ie Depletion von CD4* und CD8*

T-Lymphozyten durch program-
mierte Zelltstungsmechanismen (Apop-
tose) ist ein wesentliches Merkmal der
HIV-Infektion. Durch die Konstruktion
eines rekombinanten Virusklons, wel-
ches das griin fluoreszierende Protein
(GFP) exprimiert, gelang es uns, produk-
tiv HIV-infizierte Zellen (GFP*) von
nichtinfizierten bzw. latent infizierten
Zellen (GFP-) mit einfachen Mitteln zu
unterscheiden. Die Verwendung einer
Dreifarben-FACS-Analyse erlaubte die
subtile Untersuchung apoptotischer, pro-
duktiv infizierter CD4* T-Lymphozyten
in Abhingigkeit von der Anwesenheit
autologer Makrophagen in derselben
Kultur. Dabei zeigte sich, dafl die

Anzahl infizierter nicht-apoprotischer,
GFP*CD4" T-Lymphozyten in der An-
wesenheit von Makrophagen in der
Kultur sehr viel hoher war als in
deren Abwesenheit und dafy direkte
interzellulire Wechselwirkungen zwi-
schen Makrophagen und Lymphozyten
Voraussetzung fiir den Nachweis dieser
apoptoseresistenten T-Zellpopulation
waren. Bemerkenswerterweise zeigte die
auf diese Weise identifizierte apoptose-
resistente GFP*CD4* T-Zell-Population
nur eine ausgesprochen geringe Expres-
sion des Oberflichenmolekiils CD4.

In einer vor einiger Zeit publi-
zierten Studie hatten wir ein GFP-
exprimierendes HIV-Reporterviruskon-
strukt verwendet, bei dem das Nef-Gen
deletiert war (HIV-GFPANef). Mit
Hilfe dieses Konstrukts konnten wir in
infizierten Zellen ablaufende Apoptose-
vorginge vom Zelltod nichtinfizierter T-
Zellen unterscheiden (1). Da inzwischen
mehrere Forschungsgruppen zeigen konn-
ten, dafl das Nef-Protein fiir das Fort-
schreiten der HIV-Erkrankung essentiell
ist (2,3), haben wir in der vorliegenden
Studie ein GFP-exprimierendes HIV-1-
Viruskonstrukt generiert bei dem das
Nef-Gen intakt war (HIV-GFP), um
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auf diese Weise den Einfluf§ von Nef auf
in infizierten CD4*T-Zellen ablaufende
Apoptosevorginge zu untersuchen. Inter-
essanterweise stellten wir dabei fest,
daf die Anwesenheit von Makrophagen
die Anzahl apoptotischer Zellen nicht

zu reduzieren vermochte, wenn CD4*
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T-Zellen mit dem HIV-GFPANef Kon-
struket infizierc wurden. Hieraus konn-
ten wir schlieflen, dafl der Nachweis
apoptoseresistenter GFP*CD4* T-Zellen
von der Anwesenheit des HIV-Proteins
Nef abhingt. HIV-Nef ist ein Protein,
welches frith wihrend der HIV-Infek-
tion gebildet wird und fiir eine Reihe
voneinander unabhingiger funktioneller
Aktivititen verantwortlich gemacht wird,
welche Replikation und Uberleben des
Virus innerhalb infizierter Zellen sichern
und damit die Ausbreitung des Virus
in vivo begiinstigen (4), beispielsweise
durch die Herunterregulation von CD4
und von MHC-Klasse I-Molekiilen
an der Zelloberfliche, was potentiell
infizierte Zellen vor einem Angriff
durch zytotoxische T-Zellen (CTL)
schiitzt und deren Infektiositit erhoht
(5-7). In einer unlingst verdffentlichten
Untersuchung konnte gezeigt werden,
dafl die Expression von Nef in Makro-
phagen durch die Sekretion von C-C-
Chemokinen letztlich ruhende T-Zellen
aktiviert und fiir eine kontinuierliche
Ausbreitung der Infektion rekrutiert (8).

Eine dysregulierte Zytokinpro-
duktion gehort zu den wesentlichen
Merkmalen der AIDS-Erkrankung und

ist mit einer chronischen Aktivierung
des Immunsystems assoziiert. Unter
den proinflammatorischen Zytokinen,
welche sowohl im Plasma, als auch in
den Geweben HIV-infizierter Patienten
zu finden sind, spielt TNF eine zentrale
Rolle (9,10) und ist moglicherweise
fiir die Entwicklung von Kachexie und
erhéhte Korpertemperaturen, wie sie bei
HIV-infizierten Individuen gefunden
werden kénnen, mitverantwotlich (11).
In chronisch infizierten Promonozyten
und T-lymphoiden Zell-Linien steigert
TNF die HIV-1-Replikation iiber eine
NF«B-assoziierte Aktivierung des HIV-
Promotors LTR (long terminal repeat)
(12). Eine Aktivierung von NFkB
durch TNE welches beispielsweise im
Rahmen der HIV-Infektion an der
Makrophagenoberfliche exprimiert wird
(13), vermittelt eine Kaskade antiapop-
totischer Signale (14) und begiinstigt
das Auftreten eines Subsets nichtapopto-
tischer GFP*CD4* T-Zellen. Interessan-
terweise vermochte die Expression von
TNF-o an der Oberfliche von Makro-
phagen den apoptotischen Zelltod in
mit einem Nef-exprimierenden Virus
infizierten CD4* T-Zellen zu verhindern.
Durch Verwendung einer CHO-Zell-
Linie, welche membrangebundenes TNF
exprimiert (CHO, ,-Zellen) (15), konn-
ten wir eine Reduktion der Menge
apoptotischer CD4* T-Zellen in der
HIV-infizierten Kultur im Vergleich
zur nichtinfizierten Kultur um einen
Faktor von 4-5 beobachten. In dhnlicher
Weise war der Zelltod infolge Apoptose
in mit TNF-o stimulierten Jurkat
T-Zellen, welche transient mit einem
Nef-exprimierenden Plasmid transfiziert
worden waren, deutlich vermindert,
wihrend bei Verwendung von neutra-
lisierenden Antikérpern gegen humanes
TNF die Anzahl nichtapoptotischer
GFP*CD4* T-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle um 75 % zuriickging.

©® Zusammenfassung
Zusammenfassend zeigt unsere Studie,
dafl es in Abhingigkeit von der Expres-
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sion des HIV-Proteins Nef und einer
tiber die Makrophagenoberfliche ver-
mittelten Aktivierung durch TNF eine
Population produktiv HIV-infizierter
CD4* T-Zellen gibt, welche gegeniiber
Apoptose resistent ist. Die Apoptoseresi-

Abbildung 1: Wihrend HIV-infizierte T-Zellen nach Stimulation durch

TNF gegeniiber apoptoseinduzierenden Signalen resistent sind, sind

stenz von T-Zellen ist
moglicherweise fiir die
Bildung und Aufrecht-
erhaltung eines viraler
Reservoirs in HIV-infi-
zierten Individuen mit-
verantwortlich. Denkbar
istallerdings, daf§ nurein
Bruchteil der HIV-infi-
zieten CD4* T-Zellen
mit Makrophagen in
Wechselwirkung tritt
und der Apoptoseschutz
somit limitiertsein konn-
te. Ferner geht infizier-
ten CD4* T-Zellen, wel-
che nicht direkt mit
Makrophagen in Wech-
selwirkung treten, mog-
licherweise das Signal,
welches iiber membran-
gebundenes TNF ver-
mittelt wird, verloren.
Diese Zellen werden dadurch fiir eine
Nef-assoziierte Apoptoseinduktion em-
pfinglicher. Eine Verbesserung des Ver-
standnisses der Mechanismen, welche
dem Uberleben infizierter CD4* T-

Zellen zugrundeliegt, stellt einen poten-

infizierte T-Zellen, bei denen eine direkte Wechselwirkung mit TNF-
exprimierenden Antigen-prisentierenden Zellen (z.B. Makrophagen)
ausgeblieben ist, vor Apoptose nicht geschiitzt.

tiellen Weg fiir neue therapeutische
Ansitze dar, welche die Beseitigung
von Virusreservoirs in HIV-infizierten
Individuen zum Ziele hat.
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