gehirnatropie und die Bildung von Riesenzellen (“giant cells”) durch
virus-induzierte Fusionen von Mikroglia-Zellen (Bell, 2004; Ellis et al., 2007; Jones
and Power, 2006; Kaul et al., 2001; Kolson, 2002; Lawrence and Major, 2002;
Minagar et al., 2002).

Die zellularen Mechanismen und die Basis der HIV-1 Neuropathogenese sind sehr
komplex und immer noch nicht vollstandig bekannt (Gonzalez-Scarano and Martin-
Garcia, 2005; Jones and Power, 2006). Die neuronalen Schadigungen entstehen
nicht allein durch die im Gehirn stattfindende Virusproduktion (siehe Abb. 1.2). Das
Gehirn antwortet auf Verletzungen mit der Aktivierung von Mikrogliazellen und
Astrozyten, um gegen Angreifer vorzugehen und den entstandenen Schaden zu
reparieren. Die HIV-assoziierten Verletzungen des ZNS entstehen vermutlich
deshalb vor allem durch zahlreiche Faktoren, die von glialen infizierten und/oder
aktivierten Zellen ausgeschuttet werden. Dies sind sowohl virale als auch zellulare
Faktoren (Ellis et al., 2007; Kaul and Lipton, 2004; Mattson et al., 2005). Manche
Faktoren verursachen direkt den Zelltod von Neuronen durch Interaktion mit
Rezeptoren auf der neuronalen Membran (neurotoxische Faktoren). Andere Faktoren
wiederum wirken indirekt. Sie regen Astrozyten zu zellularen Veranderungen an. So
konnen diese ihre Funktionen nicht aufrechterhalten und es kommt zu damit
verbundenen Storungen des Gleichgewichts in der zellularen Umgebung der
Nervenzellen (Brack-Werner, 1999; Garden, 2002; Kramer-Hammerle et al., 2005c).
Zusatzlich konnen freigesetzte Faktoren wiederum Zellen zur Produktion
inflammatorischer und neurotoxischer Faktoren aktivieren. Ausgeschuttete
chemotaktische Substanzen férdern die Einwanderung von Monozyten und T-
Lymphozyten und schadigen damit weiter das ZNS (Garden, 2002; Kaul et al., 2001;
Lawrence and Major, 2002). Zusatzlich tragen auch opportunistische Erkrankungen

und Infektionen zu den neurologischen Stérungen bei (Hult et al., 2008).
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Abbildung 1.2 Vereinfachte Darstellung der Mechanismen der Neuropathogenese von HIV
(nach (Kramer-Hammerle et al., 2005c)). Infizierte und/oder aktivierte Astrozyten und Mikroglia-Zellen
schitten eine Vielzahl an Faktoren aus, die zur Verletzung des ZNS beitragen. Zu den Faktoren
zahlen sowohl virale als auch zelluldre neurotoxische Substanzen, sowie chemotaktische Faktoren.
Zusatzlich sind infizierte Astrozyten nicht mehr in der Lage den Neurotransmitter Glutamat aus der
Mikroumgebung der Neuronen zu entfernen. All diese Mechanismen fiihren zur Schadigung von
Neuronen. Nahere Erlauterungen siehe Text.

Viruseintritt in das ZNS

Das HI-Virus gelangt sehr frih nach der initialen systemischen Infektion in das
Gehirn und verbleibt dort Uber Jahrzehnte (An et al., 1996; Davis et al., 1992). Die
Frage, wie das Virus in das Gehirn gelangt, welches eigentlich durch die Blut-Hirn-
Schranke vor Giften und Krankheitserregern geschutzt wird, konnte bisher noch nicht
im Detail geklart werden. Verschiedene Mechanismen werden diskutiert (siehe Abb.
1.3) (Bell, 2004; Kaul et al., 2001; Kramer-Hammerle et al., 2005c).

Die zur Zeit bevorzugte Hypothese ist die Migration infizierter Zellen des
Immunsystems (Lymphozyten oder Monozyten/Makrophagen) durch die Blut-Hirn-
Schranke (Trojan horse-Hypothese, Abb. 1.3, Variante 1) (Albright et al., 2003).
Diese Zellen kdnnen dann das Virus im ZNS freisetzen. Eine weitere Moglichkeit ist
das Eindringen von zellfreien Viruspartikeln aus dem Blut durch die Blut-Hirn-
Schranke (Abb. 1.3, Variante 2). AuRerdem ist denkbar, dass eine direkte Infektion
der Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke stattfindet und diese Virus in das Gehirn

freisetzen (Abb. 1.3, Variante 3). Diese Zellen stellen auch ein mdgliches Reservoir
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fur HIV da. Weiter konnte die Infektion des Gehirns Uber den Plexus choroideus

stattfinden, der die Cerebrospinalflissigkeit (CSF) aus Blut bildet.
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Abbildung 1.3 Modelle fiir die Invasion des Gehirns durch HIV und virale Zielzellen im ZNS
(nach (Kramer-Hammerle et al., 2005c)). Drei mogliche Wege werden fur den Eintritt von HIV-1 durch
die Blut-Hirnschranke ins ZNS diskutiert. Im ZNS findet sowohl eine produktive als auch restringierte
Infektion von Zellen statt. Mikroglia-Zellen stellen die Hauptproduzenten von HIV im Gehirn dar,
wahrend Astrozyten die virale Virusproduktion restringieren und deshalb HIV als Reservoir im Gehirn
dienen. Die Infektion von Neuronen und Oligodendrozyten wird kontrovers diskutiert. Nahere
Erlduterungen siehe Text.

Zelltypen und Virusreplikation im ZNS

Das ZNS besteht aus folgenden Zelltypen: Neuronen, Gliazellen (Mikroglia und
Makroglia) und Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke. Mikrogliazellen entstehen im
Gegensatz zu allen anderen Gliazellen aus Vorlauferzellen des Blutbildenden
Systems (mesodermal) und haben im ZNS eine ahnliche Funktion wie Makrophagen
in anderen Geweben. Sie antworten auf Eindringlinge und auf Gehirnschaden. Zu
den Makrogliazellen zahlen Astrozyten und Oligodendrozyten. Sie sind zusammen
mit Neuronen neuroektodermalen Ursprungs.

Im menschlichen Gehirn es gibt rund 100 Milliarden Neuronen (Greenfield, 2003).
Neuronen sind die funktionelle Einheit des Gehirns und brauchen die Unterstiutzung

von Oligodendrozyten und Astrozyten um arbeiten zu kdnnen. Jede Nervenzelle
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kann mit bis zu 100.000 anderen Nervenzellen Kontakt aufnehmen, wodurch ein weit
verzweigtes neuronales Netzwerk entsteht, das Information austauscht, speichert
und auch neu generiert (Greenfield, 2003). Oligodendrozyten umhdullen die Axone
der Nervenzellen mit einer Myelinschicht, die als elektrischer Isolator fungiert und so
die schnelle Weiterleitung von elektrischen Signalen ermdglicht. Eine
Oligodendrozytenzelle kann in etwa 30-40 Axone myelinisieren (Jessen, 2004).

Im ZNS findet sowohl eine produktive als auch restringierte Infektion von Zellen statt
(siehe Abb. 1.3). Mikrogliazellen sind die Hauptproduzenten von HIV in Gehirnen von
HIV-infizierten Patienten (D'Aversa et al., 2005; Garden, 2002). In diesen Zellen
findet eine produktive Virusreplikation mit der charakteristischer Expression viraler
Strukturproteine statt (Garden, 2002). Die Infektion erfolgt durch makrophagentrophe
HIV-Stamme Uber die beiden Rezeptoren CD4 und CCRS5 (Bajetto et al.,, 2002;
Martin-Garcia et al., 2002).

Verschiedene in vivo- und Zellkultur-Studien zeigen, dass auch Gehirnzellen
neuroektodermalen Ursprungs, insbesondere Astrozyten, infiziert werden konnen.
Diese Zellen restringieren die virale Virusproduktion und dienen deshalb dem HIV als
Reservoir im Gehirn (Kramer-Hammerle et al., 2005c).

Kennzeichen der HIV-Infektion des ZNS sind die Verletzung und Zerstérung von
Neuronen und der Abbau der schutzenden Myelinschicht. Ob aber Neuronen und
Oligodendrozyten selbst durch das Virus infiziert werden, ist umstritten. In vivo
konnte die Infektion von Neuronen und Oligodendrozyten in wenigen Studien
beschrieben werden (An et al.,, 1999; Bagasra et al., 1996; Nuovo et al., 1994;
Torres-Munoz et al.,, 2001; Trillo-Pazos et al., 2003). Viele andere in vivo-
Untersuchungen konnten jedoch keine HIV-Nukleinsaure oder -Proteine in diesen
Zellen nachweisen (An et al., 1999; Enam et al., 2004; Takahashi et al., 1996; Wiley
et al., 1999). Vielleicht ist auch der Nachweis infizierter Neuronen nicht moglich, da
infizierte Populationen durch die Infektion verloren gehen (Masliah et al., 1995).

Und auch Zellkulturstudien brachten kontroverser Ergebnisse (Albright et al., 1996;
Alvarez Losada et al., 2002; Ensoli et al., 1995; Ensoli et al., 1997; Kanmogne et al.,
2000; Mizrachi et al., 1994; Obregon et al., 1999; Truckenmiller et al., 1993). Deshalb
wird die direkte Infektion von Neuronen und Oligodendrozyten mit dem Virus noch
diskutiert. Wenn sie infiziert werden, scheint das Virus aber nicht effizient zu

replizieren.
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Die HIV-Infektion von Astrozyten

Im ZNS sind Astrozyten der am meisten auftretende Zelltyp: das Verhaltnis von
Astrozyten zu Neuronen ist etwa 10-50 zu 1 (Hult et al., 2008). Friher wurden die
Zellen nur als Kitt oder Stltze zwischen den Nervenzellen angesehen (daher der
Name, Glia=Klebstoff), es zeigte sich aber, dass die Zellen vielfaltige Funktionen
besitzen und auch aktiv an der Zellkommunikation im Gehirn beteiligt sind (Seifert et
al., 2006; Volterra and Meldolesi, 2005). Astrozyten verbinden also die Zellen des
Gehimns zu einem komplexen Netzwerk und Ubernehmen Vvielfaltige
Schutzfunktionen. Sie formen zusammen mit Endothelzellen die Blut-Hirn-Schranke,
die das Eintreten von Fremdstoffen in das Gehirn verhindert. Weiter kontrollieren
Astrozyten die Mikroumgebung von Neuronen und sorgen fur ein definiertes Milieu,
von dem die Funktionen der Neuronen abhangt (Speicherung und Abgabe von lonen
und Neurotransmitter wie Kalium, Glutamat und y-Aminobuttersaure). Die Astrozyten
sorgen daruber hinaus fur ein gerichtetes Wachstum und Migration von Neuronen
wahrend der Gehirnentwicklung und sie kontrollieren die Formation und Funktion von
Synapsen sowie die adulte Neurogenese (Sanai et al., 2004; Song et al., 2002;
Volterra and Meldolesi, 2005). AuRerdem spielen Astrozyten eine wichtige Rolle bei
entzundlichen und regenerativen Prozessen im Gehirn und sie Ubernehmen zudem
verschiedene  immunologische  Funktionen  wie die  Produktion  von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen und Chemokinen (um andere Zellen zu verletzten
Gehirnarealen zu locken) (Chen and Swanson, 2003). Durch die HIV-Infektion an
sich bzw. sekretierte Zytokine und virale Proteine konnen all diese Aufgaben von
Astrozyten im HIV-infizierten Gehrin beeinflusst werden.

Die Infektion von Astrozyten mit HIV konnte mittels in vivo-Studien gezeigt werden.
Sowohl HIV-spezifische Nukleinsaure als auch strukturelle und akzessorische HIV-
Proteine wie Nef konnten in Astrozyten nachgewiesen werden (Anderson et al.,
2003; Bagasra et al., 1996; Brack-Werner, 1999; Takahashi et al., 1996; Thompson
et al.,, 2004; Trillo-Pazos et al., 2003). Zahlreiche Zellkultursysteme (Zelllinien und
primare Zellen) und auch Virusisolate (makrophagen- und T-Zell-trophe Viren)
wurden verwendet, um die Infektion von Astrozyten zu untersuchen. Die Infektion
von Astrozyten ist unabhangig von CD4 und anderen Chemokinrezeptoren (Sabri et
al., 1999; Schweighardt et al., 2001).

Astrozyten tolerieren eine chronische Langzeit-Infektion mit HIV-1 und bilden so ein

Zellreservoire fur das Virus im Gehirn. Bei der Infektion von Astrozyten sind meist
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keine zytopatischen Effekte zu beobachten (Nath et al., 1995). Infizierte Astrozyten
zeigen eine initiale transiente Virusproduktion, wobei die Virusproduktion 2-7 Tagen
nach der Infektion am hochsten ist (Brack-Werner et al., 1992; McCarthy et al., 1998;
Sabri et al., 1999). Nach dieser anfanglichen Phase sinkt die Virusproduktion auf
sehr geringe oder nicht feststellbare Mengen ab und eine persistente Infektion wird
etabliert. Persistent infizierte Astrozyten konnen durch Kokultivierung mit T-Zellen
und Monozyten oder auch durch Aktivierung mit inflammatorischen Zytokinen wieder
zur transienten Virusproduktion angeregt werden (Sabri et al., 1999).

Astrozyten zeichnen sich also dadurch aus, dass sie durch Restriktion der viralen
Genexpression von HIV-1 nur eine begrenzte Virusreplikation zeigen (Brack-Werner,
1999; Messam and Major, 2000). In Astrozyten lassen sich vorwiegend provirale
DNA, mRNA fur regulatorische Proteine und frihe virale Proteine nachweisen,
wogegen mRNA Molekule, die Strukturproteine verschlisseln, und Strukturproteine
selbst vermindert vorhanden sind (Bagasra et al., 1996; Neumann et al., 1995;
Takahashi et al., 1996). Im HIV-1 Replikationszyklus werden diese strukturellen
Proteine durch Translation von unvollstandig gesplei3ten bzw. ungesplei3ten
mMRNAs gebildet, deren Transport aus dem Nukleus - wie schon beschrieben - Rev-
abhangig ist. Es konnte gezeigt werden, dass als Ursache fur die verminderte HIV-1
Replikation in Astrozyten zumindest teilweise eine verminderte Funktionalitat dieses
viralen posttranskriptionellen Stimulationsfaktors anzusehen ist (Ludwig et al., 1999;
Neumann et al., 2001). Zusatzlich zur Hemmung der Aktivitat des viralen Faktors
Rev sind einige andere Prozesse der HIV Replikation in Astrozyten blockiert (Gorry
et al., 2003). Die HIV-Genexpression wird also in Astrozyten zellabhangig moduliert.
Astrozyten stellen somit ein Virusreservoir im Gehirn und eine Virusquelle fur HIV-

permissive Zellen wie Mikrogliazellen dar (Brack-Werner, 1999).

1.4 Neurale Vorlauferzellen im ZNS

Das Nervensystem ist eines der sich am frGhesten entwickelnden Organsysteme.
Ungefahr ab der vierten Woche bildet sich das Neuralrohr, aus dem das
Nervensystem entsteht. Die Entwicklung des Gehirns geht sehr lange weiter, durch
die gesamte Embyrogenese und sie ist auch zu spaten postnatalen Zeitpunkten noch
nicht vollstandig abgeschlossen. Die Myelinisierung der Neuronen schreitet sogar bis

zum Alter von 15 Jahren fort. Lange Zeit aber galt das scheinbar unumstoRliche
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Dogma, dass im adulten Gehirn von Saugetieren keine Neurogenese stattfindet, d.h.
es existiert keine Bildung neuer Nervenzellen (Rakic, 1985). Die ldentifizierung der
ersten gewebespezifischen Vorlauferzellen im ZNS von Mausen und die
Charakterisierung deren Fahigkeit, sich in Neuronen und Astrozyten differenzieren zu
kénnen (Price and Thurlow, 1988; Reynolds and Weiss, 1992; Ryder et al., 1990;
Weiss et al., 1996), warf die Frage auf, ob auch im humanen Gehirn eine
Zellneubildung im Erwachsenenalter stattfinden kann. Nur kurze Zeit spater wurden
auch im humanen ZNS multipotente neurale Stammzellen identifiziert und damit der
Beweise geliefert, dass auch das Hirn eine Reparaturfahigkeit besitzt und postnatale
Neurogenese stattfindet (Buc-Caron, 1995; Svendsen et al., 1999; Svendsen et al.,
1996). Neurale Stammzellen wurden sowohl im embryonalen als auch im adulten
humanen ZNS identifiziert und werden jetzt in vivo und in vitro charakterisiert.
Trotzdem gibt es aber noch immer Wissenschaftler, welche die adulte Neurogenese
im humanen Gehirn anzweifeln.

Ebenso wie embryonale Stammzellen weisen neurale Stammzellen das Potential der
Selbsterneuerung und einer unbeschrankten Lebenszeit auf. Im Gegensatz zu
embryonalen Stammzellen ist das Differenzierungspotential von neuralen
Stammzellen jedoch auf die Differenzierung in die neuralen Zellpopulationen des
Gehirns beschrankt. Neurale Stammzellen werden definiert als sich teilende und
selbst erhaltende multipotente Zellen im Gehirn, die in der Lage sind, sich in die drei
neuralen  Zelltypen  Neuronen, Astrozyten und Oligodendrozyten  mit
unterschiedlichen, spezifischen Funktionen zu differenzieren (siehe Abb. 1.4) (Gage,
2000; Goldman and Sim, 2005; McKay, 1997).

Da das Forschungsgebiet sich derzeit extrem dynamisch entwickelt, ist die
Nomenklatur ebenfalls noch im Fluss. Neben der Bezeichnung ,neurale
Stammzellen® existieren die Bezeichnungen ,neurale Progenitorzellen® und ,neurale
Vorlauferzellen® (,precursor cells‘) (Emsley et al., 2005). Der Ausdruck
,vorlauferzelle® wird als Oberbegriff fur mitotisch- und differenzierungskompetente
Zellen verwendet (Martinez-Serrano et al., 2001; McKay, 1997). Die Unterscheidung
von neuralen Stammzellen und neuralen Progenitorzellen ist sehr schwer. Neurale
Stammzellen entwickeln sich nicht direkt zu vollstandig differenzierten Zellen,
sondern sie bilden intermediare oder schon festgelegte Progenitorpopulationen,
welche dann zu postmitotischen Zellen reifen (Rao, 1999). Neurogene oder gliogene

Progenitorzellen besitzen also auch mitotische Kapazitat, entwickeln sich aber zu
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festgelegten Zellpopulationen (Gage, 2000). Da aber festgestellt wurde, dass neurale
Progenitorzellen unter bestimmten Kulturbedingungen wieder multipotent werden
konnen, ist eine klare Unterscheidung von neuralen Stammzellen und neuralen
Progenitorzellen nicht moglich. Studien zeigen weiter, dass adulte neurale
Stammzellen die Charakteristika von Gliazellen besitzen konnen bzw. das gliale
Zellen als Stammzellen fungieren konnen (Alvarez-Buylla et al., 2001; Berninger et
al., 2007; Buffo et al., 2008; Doetsch, 2003; Faijerson et al., 2006; Garcia et al.,
2004; Goldman, 2003; Sanai et al., 2004; Seri et al., 2001). Sie besitzen die
Fahigkeit, sich zu voll funktionsfahigen Nervenzellen auszudifferenzieren, auch wenn
in vivo wohl nur sehr wenige gliale Zellen tatsachlich zu Neuronen differenzieren. Es
existieren wohl in vivo inhibitorische Signale (z.B. Notch), welche die neuronale
Differenzierung verhindern (Liu and Rao, 2004). Diese Eigenschaft der glialen Zellen
geht jedoch mit spateren Entwicklungsstadien verloren (Doetsch et al., 1999). Auch
radiale Gliazellen, von denen urspringlich angenommen wurde, dass sie spezifische
Vorlaufer fur Astrozyten darstellen und Neuronen bei der Wanderung helfen, konnen
als neurale Vorlauferzellen fungieren, sich teilen und Neuronen bilden (Malatesta et
al., 2003; Merkle et al., 2004; Ventura and Goldman, 2007). Zusammenfassend lasst
sich somit sagen, dass die genaue Identitat von neuralen Vorlauferzellen,

Stammzellen bzw. Progenitorzellen noch nicht geklart ist.

Neurale Progenitorzellen

—

Neuronen

Astrozyten

Abbildung 1.4 Differenzierungskapazitat von neuralen Progenitorzellen. Die mulitpotenten,
neuralen Zellen sind der Lage, sich sowohl in Neuronen, Astrozyten als auch Oligodendrozyten zu
differenzieren.
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Wahrend der embryonalen Entwicklung des Gehirns findet zuerst vermehrt
Neurogenese statt (Alvarez-Buylla et al., 2001). Wahrend dieser Zeit kann die
Differenzierung der neuralen Progenitorzellen in Astrozyten auch durch starke Glia-
induzierende Faktoren nicht induziert werden (Sauvageot and Stiles, 2002). Der
Wechsel zur Astrogenese wird durch externe und zellinterne Signale ausgelost.
Wahrend der Gehirnentwicklung entstehen im gesamten Gehirn Neuronen und
Astrozyten, im adulten Saugergehirn existieren jedoch nur noch zwei Regionen, in
denen Neurogenese zeitlebens fortgesetzt wird. Neurogene Vorlauferzellen sind zum
einen in der subventrikularen Zone, die die lateralen Ventrikel im Vorderhirn umgibt,
und zum anderen in der subgranularen Schicht des Gyrus dendatus im Hippocampus
lokalisiert (Abrous et al., 2005; Alvarez-Buylla and Garcia-Verdugo, 2002; Alvarez-
Buylla and Lim, 2004; Curtis et al., 2007; Elder et al., 2006; Emsley et al., 2005; Lie
et al.,, 2004; Lledo et al., 2006; Ming and Song, 2005; Quinones-Hinojosa et al.,
2006; Taupin and Gage, 2002). Es wird geschatzt, dass etwa eine von 300 Zellen in
den Ventrikeln eine neurale Stammzelle ist (Cassidy and Frisen, 2001). Von dort aus
wandern die neuronalen Progenitorzellen entlang bestimmter Routen heraus und
bilden neue Neurone (Curtis et al., 2007; Ghashghaei et al., 2007). Im Rattengehirn
wurde gezeigt, dass taglich mehr als 30.000 neuronale Progenitorzellen die
subventrikularen Zone uber den rostralen migratorischen Strom Richtung
Riechkolben verlassen (Lledo et al., 2006). Auch die adulte Neurogenese wird durch
interne und externe Signale kontrolliert (Abrous et al., 2005; Ming and Song, 2005).
Es konnte gezeigt werden, dass Astrozyten die adulte Neurogenese regulieren (Ma
et al., 2005; Song et al., 2002).

Uber die Funktion der Neurogenese beim Erwachsenen ist man sich nicht sicher,
obwohl es eindeutige Hinweise darauf gibt, dass die postnatale Neurogenese im
Hippocampus wichtig fur das Lernen und Gedachtnis ist (Abrous et al., 2005; Aimone
et al., 2006; Emsley et al., 2005; Shors et al., 2001; Shors et al., 2002; Snyder et al.,
2005).

Wahrend im unverletzten Gehirn die neuronalen Progenitorzellen nur in den beiden
speziellen Regionen zu finden sind, andert sich die Situation bei Verletzung des
Gehirns. Die neuronalen Progenitorzellen werden durch eine Vielzahl an
pathologischen Veranderungen aktiviert, wandern zu den verletzen Gehirnregionen
und ersetzen dort bestimmte Zellpopulationen (Picard-Riera et al., 2004). Sie kdnnen

dabei sogar von einer Gehirnhemisphare zur anderen wandern (Imitola et al., 2004).
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Die vorwiegende Antwort bei Verletzungen des Gehirns geht aber von glialen
Progenitorzellen aus; sie sind die vorherrschend proliferierende Population bei
Verletzungen. Sie helfen beim Wiederaufbau der Blut-Hirn-Schranke und bei der
Remyelinisierung (Liu and Rao, 2004). Wahrend neuronalen Progenitorzellen im
adulten Gehirn nur in bestimmten Gehirnregionen angesiedelt sind, findet man gliale
Progenitorzellen im gesamten Gehirnparenchym. Dort ersetzen sie gliale
Zellpopulationen ein Leben lang (Elder et al., 2006; Goldman, 2003; Liu and Rao,
2004; Steiner et al., 2004). Sie stellen in der weilden adulten Gehirnsubstanz etwa
4% der Zellpopulation dar und konnen in der Zellkultur auch Neuronen bilden
(Goldman and Sim, 2005).

Insgesamt findet aber die endogene Reparatur mit neuralen Progenitorzellen nur
sehr limitiert statt (Han et al., 2004; Jin et al., 2002). Zurzeit ist es bei der
Behandlung von Krankheiten des ZNS wie Multiple Sklerose oder der Parkinsonsche
Krankheit das Ziel, die Funktion derjenigen Nervenzellen, welche im Verlauf der
Krankheit sterben, mit Hilfe von Medikamenten zu ersetzen. Mit den neuralen
Progenitorzellen ergibt sich ein weiterer Therapieansatz: die fehlende Zelle selbst
wird durch eine Gesunde ersetzt. Dies konnte entweder durch Anregung
korpereigener Progenitorzellen durch differenzierungs- und migrationsfordernde
Faktoren oder durch die Transplantation von Progenitorzellen in das erkrankte
Gehirngewebe erfolgen (Cao et al., 2002; Goldman, 2005; Keirstead, 2001; Kim,
2007; Lindvall and Kokaia, 2006; Martino and Pluchino, 2006; Muller et al., 2006).

Humane neurale Progenitorzelllinien und die Zelllinie HNSC.100

Um uneingeschrankte Mengen an neuralen Progenitorzellen fur die Erforschung der
Zellen selbst und neuer Therapieansatze zur Hand zu haben, wurden epigenetische
sowie genetische Methoden fur ihre langfristige Vermehrung in Zellkulturen
entwickelt (Ubersichten: (Martinez-Serrano et al., 2001; Svendsen et al., 1999; Villa
et al., 2001). Bei epigenetischen Methoden werden dem Zellkulturmedium bestimmte
Mitogene zugesetzt, welche die Proliferation der Zellen unterstutzen (Carpenter et
al., 1999; Palmer et al., 2001; Vescovi et al., 1999). Die beiden Wachstumsfaktoren
EGF (epidermal growth factor) und FGF-2 (basic fibroblast growth factor, b-
FGF/FGF-2) spielen bei der Proliferation von neuralen Progenitorzellen eine wichtige
Rolle (Tureyen et al., 2005). Jedoch scheinen mit epigenetischen Methoden

etablierte Zellen, aufgrund der Verkirzung der chromosomalen Telomer-Enden mit
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jeder Teilung, nach langerer Kultivierung ihr Proliferationspotential zu verlieren. In
genetisch etablierten Zelllinien scheint Telomeraseaktivitat vorhanden zu sein, so
dass die kurzen Telomer-Enden stabil bleiben (Cacci et al., 2007; Villa et al., 2004).
Bei genetischen Methoden werden die Zellen mit immortalisierenden Genen (wie z.B.
das Onkogen v-myc) transduziert (Cacci et al., 2007; De Filippis et al., 2007; Flax et
al., 1998; Pollock et al., 2006; Sah et al., 1997; Villa et al., 2002; Villa et al., 2000).
Die Vorlauferzellen wurden aus dem embryonalen und adulten humanen Gehirn aus
verschiedenen Regionen isoliert. Die etablierten humanen neuralen Zellkulturen
unterscheiden sich in vielerlei Hinsicht voneinander (Ubersicht: (Villa et al., 2001)):
die Isolierung der Zellen, die Art der Zellkultur (adharente Zellen oder
Zellsuspensionen/Neurospharen), die Homogenitat bzw. Heterogenitat der Zellen,
die Art der Mitogenstimulation und ihr Entwicklungspotential.

Die Transplantation humaner neuraler Progenitorzelllinien ins Nagergehirn konnte
gezeigt werden. Die Stammzellen Uberlebten, wanderten und integrierten in das
fremde Gehirn und differenzierten in alle drei neuralen Zelltypen des Gehirns
(Behrstock et al., 2006; Flax et al., 1998; Fricker et al., 1999; Kelly et al., 2004; Kim
et al., 2006; Lee et al., 2007; McBride et al., 2004; Rubio et al., 2000; Uchida et al.,
2000).

In dieser Arbeit wurde mit der humanen neuralen Stammzelllinie HNSC.100 (HNSC
»human neural stem cells") gearbeitet, welche von Villa et al. etabliert wurde (Villa et
al., 2000). Die neuralen Progenitorzellen wurden aus dem Vorderhirn eines humanen
embryonalen Aborts isoliert. Mit Hilfe epigenetischer und genetischer Methoden
wurde die monoklonale und homogene Zelllinie HNSC.100 entwickelt. Zuerst wurden
Zellen daraufhin selektioniert, dass sie sich in Medium mit Wachstumsfaktoren teilen.
Anschlieffiend wurden die Zellen durch retrovirale Transduktion mit dem Onkogen v-
myc immortalisiert, so dass sie sich unbegrenzt teilen kdnnen (Martinez-Serrano et
al., 2001; Villa et al., 2002; Villa et al., 2004). Unter dem Einfluss der beiden
Wachstumsfaktoren EGF und FGF-2 bleibt diese Zelllinie multipotent und zeigt
Selbsterneuerungspotential (Villa et al., 2000). Entzieht man den HNSC.100-Zellen
diese beiden Wachstumsfaktoren, beginnen sie spontan zu differenzieren. Es
entsteht eine gemischte Kultur aus Neuronen, Oligodendrozyten und Astrozyten. Der
Uberwiegende Anteil (etwa 60%) der Zellen differenziert dabei jedoch zu Astrozyten
(Liste et al., 2007; Villa et al., 2000). In dieser Arbeit wurde deshalb entschieden mit
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der Bezeichnung "Progenitorzelle" zu arbeiten, da die verwendeten HNSC.100-
Zellen bevorzugt in einen bestimmten Zelltyp (Astrozyten) differenzieren.

Der Vorteil bei der Verwendung einer Zelllinie anstatt primarer Zellen lag darin, dass
sie deutlich langer in Kultur gehalten werden kann und dadurch einerseits
Langzeitstudien moglich waren und andererseits auch die Moglichkeit bestand, die
Zellen genetisch zu manipulieren, d.h. fremde Gene in den Zellen stabil zu
exprimieren. In der Literatur wurde bereits mehrfach beschrieben, dass sich die
Progenitorzelllinie HNSC.100 genetisch verandern lasst (Liste et al., 2007; Liste et
al., 2004a; Liste et al., 2004b; Navarro-Galve et al., 2005).

Induktion der Astrogenese mittels des Zytokins CNTF

In der vorliegenden Arbeit sollten Differenzierungsbedingungen fur die Zelllinie
HNSC.100 etabliert werden, welche eine gezielte Differenzierung der
Progenitorzellen in Astrozyten fordern, so dass eine reine Astrozytenkultur entsteht.
Es wurde der Einfluss des Zytokins CNTF (,cililary neurotrophic factor”) auf die
Differenzierung der HNSC.100-Zellen untersucht, da in verschiedenen Studien mit
murinen neuralen Progenitorzellen bereits gezeigt werden konnte, dass es die
Astrozytendifferenzierung induziert (Aberg et al., 2001; Angelastro et al., 2005; Bonni
et al., 1997; Brunet et al., 2004; Johe et al., 1996). CNTF induzierte dabei schnell
(48h) und effizient (>90%) die Differenzierung in Astrozyten (Johe et al., 1996). Das
Zytokin aktiviert verschiedene zellulare Mechanismen, die zur Differenzierung in
Astrozyten fuhren. Einerseits stimuliert CNTF den STAT-JAK-
Signaltransduktionsweg (janus kinases and signal transducer and activator of
transcription proteins®). CNTF bindet an den Rezeptor CNTFR. Dies fuhrt zur
Aktivierung von  assoziierten JAK-Tyrosin-Kinasen, was wiederum die
Phosphorylierung  verschiedener  STAT-Proteine nach sich zieht. Die
phosphorylierten STAT-Proteine STAT1 und 3 findet man hauptsachlich im Kern von
CNTF-behandelten Zellen, wo sie die Transkription direkt aktivieren (Bonni et al.,
1997). Neben diesen optimal untersuchten Weg wird durch CNTF noch der MAPK-
Signalweg (,mitogen-activated protein kinase®) induziert. Dieser im Gegensatz zum
JAK-STAT-Weg nur transient aktivierte Signalweg ist wohl am Beginn des
Differenzierungsprozesses von Bedeutung. Die Hemmung des MAPK-Weges fluhrt
nur zu einer verzogerten Initiierung der Differenzierung, wahrend die Inhibierung von

STAT3 die Astrozytendifferenzierung verhindert (Aberg et al., 2001; Rajan and
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McKay, 1998). Drittens wurde gezeigt, dass die Stimulierung von neuralen
Stammzellen mit CNTF in einer Phosphatidyl-Inositol-3-OH Kinase/Akt1 abhangigen
Phosphorylierung von N-CoR (,nuclear receptor co-repressor®), einem
Transkriptionsrepressor, resultiert. N-CoR reprimiert den astrozytenspezifischen
GFAP-Promotor. N-CoR lokalisiert durch die CNTF-induzierte Phosphorylierung
zeitweilig im Zytoplasma der Zellen und wird dort wahrscheinlich teilweise degradiert
(Hermanson et al., 2002).

Die Induktion der Differenzierung der neuralen Progenitorzellen durch CNTF ist
entwicklungsabhangig (Bonni et al., 1997; Molne et al., 2000; Sauvageot and Stiles,
2002). Die Empfanglichkeit von fetalen neuralen Vorlauferzellen fir CNTF steigt mit
dem Alter der Zellen. Dies passt zur Embryonalentwicklung des Gehirns, bei der
zuerst vor allem Neuronen entstehen und erst in spateren Phasen Astrozyten.
Wahrend der Entwicklung wirken unterschiedliche Mechanismen, um die gliale
Differenzierung zu regulieren. Der Repressor N-CoR ist zum Beispiel nur in frihen
Entwicklungsstadien von Bedeutung, in spateren Stadien erfolgt die Regulation Gber
epigenetische Mechanismen wie Methylierung des GFAP-Promotors oder hohe Level
an neurogenen Transkriptionsfaktoren (Fan et al., 2005; Song and Ghosh, 2004;
Takizawa et al., 2001).

1.5 Zellulare neurale Marker

Zur Unterscheidung und Charakterisierung der verschiedenen neuralen
Zellpopulationen wurde in dieser Arbeit die Expression und Produktion von
zelluldren Markern untersucht (Ubersicht: (Nakano and Kornblum, 2003)). Da die
Annahme, dass ein spezifischer Zellmarker fur eine spezielle Zellart existiert, meist
nicht zutrifft, wurde je Zellpopulation meist mehrere Marker untersucht. Tabelle 1.1
zeigt eine Ubersicht tiber die zur Charakterisierung verwendeten zelluléaren Antigene.
Neurale Progenitorzellen werden in der Literatur hauptsachlich Gber die Expression
des 220 kD grofen Intermediarfilaments Nestin charakterisiert (Dahlstrand et al.,
1995; Lendahl et al., 1990; Messam et al., 2002; Messam et al., 2000; Michalczyk
and Ziman, 2005). Bei der Differenzierung der neuralen Vorlauferzellen nimmt die
Expression von Nestin ab und wird durch andere intermediare Filamente wie GFAP
in Astrozyten oder Neurofilamente in Neuronen ersetzt (Bazan et al., 2004; Messam

et al., 2000). Nestin kolokalisiert immer mit anderen intermediaren Filamentproteinen,
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da es nicht in der Lage ist, Filamente mit sich selbst zu bilden (Eliasson et al., 1999).
Trotz Untersuchungen, die zeigen, dass Nestin nicht alle Stammzellen des ZNS
kennzeichnet und der Kenntnis, dass Nestin auch in Zellen exprimiert wird, die keine
Progenitorzellen darstellen, wird Nestin auch weiterhin noch in der Literatur als der

Marker flr neurale Progenitorzellen verwendet (Bazan et al., 2004).

Zellmarker liberwiegend exprimiert in...
Nestin neurale Progenitorzellen

Sox1 neurale Progenitorzellen
Vimentin gliale Progenitorzellen

GFAP Astrozyten

S1008 Astrozyten

Aquaporin 4 Astrozyten

CNPase Oligodendrozyten

3 Tubulin 11 Neuronen (generell)

Synapsin Neuronen (reife Neuronen)

Tabelle 1.1 Ubersicht iiber die untersuchten Marker und ihre Zellspezifitit. Es wurden Zellmarker
spezifisch fir neurale Progenitorzellen, Astrozyten, Oligodendrozyten und Neuronen untersucht.
Literaturzitate sind im Text angegeben.

Als weiterer zellularer Marker wurde die Expression des Intermediarfilaments
Vimentin untersucht. Es bildet in unreifen Progenitorzellen mit Nestin eine
Partnerschaft, wird aber auch in proliferierenden Astrozyten, sowie radialen
Gliazellen exprimiert (Eliasson et al., 1999; Pekny and Pekna, 2004; Yoshida, 2001).
Vimentin mRNA Level werden durch Wachstumsfaktoren und Differenzierung
reguliert (Ferrari et al., 1986).

Neben den beiden Intermediarfilamenten wurde die Expression des
Transkriptionsfaktors Sox1 zur Identifizierung von neuralen Progenitorzellen
untersucht. Sox1 gehort zur Sox-Genfamilie, die bei der Erhaltung der Multipotenz
von Stammzellen in verschiedenen Geweben beteiligt sind (Bazan et al., 2004,
Wegner, 1999). Sox1 ist einer der frihesten Marker fur neurale Progenitorzellen in
Saugern. Er wird bereits wahrend der Entwicklung des Neuralrohrs exprimiert
(Aubert et al., 2003; Bazan et al., 2004; Li et al., 1998; Wegner and Stolt, 2005).
Wahrend der fotalen Entwicklung wird Sox1 spezifisch von proliferierenden
Progenitorzellen im gesamten ZNS exprimiert und auch im adulten Gehirn konnte die
Expression gezeigt werden (Aubert et al., 2003; Li et al., 1998; Ying et al., 2003).
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Beim Austritt aus der Mitose und Differenzierung wird der Faktor Sox1 herabreguliert
(Bazan et al., 2004).

Der typische Zellmarker, der zur Identifizierung von Astrozyten verwendet wird, ist
das Intermediarfilament GFAP (“glial fibrillary acidic protein”) (Eng et al., 2000).
Problem dieses haufig verwendeten Markers ist, dass nicht alle Astrozyten GFAP-
positiv sind. Die Funktion von GFAP wurde bislang nicht vollstandig geklart,
vermutlich kontrolliert es die Zellform und ermdglicht die Beweglichkeit der
Astrozyten. Bei der Aktvierung von Astrozyten z.B. im verletzten Gehirn wird die
Expression von GFAP hochreguliert.

Zur Charakterisierung von Astrozyten wurde die Expression zweier weiterer Marker
untersucht. Einmal das Calcium-bindende Protein S1003 (Nardin et al., 2007; Sen
and Belli, 2007; Steiner et al., 2007) und zum anderen das Aquaporin 4 (AQP4).
S100R gehort zu einer Gruppe von Proteine, die Calcium-abhangig als regulatorische
Proteine wirken und die Aktivitat andere Effektorproteine beeinflussen. Es spielt eine
Rolle in Signaltransduktionswegen und ist im Calciumhaushalt der Zellen involviert.
Aquaporine bilden Kanale in der Zellmembran, durch die spezifisch Wassermolekule
gelangen (Amiry-Moghaddam and Ottersen, 2003; Verkman, 2005). Aquaporin 4 wird
uberwiegend im Gehirn exprimiert, vor allem in der Plasmamembran von Astrozyten
(Saadoun et al., 2005; Sulyok et al., 2004). Die Expression von AQP4 startet mit der
Astrozytendifferenzierung, allerdings ein paar Tage spater als die Expression von
GFAP (Yoneda et al., 2001).

Zur  ldentifizierung  von  Oligodendrozyten  wurde die  2'-3'-zyklische
Nukleotidphosphodiesterase (“2°,3 -cyclic-nucleotide-phosphodiesterase“, CNPase)
verwendet. Die CNPase ist ein myelinassoziiertes Protein, und somit innerhalb des
Nervensystems spezifisch fir myelinisierende Zellen (Lappe-Siefke et al., 2003).
Neuronen exprimieren wahrend ihrer Reifung verschiedene Markerproteine
(Kempermann et al., 2004). Ein frGher Marker fur unreife Neuronen ist R-Tubulin 11l
(Draberova et al., 1998; Lee et al., 1990; Memberg and Hall, 1995). Zusatzlich zu
den ubiquitaren Tubulinen o und g, welche die Mikrotubuli des Zytoskeletts bilden,
wird in Neuronen der B-Tubulin Isotyp Il exprimiert. Es stellt eines der ersten
Proteine des Zytoskeletts in Neuronen dar. Als spater Marker der neuronalen
Entwicklung wurde die Expression von Synapsin untersucht. Synapsinproteine
regulieren die Freisetzung von Neurotransmittern Uber die synaptischen Vesikel an

neuronalen Synapsen (Hilfiker et al., 1999).
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1.6 HIV-Infektion von humanen neuralen Progenitorzellen

Uber die HIV-1 Infektion von neuralen Progenitorzellen und Gber die Fahigkeit von
HIV in diesen Zellen zur persistieren ist bisher nur sehr wenig bekannt. Es existieren
erst wenig Studien, die sich mit der Thematik der HIV-Infektion von humanen
neuralen Progenitorpopulationen befasst haben.

Lawrence et al. waren die Ersten, die nachweisen konnten, dass primare
multipotente fotale humane neurale Progenitorzellen mit HIV-1 infiziert werden
konnen (Lawrence et al., 2004). Infektionsstudien mit dem HIV-Stamm IlIB und
Transfektionsstudien mit dem infektiosem proviralen Plasmid pNL4-3 zeigten, dass
die primaren Progenitorzellen anfanglich eine geringe Virusproduktion aufweisen.
Nach zehn Tagen konnte jedoch keine Virusproduktion mehr detektiert werden. Die
Infektion der Zellen wurde in dieser Studie nur Uber einen Zeitraum von maximal drei
Wochen betrachtet. Zusatzlich konnten die Autoren zeigen, dass in der latenten
Infektionsphase die Virusproduktion der infizierte primaren Progenitorzellen wieder
aktiviert werden kann (Lawrence et al., 2004).

In vivo existiert eine Studie von Schwartz et al. , die HIV-1 oder virale DNA in Nestin-
positiven Zellen im fetalen Gehirn von Kindern nachweist. Der Nachweis gelang in
vier von sieben HIV-infizierten Kindern (Schwartz et al., 2007). Diese Untersuchung
spricht daflr, dass in vivo tatsachlich die Infektion von neuralen Progenitorzellen
stattfinden kann.

In Gehirnen von HIV-infizierten Patienten mit HAD fand man weniger proliferierende
Zellen (Krathwohl and Kaiser, 2004). Die Autoren nehmen an, dass es sich bei

diesen proliferierenden Zellen um neurale Progenitorzellen handelt.

1.7 Zielsetzung

Das Ziel dieser Arbeit war es nun, zu untersuchen, ob humane neurale
Progenitorpopulationen ein weiteres mogliches Zellreservoir fur HIV-1 im Gehirn
darstellen konnen. Zu diesem Zweck wurde die Langzeit-HIV-1 Infektion von
neuralen Progenitorzellen analysiert. Weiter sollte der Einfluss des Virus auf die

Eigenschaften der neuralen Progenitorpopulation untersucht werden.
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2. Material und Methoden
2.1 Material

2.1.1 Reagenzien und Verbrauchsmaterial

1 kb DNA-Langenstandard

2 log DNA-Langenstandard
Agarose

Agar

Ampicillin

B27-Supplement

BDNF
Bradford-Proteinbestimmungsreagenz
Bromphenolblau

Bovines Serumalbumin (BSA)
CFSE

CNTF (human rekombinant)
DMSO

DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment

EDTA

EGF (human rekombinant)
Ethidiumbromid, 1% (w/v) in a.d.
Ethanol

FGF (human rekombinat, FGF-b, FGF-2)

Fotales Kalberserum (FKS)
Geneticin (G418)

GlutaMAX-I|

Glycerol

GoTagq® DNA Polymerase
Hepes-Puffer

Hoechst 33342 (Bisbenzimid)
Isopropanol

Klenow-Fragment
Mercapthoethanol

M-MLV Reverse Transkriptase RnaseH
Minus, Point Mutant

Methanol

N-2 Supplement

Natriumbutyrat

Nuclease-freies Wasser
NuPAGE® LDS Probenpuffer
NuPAGE® MES SDS Laufpuffer
NuPAGE® MOPS SDS Laufpuffer
NuPAGE® Probenpuffer
NuPAGE® Sample Reduktionsreagenz
NuPAGE® Transferpuffer

PCR Master Mix

PCR Nukleotide Mix (dNTP)
Paraformaldehyd (PFA)

New England Biolabs, Schwalbach
New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen

Life Technologies, Eggenstein
Sigma, Deisenhofen

Gibco, Karlsruhe

Tebu-Bio, Offenbach

Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt

Sigma, Deisenhofen

Molecular Probes, Karlsruhe
Tebu-Bio, Offenbach

Sigma, Deisenhofen

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen

Tebu-Bio, Offenbach

Serva, Heidelberg

Merck, Darmstadt

Tebu-Bio, Offenbach

Biochrom AG, Berlin

Gibco, Karlsruhe

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, USA

Gibco, Karlsruhe

Molecular Probes, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

New England Biolabs, Schwalbach
Sigma, Deisenhofen

Promega, Madison, USA

Merck, Darmstadt
Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Promega, Madison, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Sigma, Deisenhofen
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PDGF-AB
Penicillin/Streptomycin-Losung
Polybrene

Polyfect

Ponceau S-Rot
Proteinaseinhibitoren-Mix
Random Primer
Restriktionsenzyme

RNaseH

RNasin (Ribonucleaseinhibitor)
RQ1 Rnase-freie DNase
Saponin

SDS

SeeBlue® Plus2 Pre-Stained Proteinstandard
SuperSignal West Pico Chemil.Substrate

T4 DNA Ligase
TNF-a (human)

Tris

Triton®X-100
Trypsin-EDTA Losung
Tween®20

Weitere allgemeine Chemikalien

Tebu-Bio, Offenbach

Gibco, Karlsruhe

Sigma, Deisenhofen
Qiagen, Hilden

Sigma, Deisenhofen

Sigma, Deisenhofen
Promega, Madison, USA
New England Biolabs, Schwalbach
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Promega, Madison, USA
Sigma, Deisenhofen

Merck, Darmstadt
Invitrogen, Karlsruhe
Pierce, Rockford, USA
Roche Diagnostics, Mannheim
Sigma, Deisenhofen

Léwe Biochemika, Minchen
Sigma, Deisenhofen
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma, Deisenhofen

von den Firmen Sigma-Aldrich

(Deisenhofen) oder Merck (Darmstadt) bezogen.

Sonstiges Verbrauchsmaterial

Filter, 0,22 pm und 0,45 pm
Hyperfilm ECL

LightCycler Kapillaren, 20 pl
Nitrozellulosemembran (0,45 um)
NuPAGE® -Western Blot Fertiggele

Poly-D-Lysin beschichtetes Plastikmaterial

Qiashredder-Saulchen
Sterilfiltrierungsgefalle (0,22 ym)
Whatmann Filterpapier
Zahlkammer MD Kova Raster 10

Nunc, Wiesbaden

Amersham Bioscience, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Bio Rad, Munchen

Invitrogen, Karlsruhe

BD Falcon, Duren

Qiagen, Hilden

Millipore, Schwalbach

Bio Rad, Munchen

Madaus Diagnostik, Kdin

Nicht aufgefluhrte Verbrauchsmaterialien/Plastikwaren wurden von Corning Inc. (New
York, USA), Becton Dickinson (Duren), Eppendorf (Hamburg), Gilson (Den Haag,
Niederlande), Greiner Labortechnik (Frickenhausen), Nunc International (Wiesbaden)
und Sarstedt (Newton, USA) bezogen.
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2.1.2 Puffer und Losungen

Alle Puffer und Losungen wurden mit sterilem Wasser (A.d.) hergestellt. Alle nicht

aufgefuhrten Puffer und Losungen sind in den Protokollen der verwendeten Kits der

Herstellerfirmen beschrieben.

Name

Blockierungspuffer (Western Blot)

DNA-Auftragspuffer

Lysepuffer

Paraformaldehyd (PFA) (4%)
pH 7,2

Phosphat gepufferte Kochsalzlosung (PBS)
pH 7,4

Plasmidminipraparationspuffer
pH 4,8

Stripping-Puffer (Western Blot)
pH 2,2

Triplexpuffer

Zusammensetzung

1 Teil Milch
2 Teile 0,1% Tween®20 in PBS

0,01% Bromphenolblau
0,01% Xylencyanol
15% Ficoll

5 mM EDTA

1 ml Triplexpuffer
+ 10 ul Proteinaseinhibitoren-Mix
+ 10 ul PMSF (200mM)

4 g PFA in 100 ml PBS

140 mM NaCl

5,4 mM KCI

9,7 MM NayHPO4 x 2H,0
2mM KHyPO,

Puffer P1:

25 mM Tris-Base
10 mM EDTA

50 mM Glucose
pH 8,0

Puffer P2:

0,2 N NaOH

1% SDS

Puffer P3:

3 M Na-Acetat

0,2 M Glycin
0,1 % SDS

50 mM Tris-HCI, pH 7,4
150 mM NaCl

0,02% NaNs3;

0,1% SDS

1% NP-40

0,5% DOC
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Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE) (50%)

2 M Tris-Acetat

100 mM Nao-EDTA
10 mM Tris-HCI

Waschpuffer (Western Blot)

2.1.3 Verwendete Kits
Name

Actin Cytoskeleton and

Focal Adhesion Staining Kit

CellPhect Transfection Kit

Expand High Fidelity PCR System
FUGENE™ 6/ FUGENE®HD Transfection Kit
HIV-1 p24-Antigen ELISA

LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |
NFKkB activation HitKit

Nucleobond AX 100/500 Kit

Nucleospin Extract Kit Il

Nucleospin Plasmid

Omniscript RT-Kit

Plasmid Mini Kit

Qiaamp DNA MiniKit

Qiagen RNeasy Mini Kit

Rapid DNA Ligation Kit

RQ1 DNAse Kit

SuperScript First Strand Synthesis System

2.1.4 Medien

Bakterienmedien

0,1% Tween®20 in PBS

Hersteller

Chemicon,Schwalbach
Pharmacia Biotech, Freiburg
Roche Diagnostics, Mannheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Beckmann Coulter, Krefeld
Roche Diagnostics, Mannheim
Cellomics, Pittsburgh, USA
Macherey-Nagel,Diren
Macherey-Nagel,Diren
Macherey-Nagel,Diren
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim
Promega, Madison, USA
Invitrogen, Karlsruhe

Samtliche Nahrmedien fir die Bakterienanzucht wurden durch Autoklavieren

sterilisiert. Wenn notig wurde dem LB-Medium bzw. dem LB-Agar zur Selektion

Ampicillin in einer Konzentration von 100 pg/ml zugefugt.

LB-Medium:

LB-Agar:

SOC-Medium:

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt

10 g NaCl

ad 1000 mlA.d.,pH 7,0

LB-Medium mit 15 g/l Agar

20 g Trypton

5 g Hefeextrakt

0,5 g NaCl

2,5 mM KCI

20 mM Glucose

ad 1000 ml mit A.d., pH 7,0
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Einfriermedium: 2 Teile 80% Glycerin,
1 Teil 10 mM MgCl;

Zellkulturmedien

DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) Gibco, Karlsruhe
mit Glutamax-| (L-Analyl-L-Glutamin) mit Natriumpyruvat

DMEM/F-12 1:1 Gibco, Karlsruhe
mit GlutaMAX-I

Neurobasal™ -Medium Gibco, Karlsruhe
RPMI 1640-Medium Biochrom AG, Berlin

2 g/l NaHCO3 und Glutamin

Die Zelllinien HEK 293T, Hela, 85HG66, U138MG und U251MG wurden in DMEM-
Medium mit 10% fotalen Kalberserum (FKS) und 1% Penicillin/Streptomycin-Losung
kultiviert. Dies entspricht 100 Einheiten Penicillin und 100 ug Streptomycin pro ml.
Die Zelllinien TH4-7-5, KE37/1-11IB und KE37/1 wurden in RPMI-Medium mit 10%
FKS und 1% Penicillin/Streptomycin-Lésung kultiviert. Die HNSC.100-Zellen wurden
in chemisch definierten Medien (siehe unten, abgeandert nach (Villa et al., 2000))
gehalten, welches nach Herstellung steril filtriert wurde. FKS wurde fur alle Zelllinien
bei 56°C hitzeinaktiviert.

Einfriermedien:
Die Zellen wurden in ihrem jeweiligen Zellkulturmedium mit 20% FKS und 10%

DMSO eingefroren.

HNSC.100-Medien
Proliferationsmedium:

DMEM/ F-12 + 1% BSA (Sigma Nr. A9647)
+ 1x N2-Supplement
+ 5 mM Hepes-Puffer
+0,5% FKS
+ 1% Penicillin/Streptomycin-Losung
+ 20 ng/ml FGF-2 (gelést in PBS + 0,1% BSA+ 1 mM DTT)
+ 20 ng/ml EGF (geldst in 10 mM Essigsaure + 0,1% BSA)
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Astrozytendifferenzierungsmedium:

DMEM/ F-12 + 1% BSA (Sigma Nr. A9647)
+ 1x N2-Supplement
+ 5 mM Hepes-Puffer
+0,5% FKS
+ 1% Penicillin/Streptomycin-Losung
+ 100 ng/ml CNTF

Neuronendifferenzierungsmedium:

Neurobasalmedium + 1% BSA (Sigma Nr. A9647)
+ 1x B27-Supplement
+ 5 mM Hepes-Puffer
+0,5% FKS
+ 1% Penicillin/Streptomycin-Losung
+ 1x GlutaMAX
+ 10 ng/ml BDNF
+ 10 ng/ml PDGF

Die Zytokine wurden den Differenzierungsmedien bei Verwendung jeweils frisch

zugesetzt.

2.1.5 Antikorper (AK)

Antikorper gegen zellulare Antigene

- anti-GAPDH (Glyceraldehyde 3-Phosphatdehydrogenase)
Maus, monoklonal (Chemicon, Hampshire, UK)
1:10.000 (Western Blot)

- anti-GFAP (“glial fibrillary acidic protein®)
Kaninchen, polyklonales Antiserum (Dako, Hamburg)
1:500 (Immunfarbung), 1:5000 (Western Blot) , 1:50 (FACS)

- anti-Nestin (Messam et al., 2000)
Kaninchen, polyklonales Antiserum (zur Verfugung gestellt von E.O.
Major)
1:3000 (Western Blot), 1:30 FACS

-anti-Nestin
Maus, monoklonal (Chemicon, Hampshire, UK)
1:100 (Immunfarbung)

- anti-Tubulin, beta Ill Isoform
Maus, monoklonal (Chemicon, Hampshire, UK)
1:1000 (Western Blot)

- anti-Synapsin |
Kaninchen, polyklonal (Chemicon, Hampshire, UK)
1:1000 (Western Blot)

- anti-CNPase (“2', 3-cyclic nucleotide 3'-phosphodiesterase” )
Maus, monklonal (Chemicon, Hampshire, UK)
1:1000 (Western Blot)
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- anti-Vimentin
Maus, monoklonal (Dako, Hamburg)
1:2000 (Western Blot)

- anti-GFP
Ratte, Serum (Dr. Elisabeth Kremmer, Helmholtz Zentrum Minchen)
1:50 (Western Blot)

- anti-DDX1 (DEAD Box Protein)
Maus, monoklonal (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:1000 (Western Blot)

- anti-Sam68 (,68kDa-Scr-associated protein in mitosis®)
Maus, monoklonal (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:2500 (Western Blot)

- anti-Tubulin
Maus, monoklonal (Chemicon, Schwalbach)
1:200 (Immunfarbung)

- anti-CD4, APC (“Allophycocyanin”) -konjugiert
Maus, monoklonal (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:50 (FACS)

- anti-CCRS, APC-konjugiert
Maus, monoklonal (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:50 (FACS)

- anti-CXCR4, APC-konjugiert
Maus, monoklonal (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:50 (FACS)

Sekundare Antikorper und Isotyp-Kontrollen

- anti-Kaninchen, Cy3-konjugiert
Ziege, (Dianova, Hamburg)
1:800 (Immunfarbung), 1:100 (FACS)
- anti-Maus, Meerrettichperoxidase-konjugiert
Ziege (Dianova, Hamburg)
1:10.000 (Western Blot)
- anti-Kaninchen , Meerrettichperoxidase-konjugiert
Ziege (Dianova, Hamburg)
1:10.000 (Western Blot)
- anti-Maus, Alexa488-konjugiert
Ziege (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe)
1:500 (Immunfarbung)
- anti-Kaninchen, Alexa568-konjugiert
Ziege (Molecular Probes, Invitrogen, Karlsruhe)
1:500 (Immunfarbung)
- Isotyp-Kontrolle 1lgG2a, 1, APC-konjugiert
Maus (BD Biosciences Pharmingen, Heidelberg)
1:50 (FACS)

2.1.6 Oligonukleotid-Primer
Die Primer wurden von Herrn Utz Linzner, Helmholtz Zentrum Miinchen oder von der

Firma Metabion (Martinsried) synthetisiert.
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Name:

AQP4 sense
AQP4 antisense
CCRa3 sense
CCRa3 antisense
CCR5 sense
CCRS5 antisense
CCRS8 sense
CCRS8 antisense
CD4 sense

CD4 antisense
CXCR4 sense
CXCR4 antisense
CXCRG6 sense
CXCRG6 antisense
D6 sense

D6 antisense
DC-SIGN sense
DC-SIGN antisense
GPR1 sense
GPR1 antisense
GPR15 sense
GPR15 antisense
L-SIGN sense
L-SIGN antisense
Nestin sense
Nestin antisense
RDC1 sense
RDC1 antisense
RPII sense

RPII antisense
S100R sense
S100R antisense
Sox1 sense

Sox1 antisense

Gfa2-promoter forward
EGFP forward
EGFP reverse

BSS
GAGA
KPNA
SJ4.7A

3-Globin sense
3-Globin antisense

Provirus sense (oder BK1F)
Provirus antisense (oder BK1R)

Sequenz (5°-3’):

GGAATCCTCTATCTGGTCACA
TGTTTGCTGGGCAGCTTTGCT
GCTGATACCAGAGCACTGATG
CAACAAAGGCGTAGATCACCG
CTTCATTACACCTGCAGCTCT
CACAGCCCTGTGCCTCTTCTT
GCAAGTTGCTCCTTGCTGTC
CATGGGTGGCATAAGTCAGC
TCAGGGAAAGAAAGTGGTGC
AAGAAGGAGCCCTGATTTCC
TAGATATCTTACCATGGAGGGGATCAG
TAGCGGCGCTTAGCTGGAGTGAAAACTTG
CAGGCATCCATGAATGGGTGT
CAAGGCTATAACTGGAACATGCTG
CGTTCATGCTCAGCCCTAC
CTGGAGTGCGTAGTCTAGATGC
GCTGACCCGGCTGAAGGC
GGTGAGCCGTCCACCCATT
CCAGCTGGGAGTTGTTGTTCACT
GCTGTTTCCAGGAGACACAG
ATGGACCCAGAAGAAACTTC
TTAGAGTGACACAGACCTC
CAGTGGCATCAGACTTTTTC
CCTGGTAGATCTCCTGCA
GAGAGGGAGGACAAAGTCCC
TCCCTCAGAGACTAGCGCAT
AAGAAGATGGTACGCCGTGTCGTCTGCATCCTG
CTGCTGTGCTTCTCCTGGTCACTGGACGCCGAG
GCACCACGTCCAATGACAT
GTGCGGCTGCTTCCATAA
GGAGACAAGCACAAGCTGAA
CCATGACTTTGTCCACCACC
AGAACCCCAAGATGCACAAC
GCCAGCGAGTACTTGTCCTT

TCTCTGTGCTGGGACTCACA
AAGGGCGAGGAGCTGTTCA
TTGTACAGCTCGTCCATGCC

GGCTTGCTGAAGCGCGCACGGCAAGAG
AACTGCGAATCGTTCTAGCTCCCT
AGAGTGGTGGTTGCTTCCTTCCACACAG
TTGGGAGGTGGGTTGCTTTGATAGAG

GGCTTCCTAGAGACCAATCA
AACCAAGACAGCCAGTTCAC
GTAATACCCATGTTTTCAGCATTATC
TCTGGCCTGGTGCAATAGG
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2.1.7 Plasmide

- pLRed(INS):R

In diesem Plasmid wird die Expression des DsRed-Gens (Discosoma spec.) durch
die HIV-1 LTR kontrolliert. Im 3’untranslatierten mRNA-Bereich befinden sich zwei
HIV-1 p17/p24 Instabilitatssequenzen (INS), die zu einer geringen Basisexpression
des DsRed-Gens fuhren. Diesen Sequenzen folgt ein RRE (“rev response element®).
Die Expression des DsRed ist so von zwei HIV-1 Proteinen abhangig: von Tat durch
die LTR und von Rev durch das RRE (Wolff et al., 2003). (Horst Wolff, Helmholtz

Zentrum Munchen).

- pL3Tat

Das Tat-Gen steht in diesem Plasmid unter der Kontrolle der HIV-1 LTR und kodiert
fur das 72 AS-Tat-Protein. Das Polyadenylierungssignal ist in einer SV40-Sequenz
enthalten (Neumann et al., 1995). (G. Pavlakis, NCI, Maryland, USA).

- pBsRev
Das Rev-Gen steht in diesem Plasmid unter der Kontrolle der HIV-1 LTR (Ludwig et
al., 1999). (G. Pavlakis, NCI, Maryland, USA).

- pPFRED143

Das Plasmid enthalt das sg143-GFP-Gen unter der Kontrolle des CMV-Promotors
und das SV40-Polyadenylierungssignal. Sg143 ist eine humanisierte stark-
fluoreszierenden GFP-Mutante (,green fluorescent protein®) (Demart et al., 2003).

(Markus Neumann, Helmholtz Zentrum Munchen).

- pCsRevsg143

Das Rev-Gen wurde aus dem Vektor pBsRev amplifiziert und in den Vektor
pFred143 kloniert. Der Vektor kodiert somit unter der Kontrolle eines CMV-Promotors
fur ein Fusionsprotein aus sRev und GFP (sg143) (Demart et al., 2003; Ludwig et al.,

1999). (Markus Neumann, Helmholtz Zentrum Munchen).

- pCsRevNES(A)4sg143
Fur den Vektor pCsRevNES(A)ssg143 wurde die kodierende Sequenz fur die
Aminosauren 79-82 (PLER) von Rev des Plasmids pCsRevsg143, welche sich in der

NES Sequenz von Rev befindet, durch die kodierenden Sequenzen flur die
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Aminosauren AAAA ausgetauscht (Demart et al., 2003). (Severine Demart,

Helmholtz Zentrum Munchen).

- pCsRevAARMsg143

Fur den Vektor pCRevAARMsg143 wurde aus dem Plasmid pCsRevsg143 die
kodierende Squenz fur das Arginin-reiche Motiv (Aminosauren 40-46) in der NLS
Sequenz von Rev deletiert (Demart et al., 2003). (Severine Demart, Helmholtz

Zentrum Muchen).

- pEGFP

Promotorloser EGFP-Vektor. EGFP (,enhanced green fluorescent protein®) ist eine
Variante von GFP, welche fur ein breiteres Anregungsspektrum und hohere
Expression in Saugerzellen optimiert wurde. Das Plasmid besitzt zusatzlich ein
G418-Resistenzgen unter der Kontrolle des SV40 Promotors. (BD Biosciences

Clontech, Duren).

- pGfa2-lacZ

In diesem Plasmid wird die Expression von LacZ durch den humanen
astrozytenspezifischen Gfa2-Promotor kontrolliert. Der 2,2 kb gro3e Promotor Gfa2
stellt den Promotor des endogenen humanen GFAP-Gens dar (Besnard et al., 1991).
Der verwendete Gfa-2-Promotor reicht von der Base -2163 bis +47 (relativ zum
Transkriptionsstart gesehen). Das Startcodon ATG fur GFAP (+15) wurde zu TTG
mutiert, so dass das erste ATG im dahinter klonierten Gen als Startcodon fungieren
kann (Besnard et al., 1991; Brenner et al., 1994).

- pGfa2-EGFP
In diesem Plasmid wird die Expression des EGFP-Gens durch den humanen
astrozytenspezifischen Gfa2-Promotor kontrolliert. Das Plasmid besitzt zusatzlich ein

G418-Resistenzgen unter dem SV40 Promotor. Klonierung siehe Methodenteil.

Foamyvirale Expressionsplasmide

- pClgag-2, pCpol-2 and pCenv-1

Die fur die Verpackung, Replikation und Infektion verantwortlichen
Viruskomponenten Gag, Pol und Env werden von drei unterschiedlichen Plasmiden

kodiert, um die Entstehung von replikationsfahigen Foamy-Viren zu verhindern. Die
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Expression der viralen strukturellen Proteine und Enzyme steht unter der Kontrolle
des CMV-Promotors (Heinkelein et al., 2002; Heinkelein et al., 1998).

- pMD9

Das Plasmid pMD9 besitzt die Genkassette, welche nach der Foamy-Virus-Infektion
in das Wirtsgenom der Zielzelle integriert wird. Das Plasmid enthalt fir die Integration
notwendigen Sequenzen der LTR-Region, jedoch ist die virale LTR transkriptionell
inaktiv. Ein interner Promotor wird bendtigt um die Expression des Fremdgens nach
der Transduktion zu kontrollieren.

Der Vektor pMD9 besitzt folgenden Aufbau (siehe Abb. 2.1): CMV-Promotor, 5’
Sequenz des Primaten-Foamyvirus bis zu Nukleotid (nt) 645 (welche das erste cis-
aktive RNA-Element (CASI) umfasst), 3’ pol-Sequenz von nt 3871 bis zu nt 5885 (mit
der CASII), die EGFP-Expressionskassette unter der Kontrolle des konstitutiven
SFFV-Promotors (U3-Promotor Region des spleen focus forming virus), den
Polypurinabschnitt und die 3'LTR (die 3’ U3-Region von nt 10262 bis nt 10820 wurde
entfernt) (Heinkelein et al., 2002).

- pFVGfa2-EGFP
Gleicher Aufbau wie pMD9, besitzt aber anstatt des konstitutiven SFFV-U3-
Promotors den astrozytenspezifischen Gfa2-Promotor (siehe Abb. 2.1). Klonierung

siehe Methodenteil.

CASI CASII
(1-645) (3869-5884)

pMD9 CMmv U3 | EGFP I:|

pFVGfa2-egfp cmv Gfa2 EGFP I:|

3'LTR

Abbildung 2.1 Schematischer Aufbau der foamyviralen Expressionsplasmide pMD9 und
pFVGfa2-EGFP. Die entscheidenen Bestandteile beider Konstrukte wurden als Rechtecke dargestellt.
Erklarung der Bestandteile erfolgt im Text.
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2.1.8 Zelllinien

- HEK 293T

Humane embryonale Nierenzelllinie (,human embryonal kidney“). Die Zellen wurden
transformiert durch humane Adenovirus 5-DNA und dem Large-T-Antigen von SV40.
Die Zellen wurden von ATCC bezogen.

- HelLa

Humane epitheloide Zelllinie aus einem Cervix-Karzinom (Fibroblasten). Die Zellen
wurden von ATCC bezogen.

- 85HG66

Humane CD4-negative Astrozytomzelllinie, etabliert aus einem Gehirntumor
(Astrozytom) (Brack-Werner et al., 1992; Stavrou et al., 1989).

- HNSC.100

Humane neurale Stammzelllinie (Villa et al., 2000). Die Zellen wurde mit dem

Onkogen v-myc immortalisiert.

- KE37/1
Humane T-Lymphomzelllinie (Popovic et al., 1984).
- KE37/1-1lIB

Permant HIV-infizierte humane T-Lymphomzelllinie KE37/1. Die Zellen wurden mit
dem HIV-1 Isolat IlIB infiziert (Brack-Werner et al., 1992).

- TH4-7-5

Permanent HIV-infizierte Astrozytomzelllinie 85HG66, die durch Kokultivierung mit
den KE37/1-1lIB-Zellen und anschlieBender Klonierung etabliert wurde (Brack-
Werner et al., 1992).

- Us7

Humane Astrozytomzelllinie aus einem Tumor Ill-Grades (Bagasra et al., 1992). Die
Zellen wurden von ATCC bezogen.

- U87 CD4

U87-Zellen, die stabil CD4 exprimieren.

- U87 CXCR4

U87-Zellen, die stabil CXCR4 exprimieren.

- U87 CCR5

U87-Zellen, die stabil CCRS5 exprimieren.

- U87 CCR3

U87-Zellen, die stabil CCR3 exprimieren.
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- U138MG

Humane Glioblastomzelllinie aus einem astrozytaren Gliom lll-Grades (Bagasra et
al., 1992; Bigner et al., 1981; Chiodi et al., 1987). Die Zellen wurden von ATCC

bezogen.
- U251MG

Humane GFAP-positive Astrozytomzelllinie aus einem Glioblastom (Besnard et al.,

1991; Bigner et al., 1981).

2.1.9 Bakterien

XL-10 Epicuran Coli®

E.coli Epicurian Coli® SoloPack™
ultrakompetente Zellen (Stratagene,

chemischen Transformation verwendet.

2.1.10 Software und Gerate
Spezialsoftware

Adobe Photoshop 7.0
Adobe lllustrator CS2
Axiovision 4.6

CellQuest Pro

Endnote 6.0.2

Gene Construction Kit 2.5
Imaged 1.3.3u

IPlab 4.0

LightCycler Software 3.5
Prism 4.0b for Mac
Quantity One 4.2.1.

Spezialgerate

Cell Observer (Fluoreszenzmikroskop)
Chemidoc (Geldokumentation)
FACScalibur (FACS-Gerat)

Light Cycler

Microplate Reader Model 680
SmartSpec Plus Spektrophotometer
Trans-Blot SD SemiDry Transfer Blot
PCR-Master Cycler Eppendorf Gradient

Gold kompetente, superkompetente und

Amsterdam, Niederlande) wurden zur

Adobe Systems Inc., USA
Adobe Systems Inc., USA
Carl Zeiss Vision, Hallbergmoos
BD Bioscience, Duren
Niles Software, USA
Textco Inc., USA

Wayne Rasband, NIH, USA
Scanalytics, Fairfax, USA
Roche, Mannheim
GraphPad, SanDiego, USA
Biorad, Minchen

Carl Zeiss, Jena

Biorad, Minchen

BD Biosciences, Heidelberg
Roche, Mannheim

Biorad, Minchen

Biorad, Minchen

Biorad, Minchen
Eppendorf. Hamburg
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2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung humaner Zelllinien

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C in wassergesattigter
Atmosphare mit 7% CO, kultiviert. Die Medien der jeweiligen Zelllinien sind im
Materialteil beschrieben. Bei allen Kulturen (Ausnahmen: KE37/1 und KE37/1-11IB)
handelte es sich um adharent wachsende Zellen, die zweimal pro Woche
entsprechend der Dichte in einem Verhaltnis von 1:5 bis 1:20 geteilt wurden. Fir eine
Passagierung wurde das verbrauchte Medium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und durch Behandlung mit Trypsin-EDTA proteolytisch vom Boden der
KulturgefalRe gelost. Eine entsprechende Zellzahl wurde in neuem Medium
weiterkultiviert. Die Suspensionskulturen KE37/1 und KE37/1-111B wurden einmal pro
Woche in einem Verhaltnis von 1:2 mit Medium geteilt. Alle Zellkulturarbeiten

erfolgten unter sterilen Bedingungen.

Zellzahlbestimmung
Fur Experimente, in denen Zellen in einer bestimmten Dichte eingesetzt werden

sollten, erfolgten mit Hilfe einer Zahlkammer Zellzahlbestimmungen.

Auftauen und Einfrieren von Zellen

Beim Auftauen von im flussigen Stickstoff gelagerten Zellen wurden diese zugig mit
Hife von warmem Wasser aufgetaut und in vorgewarmtes Medium in
Zellkulturflaschen Uberfuhrt. Am nachsten Tag erfolgte ein Medienwechsel, um