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Untersuchungen zur zellularen Immunrekonstitution unter besonderer
Beriicksichtigung der Helferzellfunktion sowie deren Abhdngigkeit vom
verwendeten Thymidinanalogon in einer Gruppe antiretroviral behan-
delter, chronisch HIV-infizierter Patienten

1 Einleitung

1.1 Die HIV-Infektion

Im Sommer 1981 wurden erstmals ungewohnliche Hiaufungen seltener Tumore und opportunistischer
Infektionen bei zuvor gesunden, jungen homosexuellen Minnern beschrieben [1, 2]. Bei allen
Betroffenen wurde eine Verminderung der T-Helferzellen im Blut und somit ein zellulirer Immunde-
fekt festgestellt [3, 4]. In den Jahren 1983/1984 konnte mit dem Human Immunodeficiency Virus (HIV)
ein Retrovirus als Ursache der als ,,Erworbenes Immunschwichesyndrom® (Acquired Immunodeficiency
Syndrome — AIDS) bezeichneten Erkrankung nachgewiesen werden [5, 6, 7]. Weltweit haben sich bis-
her mehr als 60 Millionen Menschen mit HIV infiziert, mehr als ein Drittel dieser ist bereits an den
Folgen von AIDS verstorben [8].

Im Laufe der Infektion entwickelt sich ein progredienter Immundefekt, dessen zentrales Merkmal eine
fortschreitende Verminderung der T-Helferzellzahl im Blut ist [9]. Der Begriff ,,AIDS“ beschreibt das
Maximalbild der Immundefizienz infolge einer Infektion mit HIV und wird — zumindest im europdi-
schen Raum - rein klinisch durch das Auftreten einer ,AIDS-definierenden Erkrankung® diag-
nostiziert. Diese ,Marker-Erkrankungen® sind von den US-amerikanischen Centers for Disease Control
(CDCQ) in einem zuletzt 1993 revidierten Klassifikationssystem definiert worden [10]. Die fortschrei-
tende Beeintriachtigung der Funktionsfihigkeit des Immunsystems fiihrt zum Auftreten von opportu-
nistischen Infektionen, malignen Tumoren und anderen Folgen gestorter Immunreaktionen [11].

Die Geschwindigkeit der Krankheitsprogression variiert individuell stark. Bekannt sind sowohl Pati-
enten mit iberdurchschnittlich schneller Progression — ,,rapid progressors® — als auch solche mit einem
tiber viele Jahre stabilen, nicht oder kaum progredienten Verlauf — ,,long-term nonprogressors®. Griinde
hierfiir liegen in viralen, vor allem jedoch in verschiedenen Wirtsfaktoren [9]. Insgesamt erkranken
ohne antiretrovirale Therapie (ART) etwa 50 % der HIV-Infizierten innerhalb von 10 Jahren an AIDS
[12, 13]. Ohne ART versterben die meisten Patienten innerhalb von 2 bis 4 Jahren nach Auftreten der
ersten AIDS-definierenden Erkrankung [13].

1.2 Das HI-Virus

HIV ist ein RNA-Virus und geh6rt zum Genus Lentivirus innerhalb der Familie der Retroviren [14].
Sein Genom besteht aus drei essenziellen Strukturgenen — env, gag und pol — sowie akzessorischen Ge-
nen. Diese liegen in unterschiedlichen Leserastern [15].

1.2.1 Virale Gene und deren Produkte

Das env-Gen kodiert das Hiillprotein des Virus. Sein Genprodukt ist ein Prikursorprotein (gp160),
welches durch zellulire Endopeptidasen in eine extra- (gp120) und eine transmembranire Unterein-
heit (gp41) gespalten wird, die mit Membranbestandteilen der Wirtszelle assoziiert sind [16].

Produkte des gag-Gens sind Proteine, die fiir die Aufrechterhaltung der viralen Integritit, die Verkap-
selung des Virusgenoms und zur Unterstiitzung frither Schritte der Virusreplikation von Bedeutung
sind [16]. Sie entstehen als Produkte proteolytischer Spaltung eines bei der Translation entstehenden
gag-Polyproteins (Pr55**) unter dem Einfluss der viruskodierten HIV-Protease. Durch gag werden



kodiert: das membranassoziierte Protein MA (p17); das Kapsidprotein CA (p24), welches das ,,Core,
das innere Kerngehiduse des Virus bildet; das Nukleokapsidprotein NC (p7), welches u. a. an der Ver-
kapselung der viralen RNA beteiligt ist sowie die Proteine pI und pé.

Drei verschiedene Enzyme werden durch das pol-Gen kodiert: die Reverse Transkriptase (p66/51), die
Protease (p10) und die Integrase (p32) [15]. Vorlduferprotein dieser Enzyme ist ein gag/pol-Polypro-
tein, welches infolge einer Anderung des Leserasters bei der Translation der sich iiberlappenden gag-
und pol-Gene entsteht. Auch hierbei ist die viruskodierte Protease fiir das Spalten des Prikursors ver-
antwortlich [16].

Eine Reihe weiterer regulatorischer (tat, rev) und ,akzessorischer Proteine (nef, vif, vpr/vpx, vpu) ist
im Virusgenom kodiert. Sie haben fiir verschiedene Prozesse bei der Virusreplikation Bedeutung [16].

1.2.2 Der virale Replikationszyklus

Die Infektion der Wirtszelle wird eingeleitet durch die Bindung der extramembraniren Untereinheit
(gp120) des HIV-Hillproteins an den primiren zelluldren Rezeptor, das CD4-Molekiil. Nach einer
Konformationsinderung von gp120 erfolgt eine zweite Bindung desselben an einen zelluliren Kore-
zeptor. Als solche fungieren verschiedene Chemokinrezeptoren (v.a. CCR5 und CXCR4) auf der
Oberfliche potentieller Wirtszellen. In der Folge kommt es zur Freilegung und Aktivierung des fuso-
genen Bereichs der transmembraniren Untereinheit des HIV-Hiillproteins (gp41), welcher sich in der
Wirtszellmembran verankert und zu einer Verschmelzung von Virus- und Zellmembran fiihrt.

Nach der Befreiung des HIV-Core im Zytoplasma der Zielzelle schreibt die viruseigene Reverse
Transkriptase das in Form einer RNA vorliegende Virusgenom in eine cDNA um. Komplexiert mit
dem MA-Protein (p17) und der viruskodierten Integrase wandert das dadurch entstandene ,,Provirus“
in den Zellkern, wo es durch die HIV-Integrase in die Zellchromosomen integriert wird. In einer ru-
henden Zelle kann HIV in dieser Form tiber lange Zeit latent bleiben.

In einer aktivierten Zelle erfolgt die Transkription und Translation der proviralen Gene. Die resultie-
renden Genprodukte formieren sich — parallel zu und nach ihrer Entstehung infolge Spaltung der Pri-
kursorproteine durch die viruseigene Protease (gag, pol) und zellulire Endopeptidasen (env) — zusam-
men mit transkribierter viraler RNA zu neuen Virionen. Beim Ausknospen (,budding) durch die
Wirtszellmembran erhalten die Viren eine Hiille aus derselben. Im Rahmen der folgenden Reifung
wird die Spaltung der Prikursoren durch die HIV-Protease abgeschlossen und die gag-Proteine orga-
nisieren sich innerhalb des Virions neu. Dieser Vorgang ist fiir die Infektiositit essenziell [15].

1.3 Immunpathogenese der HIV-Infektion

Zum besseren Verstindnis der Vorginge, die an der Zerstérung des Immunsystems sowie an dessen
Rekonstitution im Rahmen einer antiretroviralen Therapie beteiligt sind, sollen Untersuchungsergeb-
nisse und Modelle zur Immunpathogenese im Folgenden kurz dargestellt werden:

Die progrediente Verminderung der Anzahl und Funktion CD4-positiver T-Zellen im Blut ist eines der
Hauptmerkmale der HIV-Infektion [12, 17]. Jedoch ist bis heute nicht abschliefend geklart, wodurch
diese ausgelost wird [18]. Derzeit existieren zwei Haupthypothesen [17, 19]: Zum einen wird postu-
liert, dass das Virus auf seine Wirtszellen zytopathisch wirkt und somit deren Untergang herbeiftihrt.
Zum anderen existiert die Annahme, dass HIV Immunreaktionen ausldst, die indirekt zu einer Schidi-
gung — auch nicht produktiv infizierter — Zellen fithren. Beide Hypothesen basieren auf einer Vielzahl
von Beobachtungen und Erkenntnissen.



1.3.1 Der ,zytopathische Effekt”

Grundlage fir die Annahme direkt schidigender Effekte des Virus auf seine Wirtszellen waren Beo-
bachtungen bei der Isolation des Erregers in vitro [5, 7, 18]. Hierbei fanden sich ausgeprigte zytopathi-
sche Effekte in der Zellkultur mit einem exquisiten Tropismus fiir CD4-positive T-Zellen. Es ist nahe
liegend, gleichartige Effekte auch fiir die vermutete Helferzellzerstorung in vivo anzunehmen. Zell-
schidigende Effekte wurden fiir verschiedene virale Proteine beschrieben. So wurde gezeigt, das
gp120/gp41 die Bildung von Synzytien mit nachfolgendem Zelltod induzieren kann [20, 21]. Auch die
intrazelluldre Akkumulation nicht chromosomal integrierter HIV-cDNA wirkt zytopathisch [12].

1.3.2 Dieindirekte ,immunvermittelte” Schadigung

Studienbasierte Modellrechnungen ergaben, dass mononukledre Zellen im Blut (PBMCs) nur in einer
Frequenz von 1:10.000 provirale DNA enthalten und nur in 1:100.000 produktiv infiziert sind [22]. Es
wurde gefolgert, dass selbst unter Berticksichtigung der Tatsache, dass diese Haufigkeiten in lymphati-
schen Geweben zehnfach héher sind, ein Zelluntergang produktiv infizierter Zellen infolge zytopathi-
scher Effekte nicht ausreichen kann, das Ausmafi des Zelluntergangs im Rahmen der HIV-Infektion zu
erkliren [22].

Zahlreiche Untersuchungen und Modelle beschreiben, wie es zu einer indirekten — durch die Anwe-
senheit von HIV ausgelosten — jedoch durch immunpathogenetische Prozesse vermittelten Schidigung
CD4-positiver T-Zellen kommen kann. Hierzu zihlen die Abtotung infizierter Helferzellen durch
HIV-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten (CTL) [23] und NK-Zellen [12]. Die zytotoxische Wir-
kung Letzterer kommt dabei nach Bindung spezifischer Antikorper im Sinne einer antibody-dependent
cellular cytotoxicity (ADCC) zustande. Ferner beschrieben sind die Auslosung von Autoimmunreaktio-
nen gegen T-Helferzellen, welche durch Sequenzhomologien zwischen HIV-gp41/gp120 und MHC-
Klasse-II-Proteinen ausgelost werden[12, 24] sowie deren inaddquate Aktivierung mit nachfolgender
aktivierungsinduzierter Apoptose [19, 25, 26, 27]. Insbesondere dem letztgenannten Mechanismus
wird seitens zahlreicher Autoren besondere Bedeutung beigemessen.

1.3.2.1 Apoptose

Mit dem Begriff ,,Apoptose wird eine Form des Zelltods bezeichnet, die von der ,,Nekrose“ klar ab-
grenzbar ist [28]. Sie geht mit einer Kondensation des Zellkerns sowie mit der Fragmentation zelluldrer
DNA einher [26, 27]. Es handelt sich um einen physiologischen Vorgang, welcher u. a. fiir die Elimina-
tion autoreaktiver Lymphozyten wihrend der T-Zellreifung im Thymus [25] sowie bei der
Gegenregulation klonaler Lymphozytenproliferation nach erfolgreicher Elimination von Infektionser-
regern [29] elementar ist. Dieser ,,programmierte Zelltod® stellt auch eine effektive Moglichkeit fiir den
Organismus dar, virusinfizierte Zellen zu beseitigen und damit eine Infektion einzuddimmen [30].
Diverse Arten von Stimuli sind in der Lage, durch Aktivierung verschiedener, sich teilweise tiberlap-
pender Signalkaskaden die Apoptose einer Zelle auszulosen. So wurden Liganden (TNF-alpha, FasL,
TRAIL) identifiziert, welche durch die Bindung an Zelloberflichen-Rezeptoren zur Aktivierung dieser
Kaskaden fithren [31]. Die Anwesenheit virusstimmiger intrazelluldrer doppelstringiger RNA [30],
beschidigte zelleigene DNA [31] und Signale zytotoxischer T-Zellen [31] sind einige weitere Ausloser.
Zytokine konnen den Prozess fordernd (z.B. TNF-alpha, IL-10, IFN-gamma) oder hemmend
(z.B.IL-2, IL-12) beeinflussen [27].

Im Jahr 1991 publizierten Ameisen und Capron eine Hypothese, nach der eine vermehrte Apoptose
reifer T-Lymphozyten infolge inadiquater Stimulation derselben die Ursache der HIV-induzierten
T-Zell-Depletion ist [25]. Sowohl die Induktion einer defizienten und deletir wirkenden
Signaltransduktion in Lymphozyten, ausgelost durch virale Proteine wie gp120, als auch eine unvoll-
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standige und inaddquate Aktivierung der T-Zellen durch funktionsgestorte antigenprisentierende Zel-
len (APCs) hielten die Autoren fiir mogliche Mechanismen. Spiter wurde nachgewiesen, dass PBMCs
HIV-Infizierter in der Tat signifikant hdufiger einem apoptotisch bedingten Zelltod unterliegen als jene
gesunder Kontrollpersonen. Die Apoptoserate steigt durch Stimulation dieser Zellen iiber den T-Zell-
Rezeptor (TCR) weiter an. Zudem fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem klini-
schem Stadium der HIV-Infektion und dem Ausmaf} der Apoptose, eine inverse Korrelation dieser zur
Helferzellkonzentration im Blut sowie eine deutlich geringere Apoptoserate bei ,long-term
nonprogressors“ im Vergleich zu ,,rapid progressors“. Auch CD8-positive T- sowie B-Zellen sind hiervon
betroffen. Aktivierte und Gedichtnis-(,,memory-“)Zellen unterliegen diesem Zelltod-Prozess stirker als
ruhende und naive. Es wurde gefolgert, dass eine Aktivierung des Immunsystems der mafdgebliche
Grund fiir die Induktion und Aufrechterhaltung der gesteigerten Apoptose ist [29]. In den Lymphkno-
ten HIV-Infizierter gehen vor allem nicht produktiv infizierte ,bystander-Lymphozyten® infolge
Apoptose zu Grunde [26].

Zu den Pathomechanismen, die zur Apoptose reifer T-Zellen im Rahmen der HIV-Infektion fiihren,
existieren verschiedene Befunde und Modelle. Zum einen konnen verschiedene virale Proteine eine
solche auslosen. So ist von HIV-tat bekannt, dass es Zellen fiir die Apoptose sensibilisieren kann [31].
Es kann zudem von infizierten Zellen sezerniert und von benachbarten endozytiert werden, was den
programmierten Zelltod nicht infizierter ,bystander-Zellen erklarbar macht [31]. HIV-gp120 ist im
Stande, T-Helferzellen durch Kreuzvernetzung (,,crosslinking®) von CD4-Rezeptoren fiir eine Apoptose
im Anschluss an eine Stimulation des T-Zell-Rezeptors zu ,,primen® [27, 31]. HIV-vpr kann einen Zell-
zyklus-Arrest in der G2-Phase mit nachfolgender Apoptose induzieren [31]. SchlieSlich wurden auch
fiir das HIV-nef-Protein apoptosefordernde Effekte auf CD4- und CD8-positive T-Zellen nachgewie-
sen [31].

Antigenprisentierende Zellen scheinen in diesem Zusammenhang eine wichtige Rolle zu spielen. Das
»CD4-crosslinking® fithrt nur in Anwesenheit von APCs zur Apoptose [27, 32]. HIV-infizierte Monozy-
ten/Makrophagen sind in der Lage, auch in T-Helferzellen HIV-negativer Probanden in vitro Apoptose
zu induzieren [33]. Dieser Prozess ist spezifisch fiir CD4-positive T-Lymphozyten und erfordert Zell-
Zell-Kontakte. Funktionelle Defekte der APCs wurden als wichtiges pathogenetisches Moment postu-
liert [27, 31]. Es wird u. a. vermutet, dass HIV-gp120 als ,,Primer” wirkt und die Apoptose durch eine
nachfolgende inaddquate Stimulation der T-Zellen infolge einer defekten Funktion kostimulatorischer
Molekiile auf der Oberfliche HIV-infizierter APCs induziert wird [34].

Besondere Bedeutung wird von mehreren Autoren dem durch Fas (CD95) vermittelten Signalweg zur
Apoptoseinduktion zugesprochen. Dieser spielt eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der nor-
malen T-Zell-Homoostase [27, 30, 35]. Sowohl CD4-, als auch CD8-positive T-Zellen HIV-Infizierter
zeigen eine erhohte Empfindlichkeit gegeniiber einer hierdurch induzierten Apoptose [28]. Der Anteil
von T-Lymphozyten, welche Fas exprimieren, ist bei HIV-Infizierten erhoht, korreliert direkt mit der
Krankheitsprogression und invers mit der Helferzellzahl [28, 35]. Zugleich wurde eine erhohte Expres-
sion von Fas-Ligand (FasL) auf der Oberfliche von PBMCs HIV-Infizierter nachgewiesen [28]. Dies
kann die apoptosefordernde Wirkung von APCs (mit-)erkldren. HIV-nef, HIV-gp120 und HIV-tat
konnen zu einer verstirkten Expression von Fas bzw. Fas-L fiihren [31].

1.3.2.2 Immunaktivierung

Trotz Immundefizienz ist das Fortschreiten der Erkrankung paradoxerweise durch einen zunehmen-
den Grad der Immunaktivierung gekennzeichnet [19]. Die gezielte Aktivierung von Immunzellen ist
zwar fiir eine effektive Bekimpfung pathogener Erreger essenziell, schaftt jedoch gleichzeitig Bedingun-
gen, die zu einer Verbesserung der HIV-Replikation fithren. Sie trigt zur Krankheitsprogression bei
und verkiirzt das Uberleben der Patienten [36]. So korreliert beispielsweise die Uberlebenswahrschein-



lichkeit in fortgeschrittenen Stadien der HIV-Infektion besser mit dem Ausmaf} der CD38-Expression
auf CD8-positiven T-Zellen als mit der Viruslast [36]. Die verstirkte Expression dieses
Aktivierungsmarkers ist mit einer Verminderung der Helferzellkonzentration im Blut assoziiert [37].
Im Tiermodell fithrt SIV bei einer Vielzahl von Affenarten zu einem AIDS-dhnlichen Immundefekt
[38]. Einige Affenarten erkranken jedoch nicht, obwohl sie hochvirdmisch sind [39]. Bei Letzteren
kommt es jedoch nicht zu einer ausgepragten Immunaktivierung. Des weiteren fanden sich bei ihnen
keinerlei Hinweise auf eine erh6hte Apoptose von bystander-Zellen [40].

HIV repliziert — verglichen mit den unreiferen und immunologisch ruhenderen naiven T-Zellen
(CD45RA+CD62L+) — vorzugsweise in durch Aktivierung ausgereifteren memory-T-Zellen
(CD45R0+) [41]. Der virale Replikationszyklus ist auf das Engste mit dem Aktivierungsgrad der Wirts-
zelle verbunden. Das Eindringen in die Zielzellen ist abhingig von der Expression verschiedener Re-
zeptoren. So ist beispielsweise die Expression von Chemokinrezeptoren — elementaren Korezeptoren
tiir den Viruseintritt — streng an die Zellaktivierung gebunden [36]. In ruhenden Zellen ist die kom-
plette reverse Transkription des HIV-Genoms nicht moglich. Dies gelingt erst nach Induktion zellu-
larer Faktoren wie NF-AT infolge einer Zellaktivierung [36]. Die Transkription proviraler DNA ist von
der Aktivitat zellularer Transkriptionsfaktoren wie NF-kB abhingig. Diese werden beispielsweise durch
proinflammatorisch wirksame Zytokine wie TNF-alpha etc. induziert [36].

Wenn HIV in einer aktivierten T-Zelle unter optimalen Bedingungen replizieren kann, so wirkt es
letztlich auf die Wirtszelle und Nachbarzellen — direkt oder indirekt — deletir [17]. Ganz anders ist die
Situation in ruhenden CD4-positiven T-Zellen. In diesen findet keine oder wenig Virusreplikation statt
[42]. Sie konnen — trotz Anwesenheit proviraler DNA — sehr langlebig sein, was ein Hauptproblem fur
die Viruseradikation darstellt [43]. Nach ihrer Aktivierung kann HIV in ihnen aktiv replizieren [17].

Auch nicht produktiv infizierte, jedoch aktivierte und infolgedessen proliferierende T-Zellen sterben
physiologischerweise nach einigen Runden der Mitose durch Apoptose [44]. Die kontinuierliche
Aktivierung naiver T-Zellen fithrt zu deren verstirktem ,Verbrauch“ infolge aktivierungsinduzierter
Apoptose oder zunehmender Differenzierung zu memory-Zellen [44]. So ist mit Fortschreiten der
Erkrankung eine Abnahme des Anteils ruhender naiver (CD45RA+CD62L+) und eine Zunahme akti-
vierter memory/effector- T-Zellen (CD45R0+) festzustellen [18]. Es konnte zudem nachgewiesen wer-
den, dass memory-T-Helferzellen deutlich stirker als naive Zellen durch Apoptose zu Grunde gehen
[45]. Es kommt es zu einer zunehmenden Stérung und Verminderung des TCR-Repertoires [46]. Viele
der persistierenden Zellen sind funktionsgestort [47].

Die Mechanismen, welche zu dieser allgemeinen Immunaktivierung fithren, sind nur zum Teil bekannt
[19]. Postuliert wurden Superantigen-Eigenschaften einzelner HIV-Peptide [48] und direkt T-Zell-
aktivierende Wirkungen von HIV-Proteinen wie gp120, nef und tat sowie von gp120-Anti-gp120-Im-
munkomplexen [19]. Auch der Ausschiittung proinflammatorisch wirksamer Zytokine — als Reaktion
auf eine Auseinandersetzung mit HIV, anderen Erregern oder z.B. infolge von Immunisierungen —
kommt diesbeziiglich eine bedeutende Rolle zu [36].

1.3.2.3 Zytokine

Zytokine sind an der Immundysregulation beteiligt. Beispielsweise produzieren PBMCs HIV-Infizier-
ter — verglichen mit denen Immungesunder — vermindert IL-2, IFN-gamma und IL-12, jedoch ver-
mehrt IL-4 und IL-10 [19], TNF-alpha, IL-6 und IL-1 [12]. Proinflammatorisch wirksame Zytokine
(TNF-alpha, IL-1, IL-2 und IL-6 etc.) fordern die Replikation von HIV [36]. Anhand des Musters
sezernierter Zytokine lassen sich unterschiedliche Subtypen von T-Helferzellen — TH, und TH,-Zellen
—unterscheiden [47].
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Es wurde postuliert, dass es im Rahmen des Fortschreitens der Erkrankung zu einem Shift von TH,- zu
TH,-typischen Zytokinen (und Zellen?) kommt, welcher mit einem Progress der Immundysfunktion
einhergeht [47]. Mehrere Studien fanden zuvor erhéhte Spiegel von ,,TH,-Zytokinen® bei Patienten,
die eine Progression zu AIDS haben [47]. Ein TH,-Zytokinprofil wirke dagegen protektiv gegen eine
Progression [47]. In anderen Untersuchungen war ein fortschreitender Verlust von ,,TH,-Zytokinen
pradiktiv fiir einen Abfall der Helferzellzahlen [49] und korrelierte mit der Zeit bis zum Auftreten
AIDS-definierender Erkrankungen sowie mit der Zeit bis zum Tod der Patienten [50]. Es gibt Hin-
weise darauf, dass TH,-Zellen empfindlicher fiir Apoptose sind als TH,-Zellen [51, 52]. Demgegentiber
sollen TH,-Zellen empfinglicher fiir eine produktive Infektion durch HIV sein [53]. Diese
Beobachtungen lassen es denkbar erscheinen, dass die beiden Subtypen unterschiedlich empfindlich
fiir direkte bzw. indirekte Mechanismen der HIV-Pathogenese sind [19].

Der Tatsache Rechnung tragend, dass auch Nicht-T-Zellen eine bedeutende Quelle von Zytokinen
sind, verdnderten die Autoren der ,Zytokinshift-Hypothese® spéter ihre Terminologie und sprachen
von ,Typ-1-Antworten, welche mit normalen oder erhohten Spiegeln von IL-2, IL-12 und
IFN-gamma einhergehen und ,, Typ-2-Antworten®, die zu erh6hten Spiegeln von IL-4, IL-5, IL-6, IL-10
und IL-13 fithren [50]. Somit ldsst sich vermuten, dass der beobachtete Shift im Zytokinmuster [47]
u. a. abhingig ist von der Art aktuell vorherrschender Mechanismen der HIV-Pathogenese [19].
Zudem konnte gezeigt werden, dass ,, Typ-1-Zytokine“ die aktivierungsinduzierte Apoptose in T-Zellen
hemmen, wihrenddessen diese durch ,, Typ-2-Zytokine® gefordert wird [54]. So fiihrt beispielsweise
das ,, Typ-1-Zytokin®“ IL-2 zur Induktion antiapoptotisch wirksamer zelluldrer Regulatorproteine wie
bcl-2 [27], wohingegen das proinflammatorisch wirksame ,Typ-2-Zytokin® TNF-alpha direkt
apoptosefordernd wirkt. Im Rahmen der HIV-Infektion vermehrt gebildete, proinflammatorisch
wirksame Zytokine wie IL-1 und TNF-alpha scheinen zudem wesentlich an der letztlich deletir wir-
kenden Immunaktivierung beteiligt zu sein [36].

1.3.3 T-Zell-Dynamik

Im Verlauf der Infektion kommt es zu charakteristischen Veranderungen der Zusammensetzung des
T-Zell-Kompartiments im Blut [55]: Die Konzentration CD4-positiver Zellen sinkt progredient ab, die
CD8-positiver nimmt bis kurz vor dem Ausbruch von AIDS zu. Im Terminalstadium der Infektion
sinken dann auch diese ab [56]. Insgesamt bleibt bis zu einem Zeitraum von etwa 18 Monaten vor dem
Auftreten von AIDS die Gesamtzahl von T-Zellen (CD3+) im Blut relativ konstant, bevor diese mit
weiterer Krankheitsprogression dann auch zunehmend absinkt [56].

Die Anzahl CD4-positiver memory-T-Zellen nimmt initial aufgrund peripherer Expansion zu, sinkt
dann aber schnell und zunehmend ab. In beiden T-Zell-Kompartimenten — CD4- und CD8-positiven
— beginnt kurz nach der Infektion eine Abnahme des Anteils naiver Zellen [57]. Zusammenfassend
kommt es also zu einer progredienten Depletion naiver CD4- und CD8-positiver T-Zellen sowie von
memory-T-Helferzellen, wihrend die Konzentration CD8-positiver T-Zellen mit einem memory-Pha-
notyp lange Zeit zunimmt [57], bis auch diese Zellen im Terminalstadium absinken.

Es wird davon ausgegangen, dass naive Zellen nur sehr wenig ohne Verinderung ihres CD45-Phéno-
typs proliferieren [55, 58]. Somit sind Vergrolerungen des Pools naiver T-Zellen — mit Ausnahme
dieser geringen Proliferation und potentiell moglicher, in ihrem Ausmafl jedoch bisher ungeklarter
Reversion der CD45R0- in die CD45RA-Isoform [59] — vorwiegend durch Nachbildung neuer Zellen
aus Progenitoren bedingt [55]. Eine Zunahme des Pools an memory-Zellen kann entweder aus einer
Proliferation existenter memory-Zellen oder durch Aktivierung naiver Zellen mit konsekutiver Ande-
rung des CD45-Phinotyps resultieren [55].
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Prinzipiell lie3e sich der im Blut nachweisbare Mangel an CD4-positiven T-Zellen auf drei Arten erkla-
ren: Durch die Zerstorung existenter Zellen, durch eine gestorte Produktion neuer Zellen oder durch
eine Umverteilung aus dem Blut in lymphatische Organe [18]. Fiir jeden dieser Faktoren gibt es Hin-
weise und Forschungsergebnisse:

1.3.3.1 Zerstorung reifer T-Zellen

Wesentliche Unterstiitzung der These vom verstirkten Untergang reifer T-Helferzellen als vorherr-
schendem Mechanismus kam von zwei Studien aus dem Jahr 1995 [60, 61]. Auf der Grundlage von
Messungen und mathematischen Modellen wurde postuliert, dass im Rahmen der unbehandelten
HIV-Infektion jeden Tag etwa 2 x 10° T-Helferzellen als Folge der HIV-Replikation zerstort werden.
Aus den beobachteten Unterschieden in der Lebenszeit virusproduzierender und latent infizierter Zel-
len folgerten die Autoren, dass der Zelluntergang direkt durch die Virusexpression in Wirtszellen —
und somit durch zytopathische Effekte — ausgelost wird. Dies spricht gegen die ,innocent bystander-
Theorie®, der zufolge nicht infizierte, den infizierten Zellen benachbarte Lymphozyten infolge im-
munvermittelter, indirekter Mechanismen zu Grunde gehen [61]. Entscheidend fiir die Lymphozyten-
depletion ist nach Ansicht der Forscher eine gesteigerte Zerstorung von Helferzellen — nicht eine ge-
storte Produktion derselben. Sie etablierten die Theorie eines ,high turnover®, die von einer stark ge-
steigerten, HIV-induzierten Zerstorung reifer T-Helferlymphozyten ausgeht. Zunichst komme es je-
doch — zum Erhalt der Homoostase — zu einer stark gesteigerten Proliferation reifer sowie zur maxi-
malen Neubildung naiver Zellen aus Progenitoren. Der Nettoverlust an CD4-positiven T-Zellen sei
dann jedoch schliefilich die Folge einer Erschopfung dieser regenerativen Mechanismen.

Dem entgegen stehen Untersuchungsergebnisse zur Telomerlinge bei CD4- und CD8-positiven
T-Zellen HIV-Infizierter [62]. In diesen konnten keine signifikanten Unterschiede in der Telomerlidnge
von T-Helferzellen HIV-infizierter und immungesunder Personen nachgewiesen werden. Da die Linge
der Telomere mit zunehmenden Mitosezyklen der Zelle abnimmt, spricht dieser Befund gegen die
oben postulierte maximal erhhte Proliferation reifer Zellen [44]. Wenngleich eine exzessive, maximal
gesteigerte Proliferation reifer T-Helferzellen damit weitgehend widerlegt wurde, konnten im Rahmen
der HIV-Infektion dennoch sowohl eine Abnahme der Uberlebenszeiten reifer CD4- und CD8-positi-
ver T-Zellen [63], als auch eine moderate Erhohung der Zellteilungsrate reifer T-Helferzellen, die
proportional zur HIV-Viruslast ansteigt, nachgewiesen werden [44, 64, 65]. Memory-T-Zellen
proliferieren stirker als naive [55, 64].

Zudem ist die Mitoseaktivitit interessanterweise weitaus starker bei CD8-positiven T-Zellen gesteigert
[65]. Diese weisen auch — im Gegensatz zu den T-Helferzellen — eine deutliche Verminderung der
Telomerldnge auf [44, 62]. Hieraus erklirt sich die starke Zunahme CD8-positiver memory-T-Zellen
(CD45R0+) im Laufe der Erkrankung [55, 57]. Nach Beginn einer HAART kommt es — wiederum
entgegen der Erwartungen der ,high turnover-Theorie®, die von einer maximal gesteigerten Prolifera-
tion ausgeht — zunichst, bis zum Erreichen einer normalen Helferzellkonzentration, zu einer modera-
ten Zunahme proliferierender CD4-positiver T-Zellen. Danach nimmt die Proliferationsrate wieder ab
[65]. Im Gegensatz hierzu sinkt die Teilungsrate und die Gesamtzahl CD8-positiver T-Zellen unter
HAART ab [65]. Zusammenfassend legen diese Befunde nahe, dass es nicht zu einer ,,Erschopfung®
der maximal gesteigerten Reproduktionskapazitit fiir T-Helferzellen in der Gesamtheit, sondern eher
zu einer gestorten Nachbildung speziell naiver T-Helferzellen kommt [44, 55, 65].

1.3.3.2 Gestorte Nachbildung von T-Zellen

Zur T-Zell-Erneuerung — und somit zur Aufrechterhaltung der T-Zell-Homoostase — existieren per se
zwei Mechanismen: Zum einen konnen reife T-Zellen proliferieren. Zum anderen kénnen neue
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(»naive®) T-Zellen aus knochenmarkstimmigen Progenitorzellen unter Mitwirkung des Thymus nach-
gebildet werden [55, 66]. Der Anteil beider Mechanismen ist abhingig vom Alter der Individuen und
vom Profil des verbleibenden T-Zell-Pools.

Die vorherrschende Sichtweise geht davon aus, dass die Helferzellentwicklung in den frithen Lebens-
jahren stark durch die Nachbildung naiver Lymphozyten aus Vorlduferzellen geprigt ist. Mit zuneh-
mendem Alter gewinnt dann vornehmlich die Expansion reifer Zellen an Bedeutung, wihrend die
Thymusaktivitdt nachldsst [55, 67]. Dies zeigt sich beispielsweise an einer deutlichen Altersabhingig-
keit in der Regeneration naiver T-Helferzellen (CD4+CD45RA+) nach myeloablativer Chemotherapie:
Bei Jiingeren findet diese schnell und ausgeprigt statt, wohingegen sie bei Alteren stark verzdgert ab-
lauft und unvollstindig bleibt [68]. Das Ausmaf3 der Nachbildung naiver Zellen korreliert dabei direkt
mit der Thymusfunktion [55].

1.3.3.2.1 Knochenmark

HIV hat nicht nur auf reife T-Zellen, sondern auch auf deren Vorliuferzellen im Knochenmark — di-
rekte oder indirekte — pathogene Effekte. Knochenmarkstammzellen sind durch HIV infizierbar [12].
Untersuchungen bei Patienten haben sowohl gestorte Ausreifungen einzelner Blutzelllinien als auch
Verminderungen hiamopoetischer Stammzellen (CD34+) infolge direkter Infektion und/oder Apop-
tose nachgewiesen [12, 18, 44]. Auch Verinderungen der Stromazellen — und damit Anderungen der
Mikroumgebung des Knochenmarks — wurden beschrieben [12, 55]. Es gibt also mehrere Hinweise auf
eine HIV-induzierte Verminderung der Knochenmarkfunktion, die zu einer mangelnden Bereitstel-
lung von Progenitorzellen fir die Reifung naiver T-Zellen fithren konnte [69, 70].

1.3.3.2.2 Thymus

Verglichen mit HIV-negativen Kontrollpersonen gleichen Alters ist die Thymusfunktion HIV-Infi-
zierter gestort und der ,output® naiver CD4- und CD8-positiver T-Zellen vermindert [71]. Das Virus
schidigt sowohl die Thymusstruktur als auch verschiedene intrathymische T-Vorlduferzellen [72, 73,
74, 75]. Wie oben erwihnt, nimmt die Frequenz zirkulierender naiver (CD45RA+CD62L+) CD4- und
CD8-positiver T-Zellen mit Fortschreiten der Infektion ab [18, 55, 57]. Parallel dazu sinkt im Blut die
Frequenz von Zellen, die so genannte ,,TRECs* als Marker fiir eine kurz zuvor stattgefundene Emigra-
tion aus dem Thymus enthalten [71, 76]. TRECs (T cell receptor excision circles) entstehen beim
srearrangement von Genen fiir den TCR wihrend der T-Zell-Reifung im Thymus. Es besteht eine
signifikante Korrelation zwischen der Menge nachweisbaren Thymusgewebes und der Konzentration
zirkulierender naiver T-Zellen [77].

In frithen Stadien der Infektion konnte jedoch auch eine — verglichen mit HIV-negativen Kontroll-
personen — Zunahme des Thymusgewebes nachgewiesen werden [77]. Dieses scheint funktionsfihig
und an der kompensatorischen Nachbildung von T-Zellen beteiligt zu sein [18, 77]. Einige Autoren
gehen jedoch davon aus, dass der Thymus nur sehr eingeschrankt in der Lage ist, sich im Rahmen ho-
moostatischer Mechanismen an hohere Anforderungen zu adaptieren [44].

Der output im Thymus gebildeter T-Zellen nimmt mit zunehmendem Alter ab [67]. Es wurde postu-
liert, dass wihrend der Embryonalentwicklung und in frithen Lebensjahren der bedeutendste Teil der
naiven T-Zellen angelegt werden, die aufgrund ihrer Langlebigkeit dann im Laufe des Lebens ,,bedarfs-
gerecht“ zu Effektorzellen ausreifen konnen [44]. Ein Zustand chronischer Immunaktivierung — wie er
der HIV-Infektion immanent ist — fithre dann zu einem verstirkten ,,Aufbrauchen® dieses Pools naiver
T-Zellen und zu deren Umwandlung in Effektor- und memory-Zellen.

Da aktivierte und memory-Zellen im Rahmen der HIV-Infektion bevorzugt untergehen, liele sich so
nicht nur eine Depletion des gesamten Helferzellpools, sondern teilweise auch eine fortschreitende
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Schidigung des TCR-Repertoires erkldren. Letztere wire beispielsweise durch eine verschieden stark
ausgeprigte Aktivierung unterschiedlicher Zellklone infolge unterschiedlich starker Prisenz verschie-
dener Antigene bedingt [44, 55].

1.3.3.3 Umverteilung in lymphatische Gewebe

Ein Grof3teil der ruhenden T-Helferzellen ist nach Ansicht von Cloyd et al. [78] nicht produktiv, je-
doch abortiv infiziert. Das bedeutet, dass HIV in diese Zellen zwar eindringen, sich aber nicht als Pro-
virus integrieren kann. Dies fiihre jedoch zu einer verstirkten Expression von ,homing-Rezeptoren®
(CD62L u. a.) auf der Oberfliche infizierter Lymphozyten. Die Autoren postulieren, dass es konsekutiv
zu einer vermehrten Migration dieser Zellen aus dem Blut in die lymphatischen Gewebe kommt. Viele
Zellen seien infolge o. g. Vorginge verstarkt anfillig fir Apoptose. Beim Durchtritt durch die ,,high
endothelial venules“ erhilt ein Grof3teil dieser dann zusitzliche Signale, die letztlich die Apoptose ein-
leiten und zum Zelluntergang beitragen.

Es wurde gezeigt, dass sich aktivierte CD4-positive T-Zellen nach antigeninduzierter Stimulation in-
folge verstirkter Expression von homing-Rezeptoren in lymphatischen Organen ansammeln, wihrend
aktivierte CD8-positive T-Zellen in die Zirkulation auswandern [18]. Mogliche Folge ist eine Inversion
der CD4/CD8-Ratio im Blut [18]. Denkbar wire zudem, dass eine chronische Stimulation durch in
den Lymphknoten retiniertes HIV zu einer dauerhaften Veridnderung der Zusammensetzung zirkulie-
render Lymphozyten im Blut fithren kann, ohne das es zu einer Verminderung des Pools CD4-positi-
ver T-Zellen im gesamten Korper kommt [18]. Tatsdchlich ist das Ausmaf3 der Helferzellverminderung
im lymphatischen Gewebe weniger stark ausgeprdgt als im Blut [55]. Auch sind in frihen,
asymptomatischen Phasen der Infektion die Anzahl CD4-positiver T-Zellen und das TCR-Repertoire
in lymphatischen Geweben oft weitgehend erhalten, obwohl diese im peripheren Blut bereits einge-
schrinkt sind [59].

Reziproke Effekte treten nach Beginn einer antiretroviralen Therapie auf. Das verminderte Antigenan-
gebot — infolge sinkender Viruslast — fiihrt zu einer nachweisbaren Verminderung der Immunaktivie-
rung und zu einer geringeren Expression von Adhdsionsmolekiilen (ICAM-1, VCAM-1 u. a.), welche
an der Sequestration von Lymphozyten beteiligt sind, in den lymphatischen Geweben [43, 79].
Nettoeffekt ist eine teilweise Umverteilung der ehemals sequestrierten T-Helferzellen in die Zirkula-
tion. Tatsdchlich sind sowohl Verminderungen der Grofie als auch des Zellgehalts von Lymphknoten
unter HAART beschrieben [18, 79].

1.3.4 Lymphknotenpathologie

Charakteristische Verinderungen der Lymphknotenstruktur treten parallel zum Fortschreiten der Er-
krankung auf [18]. So kommt es zu einer Involution der Keimzentren, einer zunehmenden Destruk-
tion des Netzwerks folliculdr dendritischer Zellen (FDC) und zum Ersatz lymphatischen Gewebes
durch Fett- und Bindegewebe [12]. Nicht zuletzt hierauf sind Stérungen der antigeninduzierten Zellex-
pansion und somit der Helferzellfunktion zuriickzufiihren, da die fein abgestimmte raumliche Anord-
nung von Stromazellen, APCs und Lymphozyten, die fir ein optimales Zusammenspiel der beteiligten
Zellgruppen essenziell ist, nicht mehr gewiéhrleistet ist [12, 18].

1.3.5 Funktionelle Defekte von Immunzellen

Zahlreiche Funktionsstorungen verschiedener Zellen des Immunsystems wurden bei HIV-Infizierten
beschrieben. Hierzu zdhlen u. a. eine verminderte zytolytische Aktivitit von NK-Zellen [80, 81], eine
gestorte Funktion von zytotoxischen T-Zellen (CTL) [82, 83, 84, 85] sowie Funktionsdefekte von
B-Zellen [86, 87], APCs und T-Helferzellen. Im Folgenden sollen funktionelle Defekte der beiden
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letztgenannten Zellarten gesondert besprochen werden. Zuvor folgt jedoch eine Ubersicht der Vor-
ginge, die zur Aktivierung von T-Zellen fithren:

1.3.5.1 Antigenspezifische Aktivierung von T-Lymphozyten

Korperfremde Proteine und Mikroorganismen werden nach Eindringen in den Organismus durch
antigenprisentierende Zellen (APCs) phagozytiert. Die internalisierten Antigene werden darauthin in
Endosomen/Lysosomen prozessiert. Hierbei werden Proteinantigene durch zellulire Proteasen in Pep-
tide von 10 bis 30 Aminosduren Linge gespalten. Diese assoziieren sich in der Folge intrazelluldr
vorwiegend mit Klasse-II-MHC-Molekiilen. Das antigene Peptid ist jetzt in der ,Peptid-Bindungs-
grube“ des Klasse-II-MHC-Molekiils gebunden. Die Komplexe aus MHC-Molekiilen und prozessier-
ten Peptidantigenen werden schliellich auf der Zelloberfliche exprimiert. Extrazellulire Antigene
werden somit auf diesem Weg vorwiegend — wenn auch nicht ausschliellich — auf Klasse-II-MHC
prasentiert.

Demgegeniiber steht die Prasentation intrazelluldr gebildeter Proteinantigene, etwa Tumor- oder Vi-
rusantigenen. Diese werden ebenfalls intrazellulir prozessiert, dann aber tiberwiegend mit Klasse-I-
MHC-Molekiilen assoziiert. Sie miinden also meist in einen anderen — von der Prozession und
Prisentation extrazelluldrer Proteine weitgehend getrennten — intrazelluldren Stoffwechselweg ein und
werden als 9-11 Aminoséduren lange Peptide auf der Oberfliche von Klasse-I-MHC-Molekiilen auf der
Zellmembran prisentiert. Zusammenfassend werden also exogen synthetisierte bzw. extrazellulir
vorliegende  Proteinantigene  vorwiegend  auf  Klasse-II-MHC-Molekiilen = prisentiert,
endogen/intrazelluldr synthetisierte Proteinantigene hingegen hauptsichlich auf Klasse-I-MHC-
Molekiilen [88].

T-Helferzellen (CD4+) erkennen prozessierte und présentierte Proteinantigene durch Bindung ihres
T-Zell-Rezeptors (TCR) an Klasse-II-MHC-Peptid-Komplexe auf der Oberfliche antigenprasentie-
render Zellen. Die Restriktion dieser Antigenerkennung auf MHC-Klasse-II ist wesentlich durch die
physiologische Funktion des CD4-Molekiils — die Bindung an diese Art der MHC-Molekiile — bedingt.
Hingegen bindet das CD8-Molekiil an MHC-Molekiile der Klasse I und bedingt eine Restriktion der
Antigenerkennung CD8-positiver T-Zellen auf mit Klasse-I-MHC-Molekiilen assoziiertes prozessiertes
Antigen. T-Helferzellen ,erkennen® also vorwiegend extrazelluldre, exogen synthetisierte Proteinanti-
gene nach Prozession und Prisentation durch APCs in Assoziation mit Klasse-II-MHC-Molekiilen.
Hingegen werden CD8-positive T-Zellen ganz tiberwiegend durch endogen bzw. intrazelluldr synthe-
tisierte Proteinantigene aktiviert, die nach ihrer Prozession in Verbindung mit Klasse-I-MHC-Mole-
kiilen auf der Oberfliche nahezu aller kernhaltigen Korperzellen prasentiert werden [89].

Fir die suffiziente Aktivierung von T-Zellen sind jedoch zusitzlich Interaktionen ,kostimulatorischer
Molekiile“ auf der T-Zell-Oberfliche mit deren spezifischen Liganden auf der Oberfliche antigenpra-
sentierender Zellen erforderlich. Beispielsweise bindet CD28 auf T-Zellen an das kostimulatorische
Molekiil B7 (CD80/86) auf APCs; LFA-1 an ICAM-1 und CD2 an LFA-3. Diese kostimulatorischen
Molekiile verstirken zum einen die Interaktion zwischen T-Zelle und APC, zum anderen sind sie an
der Signaltransduktion beteiligt, die fiir die T-Zell-Aktivierung erforderlich ist [89].

Die Aktivierung der T-Zelle durch spezifische Bindung ihres T-Zell-Rezeptors an einen ,passenden®
MHC-Peptid-Komplex fithrt zu einer Reihe intrazelluldrer Vorginge. Diese haben mehrere Folgen:
Zum einen wird eine Reihe von Effektorfunktionen der T-Zellen aktiviert. Im Fall von T-Helferzellen
sind dies vorwiegend die Produktion von Zytokinen sowie die Expression von gp39, welches an der
zellkontaktabhingigen Helferfunktion fiir B-Lymphozyten beteiligt ist. Zum anderen wird der auto-
krine Wachstumsweg aktiviert, der zur Sekretion wachstumsférdernder Zytokine (IL-2) und zur ver-
stirkten Expression von Zelloberflichenrezeptoren fiir dieselben fiihrt. Resultat dessen ist eine klonale
Expansion durch Proliferation antigenspezifischer T-Zellen [89].
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1.3.5.2 Defekte antigenprasentierender Zellen (APCs)

Antigenprisentierende Zellen haben grofle Bedeutung als Virusreservoire und spielen eine wichtige
Rolle im Rahmen der T-Zell-Depletion. HIV wird zum Beispiel auf der Oberfliche dendritischer Zellen
sequestriert. CD4-positive T-Zellen kénnen infolgedessen in hocheffizienter Weise durch Zell-Zell-
Kontakte infiziert werden, wihrend sie Antigen prasentiert bekommen [18, 90]. Da vorzugsweise sol-
che Antigene présentiert werden, die tdglich in den Korper aufgenommen oder in ihm produziert wer-
den, lisst sich ein selektiver Verlust von T-Helferzellklonen mit ,passenden TCR-Spezifititen auch
hierdurch teilweise erkliren [18, 36].

Monozyten und Makrophagen exprimieren sowohl CD4- als auch Chemokinrezeptoren. Sie sind so-
mit durch HIV infizierbar [12]. Im Gegensatz zu Lymphozyten unterliegen sie im Rahmen der HIV-
Infektion jedoch nicht einer gesteigerten Apoptose [32]. Zudem sind sie weniger empfindlich fiir zyto-
pathische Effekte des Virus [17]. Verschiedene funktionelle Defekte wurden bei infizierten monozyta-
ren Zellen nachgewiesen: So kommt es zu einer Beeintrichtigung ,,akzessorischer Funktionen fiir die
addquate Aktivierung von T-Zellen [86, 91, 92, 93, 94, 95] zu einer verminderten Expression von
MHC-Klasse-1I-Proteinen [19, 96] und kostimulatorischen Molekiilen wie B7 (CD80/86) [19, 59, 97],
zu einer verminderten Sekretion von IL-12 und einer verstirkten Produktion von IL-10 [91], zu einer
verminderten Aufnahme und Prozession von Antigenen sowie zu einer verminderten Priasentation von
MHC-Klasse-II-Antigen-Komplexen [96]. Auflerdem wurde eine verstirkte Expression von Fas
(CD95) und eine de novo Expression von FasL auf HIV-infizierten Monozyten [98] sowie eine ver-
starkte Expression von FasL auf infizierten Makrophagen nachgewiesen [98, 99]. Somit fithrt ihre
Infektion nicht nur zu einer Stérung der antigeninduzierten T-Zell-Aktivierung, sondern auch zu einer
Erhohung der iiber den Fas/FasL-Signalweg vermittelten Apoptose von kontaktierten T-Zellen [19].

Es wurde postuliert [100], dass Funktionsdefekte der APCs zur Anergie von T-Zellen fithren und diese
fiir einen aktivierungsinduzierten programmierten Zelltod (Apoptose) sensibilisieren. Anerge T-Zellen
entstehen gemifd dieser Theorie immer dann, wenn sie mit einem korrekten Signal von Peptid-MHC-
Komplexen in Abwesenheit addquater kostimulatorischer Signale stimuliert werden. In der Folge
kommt es zum Auftreten von T-Zellen, die trotz Antigenstimulation nicht proliferieren, vermindert
IL-2 sezernieren und verstirkter Apoptose unterliegen. Insbesondere die verminderte Expression des
Molekiils B7 (CD80/86) trigt in diesem Zusammenhang zur gestorten kostimulatorischen Funktion
HIV-infizierter Makrophagen bei.

1.3.5.3 Funktionelle Defekte der T-Helferzellen

Neben der progredienten Abnahme der Helferzellkonzentration im Blut treten qualitative, also funkti-
onelle Defekte dieser schon frith im Verlauf der Infektion auf. So untersuchten Lane et al. [101] bereits
Anfang der 80er Jahre, ob und in welchem Ausmaf3 unfraktionierte PBMCs sowie gereinigte CD4- und
CD8-positive T-Zellen HIV-Infizierter im Vergleich zu denen gesunder Kontrollpersonen nach einer
Stimulation mit Pokeweed Mitogen (PWM), Alloantigenen und Recallantigen (Tetanus-Toxoid) pro-
liferieren. Sie fanden eine deutlich verminderte lymphoproliferative Reaktion (LPR) auf l6sliche Re-
callantigene. Die Stimulierbarkeit durch Alloantigen war dagegen nur mifiig, die durch Mitogen gering
eingeschriankt. Da die Proliferation nach Stimulation mit einem 16slichen Proteinantigen eine nahezu
exquisite Funktion CD4-positiver T-Zellen ist, konstatierten die Autoren einen selektiven funk-
tionellen Defekt der T-Helferzellen. Clerici et al. [102] fanden bei HIV-Patienten einen sequentiellen
Verlust der T-Zell-Reaktivitit fiir verschiedene Arten von Antigenen. In zeitlicher Reihenfolge treten
auf: ein Verlust der Stimulierbarkeit durch Recallantigene (Tetanus und Influenza), gefolgt von
Alloantigenen und zuletzt eine fehlende LPR auf Mitogen (PHA). Die unterschiedlichen
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Reaktionstypen zeigten interessanterweise keine Korrelation zur CD4-Zellzahl. Auch waren alle
Reaktionsmuster prinzipiell in allen Stadien der Infektion moglich, wenngleich sich ausgeprigtere
Funktionsdefekte bei Patienten mit fortgeschritteneren Stadien zeigten. Giorgi et al. [103] fanden
hingegen eine Korrelation der verminderten Stimulierbarkeit durch Recallantigene (Tetanus und
Candida) mit der CD4-Zellzahl und dem klinischen Stadium. In dieser Untersuchung entwickelte sich
interessanterweise bei drei von vier Studienteilnehmern, deren Helferzellen auf keines der beiden
Recallantigene reagierten, innerhalb einer viermonatigen Nachbeobachtungsphase AIDS. CD4-positive
T-Zellen HIV-Infizierter proliferierten — im Vergleich zu denen Immungesunder — in einer Studie von
Schnittman et al [104] signifikant schlechter nach TCR-Stimulation mit monoklonalen Antikorpern
gegen CD3 (Anti-CD3 mADb) und Recallantigenen. Hingegen war die Stimulierbarkeit durch Mitogene
weitgehend unverindert. Diverse weitere Untersuchungen bestitigten die Existenz von
Funktionsstorungen CD4-positiver Helferzellen im Rahmen der HIV-Infektion [84, 105, 106, 107, 108,
109]. In mehreren Untersuchungen wurden zudem parallel zum Fortschreiten der Erkrankung, zur
Abnahme der Helferzellkonzentration und zum Anstieg der Viruslast im Blut zunehmende Storungen
im Repertoire der T-Zell-Rezeptoren (TCR) nachgewiesen [46, 110].

Prizisierend sei erwihnt, dass nur die spezifische Antwort auf 16sliche Proteinantigene eine nahezu
exklusive Funktion von T-Helferzellen ist, wohingegen im Rahmen der Antwort auf Alloantigene auch
CD8-positive T-Zellen und bei Mitogenen wie PWM neben CD4- und CD8-positiven T-Zellen auch
B-Zellen beteiligt sind [101, 102, 103, 105]. Memory-T-Helferzellen (CD4+CD45R0+CD29+) werden
durch HIV stirker infiziert als naive (CD4+CD45RA+) [104, 111]. Untersuchungen zeigen, dass naive
CD4-positive T-Zellen stirker als memory-T-Helferzellen nach Stimulation mit Mitogenen
proliferieren, wohingegen letztere stirker auf Anti-CD3 mAb und Recallantigene reagieren [104, 112].
Die Proliferation von PBMCs nach Stimulation mit Recallantigenen ist somit vorwiegend eine
Funktion von memory-T-Helferzellen.

Die Ursachen der gestorten Helferzellfunktion sind wahrscheinlich multifaktoriell und derzeit nicht
abschlieflend gekldrt. Zum einen liegt wahrscheinlich in der bevorzugten Infizierbarkeit und Depletion
von memory-T-Helferzellen ein Grund dafiir, dass die lymphoproliferative Aktivitit nach Stimulation
mit Recallantigenen frither als die nach Stimulation mit Alloantigenen und Mitogenen, an denen auch
naive T-Helferzellen sowie CD8-positive T-Zellen beteiligt sind, beeintrachtigt wird [111].

Die bei HIV-Patienten verminderte Proliferation von PBMCs nach Stimulation tiber den TCR lésst
sich durch Stimulation mit Anti-CD28 mAb verstirken und ist nicht auf eine Storung der ersten
Schritte der intrazelluliren Signalkaskade zuriickzuftihren [112]. Wenngleich die Stimulierbarkeit
durch Anti-CD28 mAb nicht zu einer volligen Normalisierung der Proliferationsfahigkeit fithrt [112],
legt diese Beobachtung jedoch die Vermutung nahe, dass eine verminderte Wirkung des kostimulato-
rischen Molekiils B7 — zum Beispiel durch funktionsgestorte APCs — an diesem Funktionsdefekt von
T-Zellen beteiligt ist [113]. Das Molekiil B7 (CD80/86) auf APCs ist der Ligand von CD28 und wird
von HIV-infizierten APCs vermindert exprimiert.

Parallel mit der Progression der Erkrankung kommt es zu einem Absinken der Serumspiegel von IL-12
[114] sowie zu einem Anstieg derer von IL-10 [115]. Die Zugabe von IL-2 und IL-12 sowie von
neutralisierenden, gegen IL-10 gerichteten Antikorpern fiithrt zu einer Verbesserung der antigenstimu-
lierten Proliferation von PBMCs HIV-Infizierter [115, 116, 117]. Dies legt eine Bedeutung der
Dysregulation dieser Zytokine bei der Entstehung funktioneller Helferzelldefekte nahe [113]. Auch
eine verminderte Expression von IL-2-Rezeptoren (CD25) auf der Oberfliche von Lymphozyten
wurde im Rahmen der HIV-Infektion nachgewiesen [118]. Es lief sich eine inverse Korrelation der
Lymphozytenproliferation nach Mitogenstimulation mit der Expression von CD25 auf Lymphozyten
zeigen [119].
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Neben weiteren potentiellen Mechanismen wie der Verminderung des Pools naiver Zellen, die sich zu
memory-Zellen umwandeln konnen, der verstirkten Apoptoseneigung von mermory-Zellen nach Anti-
genstimulation, was zu Schiden des TCR-Repertoires fiihren kann, der gestorten Helferzellaktivierung
durch funktionsgestorte APCs, der gestorten Zell-Zell-Interaktionen infolge einer zerstorten Lymph-
knotenarchitektur, dem Mangel proliferationsfordernder Zytokine (IL-2, IL-12 etc.), der verminderten
Expression von IL-2-Rezeptoren, sind direkt immunsuppressive Effekte viraler Proteine beschrieben
worden.

So inhibiert HIV-gp120 die T-Zell-Aktivierung [112, 120]. Durch Zugabe rekombinanten HIV-gp120-
Proteins konnte eine dosisabhingige Verminderung der Proliferation gereinigter CD4-positiver
T-Zellen nach Stimulation mit Recallantigen nachgewiesen werden [109]. Dies trifft interessanterweise
auch auf T-Helferzellen Immungesunder zu. Da gp120 eine hohe Affinitit zum CD4-Molekiil hat,
wurde seitens der Autoren der letztgenannten Studie eine durch gp120 bedingte Behinderung der In-
teraktion von CD4 mit MHC-Klasse-II-Molekiilen als mogliche Ursache der Funktionsstorung postu-
liert. HIV-nef verursacht Stérungen in der Signaltransduktion und IL-2-Produktion von T-Zellen
[121] und HIV-tat inhibiert die Helferzellproliferation nach Stimulation mit Recallantigenen [122]. Im
Rahmen der direkten Infektion CD4-positiver T-Zellen wurde eine verminderte Expression von CD4-
Molekiilen als Resultat einer intrazelluliren Komplexierung mit gp120 oder einer direkten Inhibition
der CD4-Biosythese festgestellt [12]. Hierdurch kann es zusitzlich zu einer verminderten
antigenspezifischen Aktivierung von Helferzellen infolge verminderter Interaktion von CD4 mit
MHC-Klasse-II auf APCs kommen, die fiir die antigenspezifische Aktivierung essenziell ist.

1.4 Antiretrovirale Therapie

Durch die antiretrovirale Therapie (ART) wird die Vermehrung des HI-Virus und damit der Ausloser
der beschriebenen immunpathogenetischen Verinderungen unterdriickt. Ziele der Therapie sind die
Vermeidung HIV-assoziierter Morbiditdt und Mortalitit, die Verhinderung opportunistischer Infekti-
onen und die Verbesserung der Lebensqualitit der Patienten.

Nach unbefriedigenden Behandlungsergebnissen unter Mono- [123] und ersten Erfolgen unter Zwei-
fach-Kombinationstherapien [124] wurde spitestens seit der Vorstellung sehr erfolgreicher Studien zur
Dreifach-Kombinationstherapie auf der Welt-AIDS-Konferenz 1996 ein neuer ,,Goldstandard“ in der
HIV-Therapie geprigt. Der Begriff der ,Hochaktiven antiretroviralen Therapie“ (HAART), einer
Kombinationsbehandlung aus mindestens drei verschiedenen, gegen HIV wirksamen Medikamenten,
wurde geboren.

Hierfiir stehen heute — im Herbst 2003 — insgesamt 19 zugelassene Substanzen aus fiinf verschiedenen
Wirkstoffgruppen zur Verfiigung. Allen gemeinsam ist ihre Potenz, die Virusvermehrung durch Blo-
ckade verschiedener Schritte des viralen Replikationszyklus zu unterbrechen. Im Rahmen einer opti-
malen HAART wird heute die Senkung der Viruslast im Blut unter die Nachweisgrenze sensitiver
Nukleinsduretests (i. d. R. 50 ¢/ml) gefordert [125]. Dafiir wurden Substanzen entwickelt, die eine
hohe Selektivitit ihrer inhibitorischen Wirkung auf viruseigene Enzyme oder maf3geblich an der Virus-
replikation beteiligte virale Eiweifle aufweisen. In der klinischen Praxis werden derzeit Inhibitoren des
Viruseintritts in die Zielzelle (Enfuvirtide/T20/Fuzeon”) und Hemmer der viralen Reversen
Transkriptase (RT) sowie der HIV-Protease eingesetzt.

Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (RTI) lassen sich beziiglich ihres Wirkmechanismus in zwei grofle
Gruppen sowie Untergruppen aufteilen: nukleosidische/nukleotidische (NRTI/NtRTI) und nicht-
nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTT).

Nukleosidische/nukleotidische RT-Inhibitoren sind Analoga der natiirlicherweise in der Zelle vor-
kommenden DNA-Bausteine. Sie sind am Ribosering modifiziert, sodass eine Verlingerung der wach-
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senden cDNA-Kette durch Phosphodiesterbriicken nicht mehr mdoglich ist. Sie fungieren somit als
»falsche Bausteine® und bewirken einen Kettenabbruch in der bei der Umschreibung der viralen RNA
entstehenden cDNA [126]. Fast alle derzeit verfiigbaren Substanzen dieser Wirkklasse sind Nukleo-
sidanaloga, die erst nach dreifacher Phosphorylierung durch zellulire Enzyme in ihrer Wirkform vor-
liegen. Sie sind den natiirlich vorkommenden DNA-Bausteinen chemisch verwandt. So sind die Sub-
stanzen Zidovudin (AZT/Retrovir’) und Stavudin (d4T/Zerit") Thymidinanaloga; Zalcitabin
(ddC/Hivid"), Lamivudin (3TC/Epivir’) und Emtricitabine (FTC/Emtriva’) Cytidinanaloga; Abacavir
(ABC/Ziagen") ist ein Guanosinanalogon und Didanosin (ddI/Videx®) ein Inosinanalogon, welches
nach seiner Metabolisierung mit Adenosin konkurriert [126]. Tenofovir (Viread®) ist das derzeit ein-
zige verfiigbare Nukleotidanalogon. Im Gegensatz zu den Nukleosidanaloga muss diese Substanz nur
zweimal phosphoryliert werden, um in der wirksamen Form als Adenosinanalogon vorzuliegen, da sie
bereits einen Phosphatrest enthélt [126].

Nichtnukleosidische RT-Inhibitoren (NNRTI) hemmen die Reverse Transkriptase nicht-kompetitiv
durch Bindung in einem Bereich nahe des ,katalytischen Zentrums® des Enzyms. Nach Bindung der
NNRTIs kommt es zu einer Konformationsinderung der RT, wodurch diese inaktiviert wird [127].
Vertreter dieser Wirkstoffgruppe sind: Efavirenz (EFV/Sustiva”), Delavirdin (DLV/Rescriptor”) und
Nevirapin (NVP/Viramune”).

HIV-Proteaseinhibitoren (PI) hemmen die Spaltung des gag- und des gag-pol-Prikursorproteins durch
die viruseigene Protease. Hierdurch wird die Virusreifung beeintrichtigt und die Infektiositit der neu
entstandenen Viren blockiert [128]. Derzeit befinden sich sieben Proteasehemmer auf dem Markt:
Amprenavir (APV/Agenerase’), Atazanavir (AZV/Reyataz’), Indinavir (IDV/Crixivan®), Lopinavir (in
fester Kombination mit Ritonavir: LPVr/Kaletra®), Nelfinavir (NFV/Viracept’), Ritonavir
(RTV/Norvir’) und Saquinavir (SQV/Invirase’, Fortovase”). Da Ritonavir einerseits sehr nebenwir-
kungsreich und andererseits ein starker Inhibitor des Typs 3A4 des Cytochrom-P450-Systems in der
Leber ist, welches fiir die Metabolisierung fast aller Proteasehemmer verantwortlich ist, wird diese
Substanz heute fast ausschliefllich in einer Minimaldosierung (,,baby dose®) als ,,booster bzw. pharma-
kologischer ,enhancer in Kombination mit anderen Pls eingesetzt. Das bedeutet, dass man durch
Zugabe einer — im Vergleich zur optimalen antiviralen Dosis — niedrigen Menge Ritonavir den Abbau
anderer Proteaseshemmer hemmen und somit einerseits deren Plasmaspiegel steigern, andererseits ihre
Halbwertzeit verldngern kann.

Da die HAART zum einen mit medikamentenbedingter Toxizitdt, der Gefahr einer Resistenzentwick-
lung sowie hohen Kosten verbunden ist, eine zu starke Schidigung des Immunsystems jedoch zum
anderen vermutlich nur bedingt und verzogert reversibel ist, bleibt der optimale Zeitpunkt fiir einen
Therapiebeginn umstritten. Als unstrittige Indikationen gelten heute: HIV-bedingte klinische Sym-
ptome und Erkrankungen sowie das Absinken der Helferzellkonzentration im Blut auf Werte unter
200 Zellen/pl. Relative Indikationen sind dariiber hinaus gegeben bei einem Absinken der Helferzellen
im Blut auf unter 350/l sowie einer HIV-Viruslast iiber 50.000-100.000 ¢/ml [125].

1.5 Storung der T-Zell-Funktion durch Nukleosidanaloga

Neben der inhibitorischen Wirkung auf die Reverse Transkriptase wurden wiederholt Storwirkungen
der Nukleosidanaloga auf verschiedene zellulire Enzyme beschrieben. So wird die Hemmung der mi-
tochondrialen DNA-Polymerase fiir eine Reihe von Nebenwirkungen der Nukleosidanaloga verant-
wortlich gemacht [129].

Mehrere Untersuchungen haben inhibitorische Effekte von Zidovudin (AZT) auf verschiedene Zellen
des hamopoetischen und lymphatischen Systems nachgewiesen. Es inhibiert konzentrationsabhingig
die mitogeninduzierte Proliferation von PBMCs nach einer Stimulation mit PWM [130], Phytoham-
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agglutinin (PHA) [131] sowie Concanavalin A (Con A) und Anti-CD3-mAb [132]. Auch proliferieren
PBMCs immungesunder Miuse, die mit HIV-gp120-Antigen immunisiert wurden, vermindert nach
Stimulation mit diesem Antigen, wenn sie zusitzlich mit AZT gefiittert wurden [132]. In PBMC-
Kulturen verursacht die Substanz Stérungen im Proliferationszyklus, eine Verminderung der mitogen-
induzierten Blasttransformation sowie der RNA- und Proteinsynthese [130]. Im Gegensatz dazu finden
sich die zuletzt beschriebenen Storwirkungen bei Didanosin (ddI) sehr viel geringer oder gar nicht, was
auf deutliche Unterschiede in der diesbeziiglichen Toxizitit schliefen ldsst [130]. Die Proliferation
CD8-positiver T-Zellen nach Stimulation mit IL-2 wird durch AZT konzentrationsabhidngig vermin-
dert, wohingegen wiederum Didanosin (ddI) und Lamivudin (3TC) keinen Effekt haben [133]. Auch
die zytolytische Aktivitit von Lymphozyten wird durch AZT dosisabhingig vermindert [134]. Im Tier-
modell zeigt sich eine inhibitorische Wirkung von AZT auf die Differenzierung von Thymozyten
[132]. Zudem fihrte die Gabe von AZT zu einer verminderten Zellularitit des Thymus der Ver-
suchstiere. Eine der wichtigsten Nebenwirkungen von Zidovudin ist seine myelosuppressive Wirkung
[135]. In mehreren Studien wurden konzentrationsabhingige toxische Effekte der Substanz auf himo-
poetische Progenitorzellen nachgewiesen. So wirkt AZT inhibitorisch auf die Proliferation von himo-
poetischen Stammezellen [136] und hemmt die Bildung von Granulozyten/Makrophagen sowie die
Erythropoese [137, 138].

Auch andere Nukleosidanaloga haben inhibitorische Wirkungen auf die Proliferation von B- und
T-Zellen. Im Vergleich zu AZT sind jedoch z.B. die diesbeziiglichen Stérwirkungen von Lamivudin
(3TC) deutlich geringer ausgepragt [139].

1.6 Immunrekonstitution

Unter einer suffizienten HAART wird die Virusvermehrung in den meisten Korperkompartimenten
unterdriickt. Konsekutiv kommt es zu einem Anstieg der Helferzell- sowie zu einem Abfall der Virus-
konzentrationen im Blut [140, 141]. Klinisches Resultat ist eine Verbesserung der Immunfunktion,
verbunden mit einer Abnahme HIV-assoziierter Morbiditit und Mortalitit [142, 143].

Nach Beginn einer HAART lésst sich — hinsichtlich der Dynamik von Konzentrationsverinderungen
verschiedener T-Zell-Populationen und -Subpopulationen im Blut — ein zweiphasiger zeitlicher Ablauf
erkennen [144].

Wihrend der ersten zwei bis drei Monate ist die Geschwindigkeit des Konzentrationsanstiegs CD4-
positiver T-Zellen im Blut maximal [58, 145]. Danach setzt sich dieser Anstieg stetig, aber deutlich
langsamer, fort [58, 144, 145, 146, 147]. Der friihe, sehr schnelle Helferzellzuwachs ist durch eine
iiberproportionale Zunahme von Zellen mit einem memory-Phinotyp (CD45R0+) gepragt [111, 144,
145, 146, 148, 149]. Wihrend der mit geringerer Dynamik ablaufenden zweiten Phase nimmt der An-
teil naiver Zellen (CD45RA+CD62L+) am wachsenden Gesamtpool CD4-positiver T-Zellen im peri-
pheren Blut zu [144, 146, 148]. Wihrend eines Beobachtungszeitraums von zwolf Monaten wurde eine
konstante Produktionsrate fiir naive T-Helferzellen nachgewiesen, wihrend diese fiir Zellen mit einem
memory-Phinotyp zwischen der schnellen ersten und der langsamen zweiten Phase massiv abnimmt
[144]. Dies erkldrt den unterschiedlichen Anteil beider Subpopulationen im Zeitverlauf.

Auch die Konzentration CD8-positiver T-Zellen im Blut nimmt i. d. R. wiahrend der ersten Therapie-
wochen parallel zum Helferzellanstieg — jedoch in geringerem Ausmaf — zu [144, 150]. Auch bei dieser
Zellgruppe ist der frithe Anstieg iiberwiegend auf eine Zunahme von memory-Zellen zurtickzufithren
[144]. Widhrend der folgenden Behandlungsphase nimmt bei den meisten Infizierten die
Gesamtkonzentration CD8-positiver T-Zellen im Blut wieder ab [144, 146, 147]. Dies gilt insbesondere
fir Patienten, die in frithen Stadien der HIV-Infektion behandelt werden [151, 152]. Hierbei sinkt
insbesondere der Anteil von memory-Zellen, wihrend naive Zellen — wie bei den CD4-positiven
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T-Zellen — konstant und kontinuierlich zunehmen [144, 145, 152, 153]. Bei Patienten mit vor Beginn
der HAART sehr niedriger Helferzellzahl (<50/ul) wurden jedoch auch kontinuierliche
Konzentrationsanstiege des Gesamtpools CD8-positiver T-Zellen iiber 24 Wochen beschrieben [150].

Insgesamt ist der Konzentrationsanstieg CD4-positiver T-Zellen unter HAART sehr viel ausgepragter
als der CD8-positiver T-Zellen, was sich in einem Anstieg der CD4/CD8-Ratio ausdriickt [150]. Das
Ausmafl des Helferzellanstiegs wihrend der initialen Phase korreliert mit dem Ausmaf} der T-Helfer-
zelldepletion vor Beginn der HAART, hingegen nicht mit dem Ausmaf3 der kurzfristigen Viruslastsen-
kung und dem Alter der Patienten [154]. Demgegeniiber ist das Ausmafl des Helferzellanstiegs wih-
rend der zweiten, langsameren Phase abhidngig vom Ausmafl und der Dauerhaftigkeit der Viruslastab-
senkung [149, 154], jedoch nicht vom Helferzell-Nadir [154].

Parallel zu diesen Veridnderungen kommt es zu einer progredienten Reduktion der Immunaktivierung,
welche sich u. a. durch die Abnahme von Aktivierungsmarkern auf T-Zellen ausdriickt [145, 146, 155].
Gleichzeitig normalisiert sich der Anteil CD4- und CD8-positiver T-Zellen, die CD28 als wichtiges
kostimulatorisches Molekiil exprimieren [146, 150, 151, 152, 156]. CD28 spielt, wie oben dargelegt,
eine wichtige Rolle fiir die antigeninduzierte Aktivierung von T-Zellen. Es wurde eine positive Korre-
lation zwischen der Expression von CD28 auf T-Helferzellen und dem Impferfolg mit Recall- und
Neoantigenen nachgewiesen [152, 157]. Zudem kommt es zu sinkenden Spiegeln proinflammatori-
scher Zytokine wie TNF-alpha und IL-6 [145, 158], zu einem Anstieg der IL-2-Produktion durch
T-Zellen [113], zu einer verstirkten IL-12-Produktion durch Monozyten [113] sowie zur
verminderten Expression von Adhdsionsmolekiilen im Bereich der lymphatischen Gewebe [36].

Heute herrscht die Ansicht vor, dass der in den ersten Wochen einer HAART stattfindende massive
Zuwachs CD4- und CD8-positiver T-Zellen im Blut ganz mafigeblich durch die Umverteilung zuvor
sequestrierter Zellen aus den lymphatischen Geweben hervorgerufen wird [44, 55, 79, 144, 153]. Hier-
fiir spricht beispielsweise, dass die Diversitit des TCR-Repertoires auf T-Helferzellen im Blut parallel
mit dem initial schnellen Anstieg von memory-Zellen zunichst sinkt, bevor sie in der zweiten Phase
eines langsameren, durch einen hoheren Anteil naiver Zellen geprigten Zellzuwachses wieder zu-
nimmt. Dies wird als Ausdruck initialer Umverteilung zuvor aktivierter, jedoch infolge ihrer antigen-
induzierten Aktivierung in Lymphknoten sequestrierter memory-Zellen gewertet [159]. Zudem kommt
es — parallel zum initial starken Zuwachs CD4-positiver memory-Zellen im Blut — zu einer Abnahme
der Ki67-Expression — einem Proliferationsmarker — auf T-Helferzellen [65, 160, 161]. Dies unterstiitzt
die Hypothese, dass nicht die Expansion von memory-T-Helferzellen, sondern deren Umverteilung fur
ihren massiven initialen Konzentrationsanstieg im Blut verantwortlich ist [58]. Die de novo-
Zellproduktion hat an diesem initialen ,,burst“ einen geringeren, wenngleich existenten Anteil.

In der folgenden Phase des langsameren Helferzellanstiegs sind wahrscheinlich mehrere Vorginge fiir
deren Konzentrationszunahme im Blut von Bedeutung. Der T-Zell-Pool im Korper kann grundsitzlich
auf zwei Arten vergrofert werden: durch Steigerung der Zellproduktion sowie durch Verlingerung der
Zelliiberlebenszeit. Wie oben erwihnt kann die Produktion von T-Zellen wiederum grundsitzlich auf
zwei Arten erfolgen: durch Nachbildung naiver Zellen im Thymus und durch Expansion reifer T-Zel-
len [66, 67]. Die de novo-Reifung naiver T-Zellen aus Progenitorzellen im Thymus fiihrt zu einer poly-
klonalen Ausreifung verschiedenster Spezifititen des T-Zell-Rezeptors. Nur hierdurch ist die Wieder-
herstellung eines uneingeschrankten TCR-Repertoires prinzipiell méglich. Im Gegensatz dazu ist eine
Zellrekonstitution durch Expansion existierender peripherer T-Zell-Klone mit dem Beibehalten des im
Rahmen der HIV-Infektion eingeschrankten TCR-Repertoires behaftet [55, 67].
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Eine wachsende Zahl von Arbeiten unterstreicht die Bedeutung des Thymus fiir die Immunrekonstitu-
tion [71, 76, 153]. Die T-Zell-Rekonstitution durch Thymopoese ist durch das Auftreten naiver T-Zel-
len (CD45RA+CD62L+) mit nachweisbaren TRECs als Zeichen eines Rearrangements von TCR-Ge-
nen im Thymus gekennzeichnet. Demgegentiber haben Zellen, die durch Expansion peripherer reifer
Zellen entstehen, einen memory-Phinotyp (CD45R0+) und in ihnen sind selten TRECs nachweisbar
[67]. Tatsichlich steigen — wie oben beschrieben — die Konzentrationen naiver T-Zellen unter einer
HAART an. Auch lieen sich nach Beginn einer Therapie bei einem Grofiteil von Patienten steigende
Konzentrationen von ,recent thymic emigrants“ — naiven T-Zellen, die kurz zuvor im Thymus gebildet
wurden — nachweisen [71, 76]. Bei vielen unbehandelten Patienten ldsst sich eine Verminderung des
TCR-Repertoires auf T-Helferzellen nachweisen [46, 110]. Unter sinkender Viruslast und steigender
Helferzellkonzentration im Blut konnte eine deutliche Zunahme des zuvor gestérten TCR-Repertoires
nachgewiesen werden [46]. Dies ldsst sich am wahrscheinlichsten durch die Neubildung naiver T-Zel-
len im Thymus erkldren [67]. Die Zunahme naiver Zellen macht den Hauptteil des Helferzellanstiegs
nach langdauernder erfolgreicher HAART aus [149, 156]. Es konnte eine inverse Korrelation zwischen
dem Alter von Patienten vor Beginn einer HAART und dem Ausmaf} sowohl des absoluten Anstiegs
CD4-positiver T-Zellen als auch des Anstiegs naiver Helferzellen unter der Therapie nachgewiesen
werden [152]. Dies ist am ehesten Ausdruck der verminderten Thymopoese mit zunehmendem Alter.
Ferner fanden sich positive Korrelationen zwischen der Thymusgrofie und dem Ausmafl des Anstiegs
naiver T-Helferzellen unter HAART [162] sowie zwischen einem ungeniigenden Helferzellanstieg und
dem Nachweis geringer Thymusmengen im CT [163]. Insofern kommt dem Thymus sowohl bei der
quantitativen T-Zell-Rekonstitution, besonders jedoch in der Rekonstitution des TCR-Repertoires eine
entscheidende Rolle zu [70]. Der Anteil beider Produktionsprozesse — Neubildung im Thymus und
Expansion peripherer Zellen — ist individuell verschieden und, wie erwihnt, u. a. vom Alter abhingig
[67].

Neben der verstirkten Zellproduktion kommt es zu einem verminderten Zelluntergang, der zweiten
Determinante des T-Zell-Pools. Da die Immunaktivierung eine wesentliche Ursache der erhohten
Apoptoserate von T-Zellen darstellt und diese deren Uberlebenszeit verkiirzt, ist es nachvollziehbar,
dass unter sinkender Immunaktivierung infolge HAART die Apoptose CD4- und CD8-positiver
T-Zellen deutlich absinkt und dies wahrscheinlich zum T-Zell-Anstieg beitrdgt [151, 155, 164].

In mehreren Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass eine HAART neben der quantitati-
ven auch eine qualitative Rekonstitution der T-Helferzellen bewirkt. Die Proliferation von CD4-positi-
ven T-Zellen nach Stimulation mit Recallantigenen und Mitogenen steigt bereits in den ersten drei
Monaten einer HAART signifikant an [146] und erreicht bei einem Teil der Patienten Werte wie bei
Immungesunden. Nachgewiesen wurden Verbesserungen der mitogeninduzierten Proliferation von
PBMCs nach Stimulation mit PWM [156], von T-Zellen nach Stimulation mit Anti-CD3 mAb [146,
150, 165] und PHA [111, 150, 165], der Alloantigen-induzierten Proliferation von T-Zellen [145],
sowie der antigeninduzierten T-Helferzellproliferation fir CMV [146, 148, 156], HSV [166],
Mycobacterium tuberculosis [146, 148, 165, 167], Mycobacterium avium complex [156, 168],
Streptokinase/Streptodornase [111, 156], Tetanus-Toxoid [108, 111, 165], Candida [108, 145, 156,
165], Influenza [84] und Toxoplasma gondii [169, 170].

Im Gegensatz zur Zunahme der Helferzellfunktion gegen verschiedene Recallantigene konnte in vielen
Studien eine solche gegentiber HIV-Antigenen wie p24 oder p17 kaum oder nur in geringem Ausmafd
nachgewiesen werden [84, 108, 111, 146, 149, 165]. In anderen Untersuchungen hingegen wurden
durchaus bei einem grofleren Anteil erfolgreich und langdauernd antiviral behandelter Patienten Hel-
ferzellreaktionen gegen HIV-Antigene nachgewiesen [156, 171].
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Insgesamt ist das Ausmaf3 der Verbesserung der T-Helferzellfunktion unter HAART — zumindest in
Bezug auf Recallantigene — abhingig vom Ausmafl des Immundefekts vor Beginn der Therapie [156],
vom Ausmaf$ und der Dauerhaftigkeit der Viruslastsenkung [148], vom Ausmaf} des Helferzellanstiegs
[148, 149] und insbesondere vom Ausmaf3 des Anstiegs von Helferzellen mit einem memory-Phinotyp
[169].

Der unmittelbar nach Einleitung einer HAART im Blut messbare Anstieg lymphoproliferativer Reakti-
vitdt von Helferzellen gegentiber Recallantigenen ist sicher — zumindest teilweise — durch Umverteilung
zuvor im lymphatischen Gewebe sequestrierter memory-T-Helferzellen bedingt [108].

Im weiteren Verlauf sind jedoch wahrscheinlich mehrere Mechanismen an der funktionellen Immun-
rekonstitution mit Verbesserung der antigeninduzierten Proliferation CD4-positiver T-Zellen beteiligt:
So kommt es infolge verminderter Immunaktivierung, unter anderem infolge einer geringeren
Expression des apoptoseinduzierenden Fas-Molekiils (CD95), zu einer sinkenden Empfindlichkeit der
T-Zellen gegeniiber Apoptose [108, 151]. Nachweisbar sind weiterhin eine vermehrte Produktion von
IL-12 durch Monozyten [151, 171] und von IL-2 durch T-Helferzellen [172], eine verstirkte Expres-
sion von kostimulatorisch wirksamem CD28 auf T-Zellen [146, 150, 151, 152, 156] sowie die Nachbil-
dung naiver Zellen im Thymus [67, 71], was die Rekonstitution eines ungestorten TCR-Repertoires
begiinstigt.

1.7 Klinisch bedeutsame Surrogatmarker der HIV-Infektion

Eine Vielzahl von Labormarkern wurde beziiglich ihrer prognostischen Aussagekraft im Rahmen der
HIV-Infektion evaluiert. Eine Reihe dieser (z. B. Serumkonzentration von Neopterin, f2-Mikroglobu-
lin, l6slichem IL-2-Rezeptor) wurde lange Zeit im klinischen Alltag genutzt, bis sie durch modernere
abgelost wurden. Zum gegenwirtigen Zeitpunkt haben sich im Wesentlichen zwei Marker — die
Helferzell- und die Viruskonzentration im Blut — in der Praxis durchgesetzt.

1.7.1 T-Helferzellkonzentration

Wie oben dargelegt, sind die CD4-positiven T-Helferzellen die wichtigsten Zielzellen des Virus. Thre
Depletion im Rahmen der HIV-Infektion ist eines der bedeutendsten Merkmale der Erkrankung. Die
quantitative und prozentuale Bestimmung ihrer Konzentration im Blut wurde frithzeitig als labor-
medizinischer Verlaufsmarker in der Betreuung HIV-positiver Patienten verwendet [173]. Die Anzahl
CD4-positiver T-Zellen im Blut korreliert mit dem Risiko, innerhalb eines bestimmten Zeitraums an
AIDS zu erkranken und zu versterben [174, 175, 176, 177, 178] sowie mit dem Risiko des Auftretens
opportunistischer Infektionen [179, 180]. Beziiglich der Prognose von Patienten unter HAART, erwies
sich die Helferzellkonzentration vor Beginn der Therapie als wichtigster prognostischer Faktor beziig-
lich des Auftretens AIDS-definierender Erkrankungen und des Uberlebens der Patienten [181].

1.7.2 HIV-Viruslast

Seit Threr breiten Verfiigbarkeit, Mitte der 90er Jahre, hat die quantitative Messung der HIV-RNA
rapide Einzug in die klinische Routine und in das ,,Monitoring“ der HIV-Infektion gefunden. Die Hohe
der HIV-Viruslast ist einerseits von der Anzahl produktiv infizierter Zellen und dem Ausmaf3 der HIV-
Replikation in diesen sowie andererseits von der Hemmung der Virusvermehrung durch das Immun-
system oder antivirale Medikamente abhingig. Es wurde nachgewiesen, dass die Quantifizierung der
HIV-RNA im Blut in ihrer prognostischen Aussagekraft der Bestimmung von Neopterin und
32-Mikroglobulin iiberlegen ist [174, 182]. Die Hohe der Viruslast am so genannten ,setpoint nach
der Serokonversion korreliert mit der Geschwindigkeit der T-Helferzell-Depletion im Blut und invers
mit der Zeit bis zum Auftreten von AIDS sowie der Zeit bis zum Tod der Patienten [174, 182, 183, 184,
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185, 186]. Hierbei erwies sich die prognostische Aussagekraft der Viruslast als unabhingig von der
T-Helferzellkonzentration [183]. Sie ist weiterhin ein unabhingiges Maf fiir das Risiko opportunisti-
scher Infektionen [187, 188].

Nach Initiierung einer suffizienten HAART sinkt die Viruslast im Blut schnell ab und erreicht oft
Werte unterhalb der Nachweisgrenze sensitiver Testverfahren [60, 61]. Das Ausmafd der Viruslast-
Reduktion korreliert signifikant mit dem des Helferzellanstiegs unter HAART [189]. Zudem ist die
Dauer einer erfolgreichen Virussuppression unter HAART abhingig vom Nadir der gemessenen
Viruslast unter der Therapie [190, 191].

1.7.3 Einfluss unterschiedlicher Nukleosidanaloga auf die Immunrekonstitution

Zahlreiche Studien haben die Effekte unterschiedlicher Kombinationen antiretroviraler Medikamente
auf Surrogatmarker der HIV-Infektion untersucht. In einer Reihe dieser Untersuchungen wurden die
beiden Thymidinanaloga — Stavudin (d4T/Zerit") und Zidovudin (AZT/Retrovir’) — in ihren Wir-
kungen bei zuvor nicht antiretroviral behandelten Patienten verglichen.

In der ALBI-Studie [192] wurden u. a. die Zweifachkombinationen Stavudin (d4T) + Didanosin (ddI)
vs. Zidovudin (AZT) + Lamivudin (3TC) iiber 24 Wochen miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich
am Ende der Beobachtungszeit ein signifikant stirkerer Helferzellanstieg unter Stavudin/Didanosin als
unter Zidovudin/Lamivudin. Jedoch hatten auch signifikant mehr Patienten in der d4T/ddI-Gruppe
am Ende der Beobachtungsphase eine Viruslast unter der Nachweisgrenze von 500 ¢/ml, was die
Unterschiede der Helferzellentwicklung (mit-)erklaren konnte.

Die ACTG-306-Studie [193] diente dem Vergleich der Zweifachkombinationen Stavudin/Lamivudin
vs. Zidovudin/Lamivudin vs. Didanosin/Lamivudin tiber 48 Wochen. Hierbei kam es erneut in der
Stavudin-Gruppe zu einem stirkeren Helferzellzuwachs als in der Zidovudin-Gruppe (118 vs. 77 Zel-
len).

In der START I-Studie [194] wurden die Dreifachregime Zidovudin/Lamivudin + Indinavir (IDV)
und Stavudin/Lamivudin + Indinavir (IDV) iiber 48 Wochen miteinander verglichen. Auch in dieser
Studie war der Helferzellanstieg in der Gruppe mit Stavudin behandelter Patienten signifikant stirke-
rer.

SchlieSlich fand in der START II-Studie [195] ein Vergleich zwischen Stavudin/Didanosin/Indinavir
und Zidovudin/Lamivudin/Indinavir tiber 48 Wochen statt. Bei vergleichbarem Effekt beider Kombi-
nationen auf die Reduktion der Viruslast fand sich erneut eine signifikant stirkere Zunahme der
Helferzellen in der mit Stavudin behandelten Patientengruppe.

Zusammenfassend gibt es also mehrere Hinweise darauf, dass sich die beiden Thymidinanaloga in

ihrem Effekt auf die Immunrekonstitution — gemessen am Zuwachs der T-Helferzellen — zugunsten
von Stavudin unterscheiden.
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1.8 Die Untersuchung - Fragestellung und Ziele

Fiir ein optimales Management der HIV-Infektion ist eine moglichst detaillierte Erfassung des durch
sie verursachten Immundefekts erforderlich. In der Praxis haben sich als ,,Werkzeuge* hierfiir — neben
der klinischen Beurteilung der Patienten — vor allem die quantitative Bestimmung der T-Helferzellen
und der Viruslast durchgesetzt. Wenngleich hierdurch — beziiglich einer Risikostratifizierung klinischer
Endpunkte — vielfach bewihrte und sehr hilfreiche Informationen zur Verfiigung stehen, lisst sich eine
Vielzahl von auf Immunfehlfunktionen basierenden Ereignissen allein durch diese Labormarker weder
im Voraus ausreichend sicher abschitzen noch hinreichend erkléren.

So treten in der Praxis immer wieder Fille opportunistischer Infektionen bei ungewohnlich hohen
Helferzellkonzentrationen auf. Beispielsweise wurden Fille von CMV-Retinitis trotz eines Helferzell-
anstiegs unter suffizienter HAART auf Werte tiber 300 Zellen/pl [196, 197, 198], Fille von Pneumo-
cystis-carinii-Pneumonie trotz Helferzellanstieg auf iiber 400/pl [199], Fille von cerebraler Toxoplas-
mose trotz Helferzellkonzentrationen von 350/pl [200] sowie Fille von Candidosen und Herpes zoster
trotz hoher Helferzellzahlen beschrieben. Ein Grofdteil dieser Diskrepanzen erklart sich daraus, dass es
im Rahmen der HIV-Infektion nicht nur zu einem quantitativen, sondern — wie oben dargelegt — auch
zu einem qualitativen T-Helferzelldefekt kommt [196, 197, 198, 199]. Trotz dieser Wider-
spriichlichkeiten wurde bisher kein Testverfahren zur Erfassung der Helferzellfunktion in die klinische
Praxis eingefiihrt. In der hier beschriebenen Analyse wurde ein speziell auf die Untersuchung von
HIV-infizierten Patienten adaptierter und standardisierter Lymphozytenproliferationstest zur
Erfassung der antigenspezifischen Helferzellfunktion eingesetzt.

Die vorliegende Untersuchung verfolgt zwei Ziele:

1. Im ersten Teil geht es darum, die zellulire Immunrekonstitution unter besonderer
Berticksichtigung der Helferzellfunktion in einer Gruppe antiretroviral behandelter Patienten
mit vermeintlich optimalem Therapieerfolg zu beschreiben. Es soll gekldrt werden, inwieweit
sich die funktionelle Kapazitit der Helferzellen dieser Patientengruppe von der CD4-positiver
T-Zellen einer HIV-negativen, immungesunden Vergleichsgruppe unterscheidet.

2. In mehreren Studien haben sich Unterschiede in der quantitativen Helferzellentwicklung in
Abhingigkeit vom im Rahmen einer HAART verwendeten Thymidinanalogon gezeigt. Im
zweiten Teil dieser Untersuchung soll jetzt analysiert werden, ob das im Rahmen einer HAART
verwendete Thymidinanalogon Einfluss auf die zellulire Immunrekonstitution, insbesondere
auf die Helferzellfunktion hat.
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2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Die Patienten wurden aufgrund ihrer HIV-Infektion entweder in der Tagesklinik der Infektionsabtei-
lung des Vivantes-Klinikums Berlin-Prenzlauer Berg (Chefdrztin Frau Prof. Dr. med. R. Baumgarten)
oder in einer Berliner HIV-Schwerpunktpraxis (Dr. med. Ch. Mayr/Dr. med. F. Strohbach) behandelt.
Im Rahmen routinemifliger Laboruntersuchungen wurde ihnen — zusitzlich zu den Proben fur die
turnusmifligen Bestimmungen der Surrogatmarker — Blut zur Durchfithrung des im nichsten
Abschnitt beschriebenen Lymphozytentransformationstests (LTT) abgenommen.

Hierzu wurden die Patienten im Vorfeld tiber den Sinn und das Prinzip des Testverfahrens sowie iiber
die geplante anonymisierte Analyse dabei erhobener sowie in den Krankenakten vermerkter Daten,
u. a. im Rahmen einer Dissertation, aufgeklart. Die Zustimmung der Patienten zur erweiterten Blut-
entnahme fiir diese Untersuchung sowie zur Datenanalyse erfolgte auf freiwilliger Basis nach Auf-
klirung durch die behandelnden Arzte. Fiir Patienten, die dieser Untersuchung nicht zustimmten,
entstanden keine Nachteile. Die Blutproben fiir den LTT wurden im Rahmen routinemifliger
Untersuchungen zusitzlich gewonnen. Es erfolgten keine gesonderten Blutentnahmen nur fiir die
Gewinnung dieser Proben.

Innerhalb eines Zeitraums von ca. einem Jahr sind mit diesem Verfahren von einem Grof$teil der Pati-
enten der genannten Einrichtungen Untersuchungen der Helferzellfunktion durchgefiihrt worden. Die
vorliegende Auswertung wurde retrospektiv aus den vorliegenden Daten unter Beachtung der Fin- und
Ausschlusskriterien bei der Aufnahme der Daten in die Analyse durchgefiihrt.

Aus dem Gesamtpool der Befunde zur Helferzellfunktion wurden Daten fiir die vorliegende Unter-
suchung nach folgenden Kriterien ausgewihlt und durch gezielte Erfassung zusitzlicher Parameter aus
den Patientenakten ergdnzt:

1. Die Patienten mussten zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir den LTT seit mindestens zwolf
Wochen mit ein und derselben Kombination antiretroviraler Medikamente unter Einschluss
von Zidovudin oder Stavudin behandelt worden sein.

2. Die ART musste einem der folgenden Kombinationsschemata entsprechen: Kombination aus
drei Nukleosidanaloga (3NRTI) oder Kombination aus zwei NRTI und einem Nichtnukleosi-
dischen Reverse-Transkriptase-Inhibitor (2NRTI+1NNRTI) oder Kombination aus zwei
NRTI und einem Proteaseinhibitor (2NRTI+1PI) oder Kombination aus zwei NRTI und ei-
nem PI sowie einer 200 Milligramm nicht tiberschreitenden Einzeldosis Ritonavir als pharma-
kologischer ,,Booster des Proteasechemmers (2NRTI+PI/r).

3. Die Patienten mussten zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir den LTT seit mindestens zehn
Wochen eine Viruslast im Blut von weniger als 1000 Kopien/ml (3 log,,/ml) haben.

4. Die Patienten mussten zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir den LTT mindestens eine
Konzentration von 200 T-Helferzellen je Mikroliter Blut haben.

Der geforderte Mindestzeitraum von zwolf Wochen der Behandlung mit dem aktuellen antiretrovira-
len Therapieregime sollte sicherstellen, dass die Messung der Helferzellfunktion zum einen an einem
relativ stabilen Zeitpunkt der Immunrekonstitution — nach Abschluss des Maximums der rasanten
initialen Redistributionsvorginge — stattfindet und sich zum zweiten ein stabiler pharmakokinetischer
Zustand der aktuellen Medikamente — nach Abschluss initialer Enzyminduktionsvorginge etc. — etab-
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liert hat. Der Mindestzeitraum von zehn Wochen fiir eine HIV-Viruslast von maximal 1000 Kopien/ml
sollte sichern, dass die aktuelle ART innerhalb dieser Zeit gut virussuppressiv wirksam war und sich ein
relativ stabiler Zustand der Immunrekonstitution einstellen konnte. Der Mindestwert von 200
T-Helferzellen/ul sollte sicherstellen, dass sich die Patienten aktuell in einem moderaten Stadium ihres
Immundefektes befinden und die Ergebnisse beispielsweise nicht durch zu ausgeprigte Beimedikation
wie Antibiotikaprophylaxen oder floride opportunistische Infektionen verfilscht werden.

Zudem wurden vier Ausschlusskriterien im Vorfeld definiert:

1. Ausgeschlossen wurden Daten von Patienten, die zum Zeitpunkt des LTT oder in den letzten
vier Wochen davor an einer floriden opportunistischen oder an einer den Allgemeinzustand
deutlich beeintrichtigenden bzw. fieberhaften sonstigen Infektion litten.

2. Ausgeschlossen wurden auch Daten von Patienten, die zum Zeitpunkt des LTT oder in den
letzten drei Monaten davor an floriden, chemo- oder strahlentherapeutisch behandlungs-
bediirftigen Tumoren litten.

3. Auch Daten von Patienten, die innerhalb der letzten acht Wochen vor dem LTT eine Schutz-
impfung — mit Ausnahme einer Vakzinierung gegen Hepatitis A oder B — erhalten haben,
wurden ausgeschlossen.

4. Letztlich war auch die Einnahme jeglicher Art von Immunmodulatoren wie Glukokortikoiden
etc. innerhalb der letzten vier Wochen vor dem LTT ein Ausschlussgrund.

Hiermit sollte sichergestellt werden, dass die LTT-Ergebnisse nicht durch temporire Dysregulationen,
zusitzliche Aktivierungen oder medikamentose Modulation des Immunsystems beeintrichtig wurden.

Fir die vorliegende Untersuchung wurden die Daten von zwei Gruppen a 50 Patienten analysiert,
welche den genannten Ein- und Ausschlusskriterien entsprachen und die sich einzig durch das im
Rahmen ihrer antiretroviralen Therapie verwendete Thymidinanalogon — Zidovudin bzw. Stavudin —
unterschieden. Selektiert wurden die Patientendaten aus dem oben genannten Pool von LTT-Befunden
HIV-Infizierter, erginzt um Befunde aus den jeweiligen Krankenakten. Die Auswahl erfolgte zufillig,
bis zum Erreichen der vordefinierten Gruppenstiarke von 50 Patienten in jeder Gruppe, entsprechend
den genannten Ein- und Ausschlusskriterien.

Fiir den ersten Teil der Untersuchung wurden die Daten aller Personen beider Patientengruppen ge-
poolt und mit denen einer Kontrollgruppe verglichen. Im zweiten Teil der Untersuchung wurden die
Daten beider Patientengruppen miteinander verglichen.

2.2 Kontrollgruppe

Als Kontrollgruppe fiir den LTT dienten 100 klinisch gesunde, nicht HIV-infizierte Personen. Hierbei
handelte es sich vorwiegend um Laborpersonal und Blutspender. Die Kontrollpersonen mussten zum
Zeitpunkt der Blutentnahme fiir den LTT sowie in den letzten vier Wochen klinisch gesund sein, bei
ihnen durfte kein Verdacht auf Vorliegen einer Immunerkrankung bestehen, sie durften in den letzten
vier Wochen vor dem Test keine immunmodulatorischen Medikamente eingenommen haben, in den
letzten acht Wochen keine Schutzimpfungen (Ausnahme Hepatitis A und B) erhalten haben und
mussten mit der Teilnahme an der Untersuchung einverstanden sein. Samtliche Daten der Kontroll-
gruppe wurden mir freundlicherweise von Herrn Professor von Baehr, der diese Gruppe unabhingig
von der vorliegenden Untersuchung rekrutiert hat, zur Verfiigung gestellt.
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2.3 Der Lymphozytentransformationstest (LTT)

2.3.1 Testprinzip

Der Lymphozytentransformationstest (LTT), auch als Lymphozytenproliferations- oder Lymphozy-
tenstimulationstest bezeichnet, ist ein etabliertes in vitro-Verfahren zum Nachweis mitogen- und anti-
geninduzierter Zellproliferation. Er basiert auf dem Prinzip, dass Lymphozyten nach ihrer Aktivierung
expandieren, also proliferieren. Diese Proliferation geht mit DNA-Synthese einher. Durch Zugabe
radioaktiv markierter DNA-Bausteine ist das Ausmaf3 der DNA-Synthese und somit das Ausmafd der
Proliferation messbar.

Die Fahigkeit, in vitro auf eine Stimulation mit I9slichen Recall(protein-)antigenen mit Proliferation zu
reagieren, ist — wie eingangs ausfiihrlich dargelegt — im Wesentlichen eine Funktion CD4-positiver T-
Helferlymphozyten. Da T-Zellen Antigen nur als auf MHC-Molekiilen prisentierte Peptide erkennen
und bei exogener Zugabe im Allgemeinen nur der MHC-Klasse-II-Weg benutzt wird, ist die
Proliferationsantwort gegen komplettes Antigen ganz tiberwiegend eine CD4-T-Zellantwort. Eine
»cross-presentation iber MHC-Klasse-1, beispielsweise durch aktivierte dendritische Zellen, und damit
eine Aktivierung CD8-positiver T-Zellen findet nur minimal statt. Es kann somit davon ausgegangen
werden, dass mehr als 90% der in diesem Test erfassten Proliferation den CD4-positiven
T-Helferzellen zugeordnet werden kann. Dies konnte auch experimentell bestitigt werden: Die
Depletion CD8-positiver T-Zellen fiihrt — verglichen mit unfraktionierten PBMCs — zu keiner
wesentlichen Anderung der Proliferation nach Stimulation mit Recallantigenen in vitro [103]. Durch
die Depletion von CD4-positiven T-Zellen ist die proliferative Aktivitit gegen Recallantigene hingegen
aufgehoben, die gegeniiber Mitogenen reduziert [105].

Mitogene fithren zu einer unspezifischen, antigenunabhingigen Aktivierung von Immunzellen. Es gibt
verschiedene Arten von Mitogenen, die verschiedene Zellarten aktivieren. So sind die Lektine
Concanavalin A (Con-A) und Phytohdmagglutinin (PHA) polymere Pflanzenproteine, die spezifisch
an gewisse Kohlenhydrate von Glykoproteinen der T-Zelloberfliche — einschlieflich TCR- und CD3-
Proteine — binden und dadurch eine Zellstimulation von T-Zellen (CD4+ und CD8+) ausldsen [89].
Pokeweed-Mitogen (PWM) hingegen stimuliert B- und T-Lymphozyten. Im Gegensatz zu den T-Zell-
Mitogenen PHA und Con-A kann die proliferative Reaktion nach Stimulation mit PWM bereits frith
im Verlauf der HIV-Infektion gestort sein [106].

Fir den LTT wird eine festgelegte Anzahl von PBMCs in jeweils drei Parallelansitzen mit
verschiedenen (Protein-)Antigenen und Mitogenen tiber sechs Tage kultiviert. Zwolf Stunden vor dem
Ende der Kultur wird eine definierte Menge radioaktives *H-Thymidin zu jedem Ansatz hinzugefiigt. Je
stirker die Zellen in den Kulturansitzen proliferieren, desto mehr *H-Thymidin wird eingebaut.
*H-Thymidin ist ein Beta-Strahler. Die emittierte Strahlung kann demnach in einem ,,Beta-Counter®
als ,counts per minute — cpm“ gemessen werden. Es hat sich durchgesetzt, die antigeninduzierte
Stimulation durch Angabe eines ,Stimulationsindex — SI“ zu kennzeichnen. Dieser errechnet sich
folgendermaflen: Aus den cpm-Werten der drei Parallelansitze fiir jedes Antigen/Mitogen wird ein
Mittelwert errechnet. Dieser wird durch den cpm-Mittelwert dreier Parallelansitze nicht durch Anti-
gen/Mitogen stimulierter, sonst jedoch identisch kultivierter PBMCs dividiert. Der resultierende
Stimulationsindex ist ein dimensionsloser Wert. Nach Stimulation mit Antigen ist er abhingig von der
Frequenz und der Effektivitit der Aktivierung antigenspezifischer Lymphozyten. Ein SI-Wert von
mindestens drei gilt als positiv.
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2.3.2 Testadaptation

Ein Problem des LTT ist die Spontanproliferation nicht spezifisch stimulierter Zellen in den
Kulturansitzen. Hierdurch kommt es zu einer schlechteren Detektierbarkeit von antigenspezifischen
Lymphozyten, die nur in relativ geringer Frequenz vorkommen. Da, wie oben erwihnt, das Ausmafl
des *"H-Thymidin-Einbaus in den Kulturansitzen von der Frequenz antigenspezifischer Zellen abhin-
gig ist, wird der Signal-Rausch-Abstand und damit die Detektierbarkeit niederfrequenter antigenspezi-
fischer Zellen um so geringer, je hoher das ,,Grundrauschen®, also die Spontanproliferation der Zellen
in der Kultur ist. Verschiedene Versuche wurden in der Vergangenheit unternommen, das Testverfah-
ren diesbeziiglich zu optimieren.

In der hier vorliegenden Untersuchung wurden zwei Adaptationen vorgenommen, um die antigenin-
duzierte Proliferation schirfer von der unspezifischen Spontanproliferation kultivierter Zellen trennen
zu konnen. Das verwendete, optimierte Verfahren wurde publiziert [201]. Zum einen wurde wihrend
der Zellkultivierung nicht — wie sonst tiblich — fetales Kalberserum oder hitzeinaktiviertes gepooltes
humanes AB-Serum, sondern nicht hitzeinaktiviertes autologes Patientenserum verwendet. Der ent-
scheidende Punkt ist jedoch die Zugabe von rekombinatem Interferon-alpha wihrend der Zellkultur.
Dieses Zytokin hat eine Fiille biologischer Wirkungen. Beispielsweise hemmt es die Zellproliferation,
bewirkt jedoch andererseits eine verstiarkte Expression von MHC-Molekiilen der Klassen I und II sowie
von kostimulatorisch wirksamem Molekiil B7-2 (CD86) auf APCs. Es konnte nachgewiesen werden,
dass es durch die Zugabe von Interferon-alpha vorwiegend zu einer Hemmung der Spontanprolifera-
tion nicht spezifisch stimulierter Lymphozyten kommt. Das Zytokin hat jedoch keinen wesentlichen
Einfluss auf den Einbau von *H-Thymidin in stimulierten Kulturen. Durch diese Adaptationen kam es
auch nicht zu einer Verfilschung der Resultate im Sinne falsch positiver Ergebnisse. Nettoeffekt ist ein
deutlich vergroferter Signal-Rausch-Abstand, der eine sensitivere Detektion auch in geringerer Fre-
quenz vorkommender antigenspezifischer Lymphozyten ermoglicht [201]. Der LTT wurde in dieser
Modifikation nach DAR-DIN EN ISO/IEC 17025 akkreditiert.

Fiir die Untersuchung HIV-infizierter Patienten wurde der mit den beschriebenen Adaptationen ver-
sehene Test an die Besonderheiten der Erkrankung adaptiert. Dies betrifft im Wesentlichen die Aus-
wahl der verwendeten Antigene. In zahlreichen Voruntersuchungen wurde ein Panel geeigneter Recall-
antigene ermittelt. Von diesen wurde gefordert, dass sie bei mindestens 75 Prozent aller immungesun-
den Kontrollpersonen zu einer spezifischen lymphoproliferativen Reaktion fithren. Zudem wurden
Antigene gewihlt, die im Zusammenhang mit der HIV-Infektion klinische Bedeutung haben. Nach-
dem einige Kandidaten aufgrund unzureichender Responderraten bei Immungesunden ausgeschlossen
wurden (Streptokinase, Mumps-Masern-Roételn, Tuberkulin, Diphtherietoxoid), wurden sechs Recall-
antigene, die den Anforderungen entsprachen, ausgewidhlt. Diese sind Tetanus-Toxoid (78 % LPR bei
Kontrollpersonen), Influenzavirusantigen (94 %), Candida-Lysatantigen (95 %), Mykobakterien-
»Purified-Protein-Derivate“ — PPD (96 %), Toxoplasma-gondii-Antigen (76 %) und Cytomegalievirus-
Antigen — CMV (78 %). Die optimalen Antigendosierungen wurden durch vorhergehende Versuche
mit Verdiinnungsreihen ermittelt.

Zur Erfassung der gegen HIV gerichteten Helferzellaktivitit wurde rekombinantes HIV-p24-Antigen
verwendet. Dieses Antigen hat sich in mehreren Studien als sehr gutes ,target” fiir die Messung HIV-
spezifischer Immunantwort erwiesen [202]. Zur weiteren Differenzierung der Intensitit der gegen
HIV-p24-Antigen gerichteten Helferzellantwort wurde dieses Antigen in drei verschiedenen Konzent-
rationen — 10 pg/ml (high), 5 pg/ml (medium) und 2,5 pg/ml (low) — eingesetzt. Als Mitogen wurde
Pokeweed-Mitogen verwendet, welches unspezifisch T- und B-Lymphozyten aktiviert.
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2.3.3 Detaillierte Beschreibung des verwendeten Verfahrens

Von den Patienten und Kontrollpersonen wurde 20 ml venoses Blut in zwei Lithium-Heparin Mono-
vetten® der Firma Sarstedt sowie 10 ml Blut in einer Serum Monovette® gewonnen. Die Proben wur-
den am jeweils selben Tag im Labor verarbeitet.

Die Gewinnung von PBMCs erfolgte durch Dichtegradientenzentrifugation des heparinisierten Bluts
mittels Ficoll-Plaque” (Pharmacia, Uppsala, Schweden). Die Fraktion mononukleirer Zellen wurde
dann zweimal mit PBS (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gewaschen und in einer Konzentration von
1,5 x 10° Zellen/ml in RPMI 1640 (Biochrom KH, Berlin, Deutschland) resuspendiert. Hinzugefiigt
wurden 100 pg/ml Gentamycin (Seromed, Heidelberg, Deutschland), 2 mM L-Glutamin (Sigma
Aldrich, Deisenhofen, Deutschland) und 10 % nicht hitzeinaktiviertes autologes Patientenserum. Ein
Endvolumen dieser Zelllssung von 200 ul — entsprechend 3 x 10° Zellen — wurde in je ein well einer
96-well-Microtiter-Platte pipettiert.

Hinzugegeben wurden jetzt 20 pl einer Ldsung rekombinanten humanen Interferons-alpha 2a
(Biosource, Giessen, Deutschland). Die hierzu verwendete Stammlosung wurde zuvor durch Verdiin-
nung von Interferon-alpha 2a in RPMI 1640 bis zum Erreichen einer Endkonzentration von
1250 IU/ml hergestellt. Die endgiiltige Interferon-Konzentration in der Kultur entspricht 125 IU/ml.
Diese hat sich in vorhergehenden Experimenten als optimal zur Verbesserung des Signal-Rausch-Ab-
stands herausgestellt.

In jeweils drei Parallelansitzen wurden dann Mitogen bzw. Antigene hinzugefiigt. Hierbei wurden

verwendet:

= Pokeweed Mitogen (Sigma Aldrich, Deisenhofen, Deutschland; Endkonzentration: 5 pug/ml)

= HIV-p24-Antigen, rekombinant, exprimiert in E. coli (Humboldt-Universitit zu Berlin, Institut fiir
Medizinische Immunologie, Abteilung Proteinchemie, Prof. Hohne; drei Endkonzentrationen:
2,5/5,0/10,0 pg/ml)

» Tetanus-Toxoid (Tetasorbat Adsorbat-Impfstoff, Sichsisches Serumwerk Dresden, Deutschland;
Endkonzentration: 1:1000)

* Influenzaantigen (Influenza-Impfstoff des aktuellen Jahres, Sichsisches Serumwerk Dresden,
Deutschland; Endkonzentration: 1:1000)

= Candidaantigen (lyophilisiert, Allergopharma Reinbek, Deutschland; Endkonzentration: 10 pg/ml)

= PPD (Sdugertuberkulin, Impfstoffwerk Dessau-Tornau GmbH, Deutschland; Endkonzentration:
1:250)

» Toxoplasma gondii (Toxoplasma-Antigen, antigen-coated microparticles, Abbott, Deutschland;
Endkonzentration: 1:500)

= Zytomegalievirus (CMV-Antigen, human strain AD169, antigen-coated microparticles, Abbott,
Deutschland; Endkonzentration: 1:500)

In befeuchteter Atmosphire mit 5 % CO, bei 37 °C erfolgte eine sechstigige Kultur. Zwolf Stunden vor

Ende der Kultur wurde *H-Thymidin (Amersham, Groflbritannien; Endkonzentration: 1 pCi/ml) hin-

zugegeben.

Nach Kulturende wurden die Zellen auf Glasfaserfiltern (Wallac, Lund, Schweden) geerntet. Die in-

korporierte *H-Thymidin-Aktivitit wurde mittels Beta-Counter (Wallac, Lund, Schweden) gemessen.

Die Lymphozytenproliferation wurde als Stimulationsindex angegeben. Dieser errechnet sich, wie oben

bereits erwdhnt, aus dem Mittelwert der cpm-Werte der drei Parallelansitze mit jedem Antigen/Mito-

gen, geteilt durch den Mittelwert der emittierten Strahlungswerte dreier Parallelansitze nicht antigen-/

mitogenstimulierter, jedoch sonst gleich kultivierter PBMCs (Hintergrund-/Spontanproliferation).
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2.4 Lymphozytendifferenzierung

Die Lymphozytendifferenzierung wurde in zwei verschiedenen Labors durchgefiihrt. Fiir Patienten der
Tagesklinik des Vivantes-Klinikums Prenzlauer Berg erfolgte die Untersuchung im Institut fiir Labo-
ratoriumsdiagnostik der Klinik. Fiir Patienten der Praxis Dr. Mayr/Dr. Strohbach erfolgte die Bestim-
mung im praxiseigenen immunologischen Labor. Beide Labors fiihrten die Untersuchung mittels
Durchfluf§zytometrie unter Verwendung Fluoreszenz-markierter monoklonaler Antikorper durch.

2.4.1 Messprinzip

Bei der Durchfluzytometrie werden Einzelzellen anhand morphologischer (Grofle und Granularitit)
und biochemischer Kriterien, beispielsweise der Expression bestimmter Oberflichenproteine, charak-
terisiert. Die Zellen werden in einem Fliissigkeitsstrom — mittels ,hydrodynamischer Fokussierung“ in
einer Quarzkiivette — wie in einer Perlenreihe an einem gebiindelten Laserstrahl geeigneter Wellen-
linge vorbeigefiithrt. Das Laserlicht wird an der Zelloberfliche gestreut und durch Photosensoren de-
tektiert. Dabei korreliert das in Richtung des Laserstrahls (Forward Scatter) gestreute Licht mit der
Zellgrofle, wiahrend das rechtwinklig zum Laserstrahl gestreute Licht (Side Scatter) abhingig ist von
deren Granularitit.

Durch den Finsatz monoklonaler Antikorper, die mit geeigneten Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt
sind, konnen spezifische Oberflichenmarker gezielt markiert werden. Durch den Laser werden die
Elektronen der Fluorochrome auf ein hoheres Energieniveau gehoben. Thr nachfolgendes ,,Zurtickfal-
len® auf das Ursprungsniveau fiithrt zur Emission von Licht einer charakteristischen Wellenldnge. Die-
ses wird ebenfalls durch Photodetektoren registriert. Die Fluoreszenzintensitit korreliert mit der An-
zahl markierter Oberflichenmarker. Durch Verwendung mehrerer unterschiedlicher monoklonaler
Antikorper mit unterschiedlichen gekoppelten Fluorochromen ist die gleichzeitige Registrierung meh-
rerer Oberflichenmarker einer Zelle moglich. Vorraussetzung ist, dass die verschiedenen Fluoro-
chrome Licht verschiedener Wellenlinge emittieren [203, 204]. Zur durchfluflzytometrischen
Differenzierung von Lymphozyten werden u. a. Fluoreszenz-markierte monoklonale Antikorper gegen
CD19 (B-Zellen), CD3 (Gesamt-T-Zellen), CD4 (CD3+CD4+ T-Helferzellen) und CD8 (CD3+CD8+
Zytotoxische T-Zellen) eingesetzt.

Mittels der Durchflulzytometrie sind jedoch nur die prozentualen Anteile der jeweiligen Zellpopulati-
onen bestimmbar. Die quantitative Angabe ihrer Konzentrationen im Blut wird durch Multiplikation
dieser Prozentangaben mit der Gesamtkonzentration von Lymphozyten im Blut — bestimmt mittels
Zellcounter oder durch Auszidhlung in der Neubauer-Zahlkammer — ermittelt.

2.5 Viruslastbestimmung

Die Viruslastbestimmung wurde ebenfalls in den beiden genannten Labors getrennt durchgefiihrt.
Beide Labors nutzten hierfiir kommerzielle Testkits der Firma Chiron Diagnostics. Verwendet wurde
die Version 3.0 des QUANTIPLEX® HIV-1-RNA-Assays. Es handelt sich hierbei um einen auf dem
branched-DNA-Verfahren basierenden Test. Die Nachweisgrenze dieses Tests liegt bei 50 Viruskopien
pro Milliliter Blut.

2.6 Statistische Auswertung

Die Signifikanzpriifung fiir metrisch skalierte Messwerte erfolgte mit dem Mann-Whitney-U-Test fur
zwei unverbundene Stichproben. Gepriift wurde zweiseitig mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von
alpha=5 %. Das Testergebnis wird als p-Wert angegeben. Ein p<0,05 gilt als signifikant.

Die Signifikanz von Héufigkeitsunterschieden wurde mit dem Chi-Quadrat-Test gepriift. Gepriift
wurde zweiseitig mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von alpha=5 %. Ein p<0,05 gilt als signifikant.
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Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mithilfe von WinSTAT®, Version 2001.1, einem ,,Statis-
tik-Add-Inn“ fiir Microsoft® Excel®.

Wie oben erwihnt, wurden die gesunden Kontrollpersonen nicht von mir, sondern von Herrn
Prof. von Baehr im Rahmen der Evaluierung des verwendeten Testverfahrens untersucht. Ungliickli-
cherweise konnte mir Herr Prof. von Baehr keine Einzeldaten der Kontrollprobanden beziiglich ihrer
demographischen Daten und der bei der Untersuchung ihrer Lymphozyten im LTT ermittelten Sti-
mulationsindizes zur Verfiigung stellen. Zur Auswertung standen mir von den Kontrollpersonen nur
Mittelwerte fir das Alter, Haufigkeitsangaben tiber das Geschlecht, Mittelwerte der Stimulations-
indizes fir PWM, HIV-p24- und Recallantigene, Haufigkeitsangaben positiver (SI=3) und hoch-
positiver (SI=10) Reaktionen gegen die getesteten HIV- und Recallantigene, 95%-Intervalle fir die
PWM- und mittleren Recallantigen-SIs sowie das 95%-Intervall fur die Anzahl ,erkannter
Recallantigene zur Verfiigung. Da sowohl die Ermittlung einer Standardabweichung und die Erstellung
eines ,Box and Whisker Plots®, als auch die Durchfiihrung eines U- oder T-Tests das Vorliegen von
Einzeldaten erfordern, lieflen sich diese statistischen Auswertungen fiir die Kontrollgruppe bzw. fir
den Vergleich der Patienten- mit der Kontrollgruppe leider nicht durchfiihren. Eine statistische
Priifung auf signifikante Unterschiede zwischen beiden Gruppen war nur fiir Haufigkeitsunterschiede
moglich, da hierbei (Chi-Quadrat-Test) keine Finzeldaten erforderlich sind. Hieraus resultiert
ungliicklicherweise eine Beeintrachtigung des ersten Teils der Untersuchung. Diese lief3 sich jedoch —
trotz selbstkritischer Wahrnehmung der Mingel — leider nicht beheben.
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3 Ergebnisse

3.1 Beschreibung der zelluliren Immunrekonstitution unter besonderer
Beriicksichtigung der Helferzellfunktion in einer Gruppe antiretroviral behan-
delter HIV-infizierter Patienten

Im ersten Teil der Untersuchung wurde die Gesamtgruppe von 100 HIV-infizierten Patienten mit ei-
ner Kontrollgruppe immungesunder, nicht mit HIV infizierter Patienten verglichen.

3.1.1 Allgemeine Charakterisierung der Gruppen

In der Gruppe der Kontrollpersonen waren mehr Frauen als in der Patientengruppe (55 vs. 18 %).
Dieser Unterschied war unbeabsichtigt, stellt jedoch aus meiner Sicht keinen gravierenden Grund dar,
an der prinzipiellen Eignung beider Gruppen fiir einen direkten Vergleich der Funktion ihrer Lympho-
zyten zu zweifeln. Hinsichtlich des Alters der Probanden unterschieden sich die Gruppen nicht
(Tabelle 1).

Tabelle 1: Alter und Geschlechterverteilung

Patienten Kontroll- p-Wert

gruppe

Gesamt 100 100
Geschlecht Manner % 82 45 <0,05

Frauen % 18 55

Alter Median 39,8 40,1

range 23-65 18-64

Die Verteilung der HIV-infizierten Patienten beziiglich ihrer Zugehorigkeit zu einer Hauptrisiko-
gruppe fur die HIV-Infektion spiegelte die Patientenklientel beider Behandlungszentren wieder. Der
grofite Teil (85 %) hat sich auf sexuellem, zumeist homosexuellem Weg infiziert (Tabelle 2).

Tabelle 2: Transmissionsweg der HIV-Infektion

Patienten

Transmissionsweg Sexuell % 85
IVDU % 6

Sonstiges % 9

3.1.2 Die Patientengruppe

3.1.2.1 Erkrankungsstadium und Surrogatmarkeranamnese

Die Patientengruppe bestand ausschliefSlich aus Personen mit einer seit mindestens sechs Monaten
bekannten, und somit chronischen HIV-Infektion. Die Infektionsdauer — ermittelt seit dem ersten
dokumentierten positiven HIV-Antikorpertest — betrug im Median 5,3 Jahre (Tabelle 3).

Etwa ein Fiinftel der Patienten (22 %) erlitt in der Vergangenheit zumindest eine AIDS-definierende
Erkrankung (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Infektionsstadium

Patienten

Infektionsdauer Jahre seit ED Median 53
range 0,5-18,8

CDC-Stadium A % 44
B % 34

C % 22

Der Nadir, also der niedrigste jemals gemessene Wert der Helferzellkonzentration in der Patienten-
gruppe betrug 215 Zellen/pl im Median (Tabelle 4). Die CD4/CD8-Ratio zum Zeitpunkt der Messung
des Helferzell-Nadirs betrug im Median 0,25. Das Maximum jemals gemessener Werte der HIV-
Viruslast lag bei median 4,92 log,, Viruskopien pro Milliliter Blut (c¢/ml).

Tabelle 4: Surrogatmarkeranamnese

Patienten
Extremwerte jemals

Nadir CD4+ T-Zellen Zellen/pl Median 215
MW=SD 2311162
range 0-710
Nadir CD4/CD8-Ratio Median 0,25
range 0,00-1,55
Viruslast-Maximum logio ¢/ml Median 4,92
range 3,40-6,32

Extremwerte in den letzten 12 Monaten
Nadir CD4+ T-Zellen Zellen/pl Median 455
MW=SD 465194
range 134-1089
Nadir CD4/CD8-Ratio Median 0,42
range 0,11-2,95
Viruslast-Maximum logro ¢/ml MW=SD 3,85+4,38
range 0,00-5,15
Anteil <50 ¢/ml % 39

Viele der Patienten wurden bereits seit Jahren antiretroviral behandelt. Dies ist mit einer verschieden
stark ausgepragten Immunrekonstitution einhergegangen. Um die Dynamik dieser Entwicklung in der
Vergangenheit besser abschitzen zu konnen, wurden Extremwerte der Helferzell- und Viruskonzent-
rationen der letzten 12 Monate vor Bestimmung des LTT ermittelt. Der 12-Monats-Nadir der Helfer-
zellkonzentration betrug im Median 455 Zellen/ul, der der CD4/CD8-Ratio 0,42.

Der Mittelwert fiir die innerhalb des letzten Jahres maximal gemessene HIV-Viruslast lag bei
3,85 logy, ¢/ml (=7.134 c/ml), wobei 39 % der Patienten innerhalb dieser Zeit nie Werte oberhalb der
Nachweisgrenze von 50 ¢/ml hatten (Tabelle 4).
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3.1.2.2 Surrogatmarker aktuell

Zum Zeitpunkt der Blutentnahme fiir den LTT lag der Median der Helferzellkonzentration in der Pati-
entengruppe bei 610 Zellen/pl (Abbildung 1), der der CD4/CD8-Ratio bei 0,56 (Tabelle 5).

Tabelle 5: Surrogatmarker zum Zeitpunkt der Untersuchung

Patienten

CD4+ T-Zellen Zellen/pl Median 610
MW=SD 646265

range 200-1540

CD8+ T-Zellen Zellen/pl Median 1056
MW=SD 1064+503

range 475-2870

CD4/CD8-Ratio Median 0,56
range 0,14-3,24

Viruslast <50 c/ml % 83
c/ml range 0-905

Dauer VL<1000 Wochen Median 89,6
range 13-288

Abbildung 1: Zum Zeit-
1500 punkt des LTT lag die
1600 N Helferzellkonzentration im
1400 - Blut der Patientengruppe
mit median 610/pl zu
1200 A . .-
— einem grof3en Teil im
=
E 1000 1 Bereich der Normwerte fiir
3 800 - Immungesunde
N
600 - = 610
400 - l
200 - +
0
CD4+ T-Zellen zum Zeitpunkt der Untersuchung

Die HIV-Viruslast war bei 83 % der Patienten unterhalb der Nachweisgrenze von 50 ¢/ml. Den Aus-
schlusskriterien folgend hatte keiner der Patienten zum Zeitpunkt des LTT eine Viruslast tber
1000 ¢/ml. Der maximal gemessene Wert lag bei 905 ¢/ml. Im Median lag die gemessene Viruslast in
der gesamten Patientengruppe seit 89,6 Wochen dauerhaft unterhalb eines Wertes von 1000 ¢/ml.

35



Ein Vergleich der Helferzellkonzentrationen in der Vergangenheit und zum Zeitpunkt der Untersu-
chung zeigt eine deutliche Immunrekonstitution an (Abbildung 2).

Abbildung 2: Die Helfer-
i800 zellkonzentrationen in der
1600 1 + Patientengruppe sind im
1400 ~ Rahmen der HAART-in-

_ 1200 duzierten Immunrekon-
% 1000 - i stitution iiber einen Zeit-
% 800 -| raum von mehr als einem
N 600 - * T - Jahr kontinuierlich ange-
400 4 - f stiegen
200 -+ J—F +
0 ¥
CD4+ T-Zellen CD4+ T-Zellen CD4+ T-Zellen
Nadir jemals Nadir letzte 12 zum Zeitpunkt der
Monate Untersuchung

Fiir die Probanden der Kontrollgruppe lagen leider nur vereinzelt Messergebnisse der Lymphozyten-
subpopulationen vor, deren Einbeziehung in die Auswertung nicht sinnvoll erschien.

3.1.2.3 ART-Anamnese

Die Patienten nahmen zum Zeitpunkt der Untersuchung seit median 197,9 Wochen antiretrovirale
Medikamente ein. Gemessen wurde die Zeit seit der ersten dokumentierten Einnahme eines gegen HIV
gerichteten Virostatikums. Hierbei wurde nicht berticksichtigt, ob dieses im Rahmen einer Mono-,
Zweifach- oder Mehrfachkombinationstherapie verabreicht wurde.

Tabelle 6: Vorbehandlung mit antiretroviralen Substanzen

Patienten

ART-Dauerinsgesamt  Wochen Median 197,9

range 20,6-528,6

Dauer der aktuellen Wochen Median 70,9
ART-Kombination

range 13,4-295,6

Nr. der aktuellen ART- Median 2,0

Kombination
range 1-11
Anteil ,first-line” % 27

Die aktuelle Therapiekombination wurde seit median 70,9 Wochen ununterbrochen eingenommen.
Im Median nahmen die Patienten aktuell die zweite sequentiell verabreichte antiretrovirale Medika-
mentenkombination ein. Die Ursachen fiir einen Therapiewechsel in der Vergangenheit — Resistenz,
Nebenwirkung etc. — wurden nicht untersucht. Etwa ein Viertel der Probanden (27 %) nahmen derzeit
ihr erstes antiretrovirales Therapieregime (,,first-line“)ein (Tabelle 6).
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Jedoch waren auch stark vorbehandelte Patienten vertreten. Je ein Patient wurde mit der neunten,
zehnten und elften sequentiell verabreichten Medikamentenkombination behandelt (Abbildung 3).

Abbildung 3: Die Intensitit
3 30 der antiretroviralen Vorbe-
307127 handlung der Patienten —
25 gemessen an der Nummer
% 20 des aktuell verabreichten
& 15 o 10 12 HAART-Regimes — ist he-
10 s terogen. Ungefihr je ein
5 H H 2 : : : : Drittel der Patienten neh-
0 ‘ ‘ ‘ B == I:l _mm _mm e men derzeit ihre erste,
1 2 3 4 s 6 7 8 9 10 ™ zweite und dritte bis fiinfte
Nummer Kombinationstherapie ein.

Unter den Arten antiretroviraler Kombinationen — bezogen auf die verwendeten antiviralen Substanz-
gruppen — dominierten Therapieregime unter Einschluss eines Nichtnukleosidischen Reverse-Trans-
kriptase-Inhibitors (NNRTI). Etwa drei Fiinftel (59 %) aller Patienten nahm eine derartige ART ein
(Tabelle 7). Jeweils circa ein Fiinftel der Patienten erhielten ein Regime aus drei Nukleosidanaloga
(NRTI/19 %) bzw. eine Proteasehemmer-haltige Therapie (P1/22 %).

Tabelle 7: Arten verwendeter antiretroviraler Kombinationsregime

Patienten

Art der ART aktuell 3NRTI % 19
2NRTI+1NNRTI % 59

2NRTI+1PI % 4

2NRTI+1Pl/r % 18

Anteil ART mit Pl % 22

3.1.3 Lymphozytenproliferation

3.1.3.1 Mitogeninduzierte Lymphozytenaktivierung

Beztiglich der Proliferation nach Stimulation der PBMCs mit Pokeweed Mitogen (PWM) fanden sich
keine signifikanten Unterschiede zwischen der HIV-infizierten Patienten- und der immungesunden
Kontrollgruppe (Tabelle 8).

Tabelle 8: Lymphozytenproliferation nach Mitogenstimulation mit PWM
Patienten Kontroll-

gruppe
Mitogen
PWM Sl MW=SD 45,0+27,4 50,2
range 9,6-160 19,2-102
S1=20 % 81 95 0,291
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Bei 95 % der Kontrollpersonen lag der Stimulationsindex fiir PWM bei mindestens 20. Dieser Wert
wurde damit als untere Grenze des Referenzbereichs definiert.

Abbildung 4: Stimulier-
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3.1.3.2 Helferzellaktivitiat gegen HIV

Fiir den Nachweis der Proliferationskapazitit gegen HIV wurde das HIV-p24-Antigen gewihlt. Dieses
wird, wie oben ausgefiihrt, als eines der wichtigsten ,targets der T-Zell-Antwort gegen HIV angesehen.
Es wurden verschiedene Konzentrationen dieses Proteins eingesetzt. Ein Anteil von 44 %, 58 % bzw.
76 % der Patienten hatte eine nachweisbare (SI=3), gegen HIV gerichtete Helferzellaktivitit bei
niedriger (low), mittlerer (medium) und hoher (high) Antigenkonzentration im Ansatz (Abbildung 5).

Abbildung 5: Gegen HIV
1(9)8 | gerichtete Helferzellen sind
80 1 76 bei etwa drei Viertel aller
70 58 Patienten bei Testung mit
E, ?8 44 mSsI23 hohen Antigenkonzen-
s 40 1 33 BSI210|| trationen im Testansatz
30 1 22 nachweisbar.
?g | 11 Starke Reaktionen waren
0 ‘ bei bis zu einem Drittel der
low (2,5pg/ml)  medium (5pug/ml)  high (10pg/ml) Patienten mef3bar.
Konzentration p24-Ag

Im Allgemeinen zeigte sich, dass die Wahrscheinlichkeit einer positiven Reaktion gegen HIV-p24-
Antigen mit dessen Konzentration im Testansatz steigt. So reagierten die Lymphozyten aller 44
Patienten, die eine positive Reaktion gegen die niedrigste Konzentration (2,5 pg/ml)von HIV-p24-
Antigen hatten, auch — und in der Regel stirker — gegen hohere Konzentrationen (5 und 10 pg/ml) des
Antigens. Die Helferzellen von nur einem der 58 Patienten mit nachweisbarer Aktivitit gegen die
mittlere Konzentration von p24-Ag (5 pg/ml) reagierten schwach positiv auf diese (SI=3,4) und nicht
(SI=2,5) auf die hohere, maximale Antigenkonzentration (10 pg/ml).
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Starke Helferzellaktivitit gegen HIV — ausgedriickt durch einen SI von mindestens zehn — fanden sich
bei 11 %, 22 % und 33 % der Patienten nach Stimulation mit niedriger (low), mittlerer (medium) und
hoher (high) Antigenkonzentration (Abbildung 5).

Tabelle 9: Helferzellaktivitat gegen HIV-p24-Antigen
Patienten Kontroll- p-Wert

gruppe
HIV-p24-Antigen
low (2,5 pg/ml) SI MW=SD 4,6+5,7
Si=3 % 44 0
Si=10 % 11
medium (5,0 pg/ml) SI MW=SD 6,7+6,7
SI=3 % 58 0
SI=10 % 22
high (10,0 pg/ml) Sl MW=SD 9,118,5
SI=3 % 76 0
Si=10 % 33

Bei keinem der 100 nicht HIV-infizierten, immungesunden Probanden der Kontrollgruppe fand sich
eine lymphoproliferative Reaktion (LPR) nach Stimulation mit HIV-p24-Antigen, egal bei welcher
Konzentration. Simtliche bei den nicht HIV-infizierten Kontrollpersonen nach Stimulation mit HIV-
p24-Ag bestimmten Stimulationsindizes betrugen weniger als zwei und lagen damit deutlich unter dem
Grenzwert von drei. Dies zeigt die hohe Spezifitit des Testsystems fiir den Nachweis gegen HIV-p24-
Antigen gerichteter zirkulierender T-Helferzellen.

Vergleicht man die lymphoproliferative Aktivitit gegen die hochste getestete Konzentration von
HIV-p24-Antigen mit der gegen das eingesetzte Candida- und Mykobakterien-Antigen, so finden sich
beziiglich des mittleren Stimulationsindex signifikante Unterschiede (Abbildung 6). Der mediane SI
gegen Candida und Mykobakterien liegt signifikant iiber dem gegen HIV-p24-Antigen.

s Abbildung 6: Die Helfer-
4 zellaktivitdt gegen HIV-
40 p24-Antigen liegt deutlich
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5 4 - 5135
I T L
0
Sl Candida Sl p24Ag 10pg/ml S| Mykobakterien
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Der mediane Patientenanteil, deren Helferzellen iiberhaupt gegen diese drei Antigene reagieren,
unterscheidet sich jedoch nicht signifikant (Abbildung 7).

Abbildung 7: Der
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10 nicht signifikant.
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3.1.3.3 Helferzellaktivitat gegen Recallantigene

Wiederum lagen — wie oben ausgefithrt — von der Kontrollgruppe nur die Mittelwerte der Stimulati-
onsindizes sowie die prozentualen Anteile positiver (SI=3) bzw. hochpositiver (SI=10) Reaktionen vor.
Mangels Einzeldaten waren folglich weder statistische Priifungen von Mittelwertdifferenzen, noch die
Angabe von Verteilungskenngrofien wie der Standardabweichung moglich. Eine Signifikanzpriifung
war nur fiir die Vergleiche der Haufigkeitsangaben positiver (SI=3) bzw. stark positiver Reaktionen
(SI=10) moglich. Dennoch lassen sich Differenzen und auch signifikante Unterschiede zwischen den
Gruppen zeigen und nachweisen.

Deutliche Unterschiede zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe fanden sich in der proliferati-
ven Aktivitdt der T-Helferzellen nach Stimulation mit Recallantigenen (Tabelle 10/Abbildung 8).

Abbildung 8: Die Mittel-
werte der Stimulations-
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B Kontrollgruppe
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fiir alle getesteten Antigene

in der Patientengruppe

unter denen der

Kontrollgruppe.

Besonders deutlich zeigten sich diese Unterschiede bei Tetanus- und Toxoplasma-Antigen. Der Anteil
von Probanden, deren Helferzellen iiberhaupt auf eine Stimulation mit Tetanus- und Toxoplasma-
Antigen reagierten (SI=3), war in der Patientengruppe signifikant vermindert. Nur 44 % der HIV-Infi-
zierten, verglichen mit 78 % der Immungesunden, hatten eine Helferzellaktivitit gegen Tetanus-
Toxoid. Ahnliche Ergebnisse fanden sich fiir Toxoplasma-Antigen, welches von den Helferzellen bei
49 % der HIV-infizierten Patienten, jedoch bei 76 % der immungesunden Kontrollpersonen ,erkannt
wurde (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Tetanus- und
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Die Abbildung 10 zeigt den Vergleich der Stimulationsindizes innerhalb der Patientengruppe gegen
Mykobakterien, CMV, Influenza und Candida auf der einen und Tetanus-Toxoid auf der anderen
Seite. Auch hierbei zeigt sich, dass die lymphoproliferative Aktivitit gegen Tetanus-Toxoid signifikant
geringer ist als gegen die anderen Recallantigene.
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Auch beim Vergleich des Anteils der Teilnehmer in der Patientengruppe mit einer iiberhaupt nach-
weisbaren Helferzellaktivitit gegen Tetanus-Toxoid (SI=3) zeigt sich ein signifikant geringerer Anteil
(44 %) im Vergleich zu Influenza (85 %; p<0,001), Candida (85 %; p<0,001), Mykobakterien (93 %;
p<0,001) und CMV (78 %; p=0,002).

Die Abbildung 11 zeigt die Helferzellaktivitit gegen Toxoplasma-Antigen, dem zweiten von den
Patientenlymphozyten signifikant schlechter ,erkannten Antigen, verglichen mit der gegen Influenza,
Candida, Mykobakterien und CMV in der Patientengruppe. Auch gegen Toxoplasma ist innerhalb der
Patientengruppe die Aktivitdt signifikant geringer als gegen die anderen angegebenen Recallantigene.
Auch der Anteil von Patienten, deren Helferzellen tiberhaupt eine lymphoproliferative Aktivitit gegen
Toxoplasma-Antigen zeigen (SI=3) liegt mit 49 % signifikant unter dem mit einer positiven Reaktion
gegen Influenza (85 %; p=0,002), Candida (85 %; p=0,002), Mykobakterien (93 %; p<0,001) und
CMYV (78 %; p=0,01)
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Bei allen getesteten Recallantigenen zeigten sich in der Stirke der proliferativen Aktivitit signifikante
Unterschiede zur Kontrollgruppe. So war der Prozentsatz stark positiver Reaktionen (SI=10) gegen alle
eingesetzten Recallantigene in der Kontrollgruppe signifikant grofler (Abbildung 12).

Abbildung 12: Der Anteil
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Die mittleren Stimulationsindizes nach Testung mit verschiedenen Recallantigenen sowie der Anteil
positiver (SI=3) und stark positiver proliferativer Reaktionen (SI=10) zeigt Tabelle 10.

Tabelle 10: Helferzellproliferation nach Stimulation mit Recallantigenen
Patienten Kontroll- p-Wert

gruppe
Recallantigene
Tetanus-Toxoid Sl MW=SD 7,5%£10,2 9,8
SI=3 % 44 78 <0,05
Si=10 % 20 54 <0,001
Influenza Sl MW=SD 11,319,9 15,1
Si=3 % 85 94 0,501
SI=10 % 42 88 <0,001
Candida SI MW=+SD 16,9+25,5 20,2
Si=3 % 85 95 0,456
SI=10 % 56 20 <0,05
Mykobakterien (PPD) SI MW=SD 14,0%+15,3 21,0
Si=3 % 93 926 0,827
SI=10 % 51 90 <0,05
Toxoplasma gondii Sl MW=SD 5,8+6,8 8,6
Si=3 % 49 76 <0,05
SI=10 % 21 44 <0,05
cMv Sl MW=SD 10,0+9,7 12,8
Si=3 % 78 78
SI=10 % 34 79 <0,001

42



Die lymphoproliferative Aktivitit gegen alle eingesetzten Antigene in der Gruppe der HIV-infizierten
Patienten zeigt die Abbildung 13.
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Durch die Bildung eines Mittelwerts aus den Stimulationsindizes fiir die einzelnen Recallantigene er-
hilt man ein Maf fiir die Stirke der Helferzellaktivitit gegen die Gesamtheit dieser Antigene.

Tabelle 11: Helferzellaktivitdt gegen Recallantigene - Intensitat und Vielfalt der Reaktion

Patienten Kontroll- p-Wert

gruppe
Mittelwert der Sls fiir MW=SD 10,9+7,5 16,5
Recallantigene
MWwW=10,0 % 43 95 <0,001
Anzahl Recallantigene = 4/6 % 81 95 0,291
SI=3
<4/6 % 19 5
Breite und Starke MW Recall-Sls % 42 95 <0,001
210,0 und An-
zahl positiver
Reaktionen 24/6

Dieser Wert lag bei 95 % der immungesunden Patienten bei mindestens zehn. Hingegen erreichten
weniger als die Hilfte, nur 43 %, der HIV-Patienten diesen Grenzwert. Dieser Unterschied ist
statistisch signifikant (Tabelle 11).

Neben der mittleren Intensitdt der Proliferation ist die Anzahl der Antigene, die eine Aktivierung von
Helferzellen auslosen, ein Maf$ fiir die Vielfalt des funktionellen T-Zell-Repertoires. Helferzellen im-
mungesunder Kontrollpersonen haben in 95 % auf mindestens vier der sechs getesteten Recallantigene
durch Proliferation reagiert (SI=3). Obwohl dies nur bei 81 % der HIV-Patienten der Fall ist, ist dieser
Unterschied statistisch nicht signifikant (Tabelle 11).
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Eine kombinierte Betrachtung von Intensitit und Vielfalt der gegen Recallantigene gerichteten Helfer-
zellproliferation macht Unterschiede zwischen beiden Gruppen am deutlichsten. Wihrend die Helfer-
zellen der immungesunden Kontrollpersonen in 95 % sowohl mindestens vier von sechs getesteten
Antigenen ,erkannt®, als auch mit einem mittleren SI von mindestens zehn auf eine Stimulation mit
diesen proliferiert haben, war dies nur bei 42 % der HIV-Patienten der Fall. Dieser Unterschied ist
statistisch signifikant (Abbildung 14).
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Betrachtet man nur die Patienten, deren Helferzellkonzentration zum Zeitpunkt des LTT mindestens
500 Zellen/pl betrug, so lag der mittlere Stimulationsindex nur in 50,7 % (34 von 67 Patienten) ober-
halb eines Grenzwerts von zehn. Nur bei 85,1 % (57/67) der gleichen Patientensubgruppe reagierten
die Helferzellen gegen mindestens vier der sechs getesteten Recallantigene (Abbildung 15).
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Reaktionen
O CD4+ T-Zellen 2500/pul B Kontrollpersonen

Im Gegensatz zu 95 % in der Kontrollgruppe reagierten nur 49,3 % (33/67) der Helferzellen in dieser
Patientensubgruppe sowohl gegen mindestens vier der sechs Recallantigene als auch taten sie dies mit
einem mittleren Stimulationsindex von mindestens 10 (Abbildung 15). Die Unterschiede zur
Kontrollgruppe sind jedoch statistisch nicht signifikant, was vermutlich an der kleineren Fallzahl liegt.
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Es

bestand

in der Patientengruppe

nur eine

sehr geringe Korrelation zwischen der

Helferzellkonzentration zum Zeitpunkt des LTT und dem mittleren Stimulationsindex fiir

Recallantigene (Abbildung 16). Der Korrelationskoeffizient nach Spearman betrug 0,179.

mittlerer SI Recalls

60

50

40

30

20

10

Abbildung 16: Die Helfer-
zellkonzentration korreliert

.
r=0,179
. .
. .
.
o L Qg ¢
AR AGD K $

nur sehr gering mit der
Helferzellfunktion gegen
Recallantigene

500 1000
CD4+ T-Zellen

%+ LR S
’”’§3“§ A g : '0. 000 . *

1500

45



3.2 Untersuchung der zellularen Immunrekonstitution und Helferzellfunktion in
Abhangigkeit vom im Rahmen einer HAART verwendeten Thymidinanalogon

Im zweiten Teil der Analyse wurde untersucht, ob sich die lymphoproliferative Aktivitit von PBMCs

nach Antigen- und Mitogenstimulation in Abhingigkeit vom im Rahmen der HAART verwendeten

Thymidinanalogon unterscheidet. Die Patienten in beiden Gruppen wurden, wie oben dargelegt, nur

danach ausgewihlt, welches der beiden Thymidinanaloga — Stavudin oder Zidovudin — sie einnahmen.

3.2.1 Charakteristika der Patientengruppen

Beide Gruppen unterschieden sich nicht hinsichtlich Alter und Geschlecht der Patienten. Ein geringer
Trend zu einem hoheren Frauenanteil (22 % vs. 14 %) in der Stavudin-Gruppe war statistisch nicht
signifikant. Die Patienten waren in beiden Gruppen im Median 39,8 Jahre alt (Tabelle 12).

Tabelle 12: Alter und Geschlechterverteilung

Stavudin

Gesamt n 50
Geschlecht Manner % 78
Frauen % 22

Alter Median 39,8
range 23,2-65,2

Zidovudin
50

86
14

39,8
24,7-63,6

p-Wert

0,34

0,77

Auch beztglich des Transmissionsweges der HIV-Infektion fanden sich keine wesentlichen Unter-
schiede. Der tiberwiegende Teil (88 %) der Patienten hat sich auf sexuellem Weg infiziert (Tabelle 13).

Tabelle 13: Transmissionsweg der HIV-Infektion

Stavudin

Transmissionsweg Sexuell % 88
IVDU % 6

Sonstiges % 6

3.2.1.1 Erkrankungsstadium und Surrogatmarkeranamnese

Zidovudin

82
6
12

p-Wert

0,745

0,317

Hinsichtlich des klinischen Stadiums der HIV-Infektion besteht kein signifikanter Unterschied zwi-

schen den Gruppen (Tabelle 14).

Tabelle 14: Infektionsstadium

Stavudin

Infektionsdauer Jahre seit ED Median 59
range 0,5-18,8

CDC-Stadium A % 46
B % 28

C % 26

Zidovudin

4,4
0,7-17,4

42
40
18

p-Wert

0,072

0,763
0,146
0,393

46



Beim Vergleich beider Gruppen hinsichtlich der Infektionsdauer fillt ein — die statistische Signifikanz
nur sehr knapp verfehlender — starker Trend zugunsten der Stavudin-Gruppe auf. Gewertet wurde die
Zeit seit dem ersten dokumentierten positiven HIV-Antikorpertest (Abbildung 17/Tabelle 14).

Abbildung 17: Es besteht
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Beim Vergleich der niedrigsten jemals gemessenen Helferzellkonzentrationen (CD4-Nadir) findet sich
ein Trend zu geringeren Werten in der Stavudin-Gruppe, jedoch kein signifikanter Unterschied. Der
Nadir CD4-positiver T-Zellen lag in der Stavudin-Gruppe bei median 207 Zellen/pl, in der Zidovudin-
Gruppe bei 236 Zellen/pl (Tabelle 15). Ebenso verhalten sich die Gruppen hinsichtlich der am
Helferzellnadir gemessenen CD4/CD8-Ratio (0,24 vs. 0,29). Identisch ist der Median des maximalen
jemals gemessenen Wertes fiir die HIV-Viruslast (4,92 log,,) in beiden Gruppen.

Tabelle 15: Surrogatmarkeranamnese |

Stavudin Zidovudin p-Wert

Extremwerte jemals

Nadir CD4+ T-Zellen Zellen/pl Median 207 236 0,412
MW=SD 2151148 247+173
range 4-675 0-710

Nadir CD4/CD8-Ratio Median 0,24 0,29 0,234

Viruslast-Maximum logio ¢/ml Median 4,92 4,92 0,803
range 3,4-6,2 3,9-6,3

Die Extremwerte der routinemiflig erhobenen Surrogatmarker wihrend des letzten Jahres vor Durch-
fithrung der Untersuchung wiesen ebenfalls Trends, jedoch keine signifikanten Unterschiede auf
(Tabelle 16). Der 12-Monats-Nadir der Helferzellkonzentration im Blut lag im Median bei 441
Zellen/pl in der Stavudin- und bei 470 Zellen/pl in der Zidovudin-Gruppe. Die CD4/CD8-Ratio zum
Zeitpunkt der Messung dieser niedrigsten Helferzellwerte betrug 0,40 in der Stavudin- und 0,49 in der
Zidovudin-Gruppe. In beiden Gruppen lag die mediane maximale Viruslast innerhalb der letzten zwolf
Monate bei 1,84 log,, ¢/ml.
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Tabelle 16: Surrogatmarkeranamnese I

Extremwerte innerhalb der letzten 12 Monate

Nadir CD4+ T-Zellen

Nadir CD4/CD8-Ratio

Viruslast-Maximum

Zellen/pl

logio c/ml

3.2.1.2 Surrogatmarker aktuell

Median
MW=SD
range

Median

Median
range

Stavudin

441
486+213
167-1089

0,40

1,84
0-5,15

Zidovudin

470
445+170
134-770

0,49

1,84
0-5,15

p-Wert

0,608

0,393

0,757

Die Patienten der Stavudin-Gruppe hatten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine mediane Helferzell-
konzentration von 624 Zellen/pl Blut. In der Zidovudin-Gruppe betrug dieser Wert 603 Zellen/pl.

Dieser Unterschied ist nicht signifikant (Tabelle 17/Abbildung 18).
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Abbildung 18: Die Kon-
zentration CD4-positiver
T-Zellen zum Zeitpunkt
der Untersuchung unter-
scheidet sich zwischen den
Gruppen nicht signifikant

Uberraschenderweise signifikant war hingegen der Unterschied in der Konzentration CD8-positiver
T-Zellen am Tag der Durchfithrung des LTT. Diese lag in der Stavudin-Gruppe mit 1137 Zellen/pl im
Median deutlich tiber dem Wert der Zidovudin-Gruppe mit 966 Zellen/pl (Abbildung 19).

Hingegen fand sich fiir die CD4/CD8-Ratio kein signifikanter Unterschied.
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Nach Ermittlung der Gesamtkonzentration von T-Zellen (CD3+) durch Summierung der Konzentra-
tionen CD4- und CD8-positiver T-Lymphozyten im Blut, ergeben sich erneut deutliche Unterschiede.
Die mediane T-Zell-Gesamtkonzentration von 1735 Zellen/pl in der Stavudin-Gruppe liegt signifikant
tiber der in der Zidovudin-Gruppe mit 1568 Zellen/ul (Abbildung 20).
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Die HIV-Viruslast zum Zeitpunkt der Untersuchung lag infolge der Ausschlusskriterien bei keinem
Patienten tber 1000 ¢/ml. In der Stavudin-Gruppe hatten 84 %, in der Zidovudin-Gruppe 82 % der
Patienten eine Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze von 50 ¢/ml (Tabelle 17).
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Tabelle 17: Surrogatmarker zum Zeitpunkt der Untersuchung

Stavudin Zidovudin p-Wert

CD4+ T-Zellen Zellen/pl Median 624 603 0,324
MW=SD 680+284 611+240
range 304-1540 200-1349

CD8+ T-Zellen Zellen/pl Median 1137 966 <0,05
MW=SD 1282+570 1045+391
range 475-2870 516-2690

CD4/CD8-Ratio Median 0,54 0,58 0,345
range 0,22-3,24 0,14-1,52

CD3+ T-Zellen ges. Zellen/pl Median 1735 1568 <0,05
MW=+SD 1962+664 1657+478
range 857-3787  1048-3292
Viruslast <50 ¢/ml % 84 82
c/mli range 0-263 0-905

Dauer VL<1000 Wochen Median 89,9 88,8 0,629
range 12,9-273,1 15,6-287,9

Auch der Zeitraum — riickblickend vom Tag der Untersuchung —, in welchem die Viruslast dauerhaft
unter 1000 ¢/ml supprimiert war, unterschied sich mit 89,9 (Stavudin) vs. 88,8 (Zidovudin) Wochen
nicht wesentlich (Tabelle 17).

3.2.1.3 ART-Anamnese

Das Ausmafl der Vorbehandlung mit antiretroviralen Substanzen jedoch unterschied sich deutlich
zwischen den Gruppen. Die Patienten der Stavudin-Gruppe nahmen mit median 269 Wochen signifi-
kant linger antiretrovirale Medikamente ein als Patienten der Zidovudin-Gruppe, die im Median seit
156,2 Wochen behandelt wurden (Abbildung 21).
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Parallel zur laingeren Gesamtdauer einer ART unterschieden sich die Gruppen zudem signifikant in der
Nummer des aktuellen, sequentiell verabreichten Medikamentenregimes. So erhielten die Patienten
der Stavudin-Gruppe im Median aktuell ihre dritte antiretrovirale Medikamentenkombination, wo-
hingegen die der Zidovudin-Gruppe erst ihr zweites ART-Regime erhielten (Tabelle 18). Auch in der
Dauer der kontinuierlichen Einnahme des aktuell verwendeten ART-Regimes zeigt sich ein Trend zu-
gunsten lidngerer Zeit in der Stavudin-Gruppe (80,6 vs. 66,4 Wochen), der jedoch statistisch nicht
signifikant ist.

Tabelle 18: Vorbehandlung mit antiretroviralen Substanzen

Stavudin Zidovudin p-Wert

ART-Dauerinsgesamt  Wochen Median 269,0 156,2 <0,001
range 20,7-528,6  20,6-348,3
Dauer der aktuellen Wochen Median 80,6 66,4 0,253
ART-Kombination
range 17,9-199,1 13,4-295,6
Nr. der aktuellen ART- Median 3,0 2,0 <0,05
Kombination
range 1-11 1-8
Anteil ,first-line” % 18 36 0,083

Zudem zeigte sich hinsichtlich des Anteils der Patienten, die aktuell ihre erste antiretrovirale Medika-
mentenkombination einnahmen, ein starker Trend zugunsten der Zidovudin-Gruppe. Der Unter-
schied verfehlte nur knapp die Kriterien statistischer Signifikanz (p=0,083).

wn Abbildung 22: Patienten
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Unerwartet stark unterschieden sich die Gruppen hinsichtlich der Arten antiretroviraler Substanzen,
die zum Zeitpunkt der Untersuchung eingenommen wurden. So erhielten signifikant mehr Patienten
in der Zidovudin-Gruppe eine Kombination aus drei verschiedenen Nukleosidanaloga. Auflerdem
fand sich ein starker Trend zu einer aktuell hiufigeren Behandlung der Patienten der Stavudin-Gruppe
mit Proteasehemmern (Tabelle 19/Abbildung 23).
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Tabelle 19: Arten verwendeter antiretroviraler Kombinationsregime
Stavudin Zidovudin p-Wert

Art der ART aktuell 3NRTI % 8 30 <0,05
2NRTI+1NNRTI % 62 56 0,696
2NRTI+1PI % 2 6
2NRTI+1Pl/r % 28 8
Anteil ART mit Pl % 30 14 0,088

(NRTIL: Nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor, NNRTI: Nichtnukleosidischer Reverse-
Transkriptase-Inhibitor, PI: Protease-Inhibitor, r: ,,baby-dose“ = 100mg Ritonavir als ,,Booster)

3.2.2 Lymphozytenproliferation

3.2.2.1 Mitogeninduzierte Lymphozytenaktivierung

Die Gruppen unterscheiden sich nicht signifikant hinsichtlich der Aktivierbarkeit ihrer Lymphozyten
durch Pokeweed Mitogen (Tabelle 20).

Tabelle 20: Lymphozytenproliferation nach Mitogenstimulation mit PWM
Stavudin Zidovudin p-Wert

Mitogen
PWM SI Median 43,6 38,5 0,473
MW=SD 46,6+27,0 43,5+27,8
range 9,6-124,0 12,0-160,0
SI=20 % 80 82 0,911
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3.2.2.2 Helferzellaktivitiat gegen HIV

Es bestehen keine signifikanten Unterschiede der HIV-spezifischen Helferzellaktivitat (Abbildung 24/
Tabelle 21).
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Tabelle 21: Helferzellaktivitat gegen HIV-p24-Antigen
Stavudin Zidovudin p-Wert

HIV-p24-Antigen

low (2,5 pg/ml) SI MW=SD 51+7,0 4,1+3,8
SI Median 2,2 2,6 0,783
SiI=3 % 46 42 0,763
Si=10 % 14 8 0,365
medium (5,0 pg/ml) SI MW=SD 73179 6,2+5,0
Sl Median 4,5 4,1 0,799
SI=3 % 56 60 0,793
SI=10 % 14 24 0,251
high (10,0 pg/ml) Sl MW=SD 9,1+8,9 9,14£8,0
Sl Median 6,1 51 0,551
SI=3 % 70 82 0,491
SI=10 % 34 32 0,862

53



3.2.2.3 Helferzellaktivitat gegen Recallantigene

Die Gruppen zeigten ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in der gegen die verschiedenen getes-
teten Recallantigene gerichteten Helferzellaktivitit (Tabelle 22/Abbildung 25).

Tabelle 22: Helferzellproliferation nach Stimulation mit Recallantigenen
Stavudin Zidovudin p-Wert

Recallantigene

Tetanus-Toxoid | MW=SD 8,0+10,6 7,0+£9,7

Sl Median 2,5 2,7 0,772

SI=3 % 44 44

Si=10 % 22 18 0,654
Influenza SI MW=SD 11,1£9,2 11,4£10,5

Sl Median 7,8 8,0 0,820

SI=3 % 88 82 0,744

SI=10 % 44 40 0,758
Candida Sl MW=SD 14,5+11,6 19,2+34,1

Sl Median 12,5 11,9 0,926

Si=3 % 88 82 0,745

Si=10 % 56 56
Mykobakterien SI MW=SD 12,1£8,1 15,9+£19,8

SI Median 11,1 8,4 0,918

Si=3 % 20 926 0,755

SI=10 % 56 46 0,483
Toxoplasma gondii SI MW=SD 54154 6,3+t7,9

SI Median 2,8 2,7 0,804

Si=3 % 48 50 0,886

SI=10 % 22 20 0,827
cMmv SI MW=SD 10,3+10,6 9,7+£8,8

Si Median 6,8 7,5 0,926

Si=3 % 76 80 0,821

Si=10 % 34 34
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Schliefllich konnten auch beziiglich der Gesamtintensitidt und -vielfalt der Helferzellreaktion gegen

Recallantigene keine signifikanten Unterschiede gefunden werden (Tabelle 23).

Tabelle 23: Helferzellaktivitat gegen Recallantigene - Intensitat und Vielfalt der Reaktion

Stavudin Zidovudin

Breite und Starke der Helferzellaktivitat gegen Recallantigene

Mittelwert der Sls fiir MW=+SD 10,215,2 11,619,3
Recallantigene
MWwW=10,0 % 40 46
Anzahl Recallantigene =4/6 % 78 84
SI=3
<4/6 % 22 16
Breite und Starke MW Recall-Sls % 38 46
210,0 und An-
zahl positiver
Reaktionen 24/6

p-Wert

0,956

0,647

0,491

0,537

55



4 Diskussion

Im ersten Teil der Untersuchung wurde analysiert, ob und wie sich die proliferative Aktivitit von
PBMC:s einer Gruppe HIV-infizierter, erfolgreich antiretroviral behandelter Patienten von der immun-
gesunder Kontrollpersonen unterscheidet. Hierbei fanden sich in der Patientengruppe signifikant
seltener tiberhaupt nachweisbare Helferzellaktivititen gegen Tetanus- und Toxoplasma-Antigen, sowie
signifikant seltener eine starke lymphoproliferative Reaktion (SI=10) gegen alle getesteten
Recallantigene. Wihrend die Lymphozyten von 95% der Kontrollpersonen mit einem mittleren
Stimulationsindex von mindestens zehn gegen alle getesteten Recallantigene reagierten, war dies nur
bei 43% der Patienten, und damit signifikant seltener, der Fall. Somit kann ein signifikanter
Funktionsdefekt der PBMCs HIV-infizierter Patienten gegen Recallantigene konstatiert werden.
Wihrend sich in der HIV-negativen Kontrollgruppe keine gegen HIV-p24-Antigen gerichteten Helfer-
zellen detektieren lieflen, konnten solche in der Patientengruppe in bis zu drei Viertel der Fille nach-
gewiesen werden. Beziiglich der durch Pokeweed-Mitogen ausgelosten Lymphozytenproliferation fan-
den sich keine signifikanten Unterschiede.

Der zweite Teil der Untersuchung stand unter der Fragestellung, ob sich die lymphoproliferative Akti-
vitdt in Abhéngigkeit vom im Rahmen einer HAART verwendeten Thymidinanalogon unterscheidet.
Hierzu wurden die LTT-Befunde zweier Gruppen von je 50 Patienten, die entweder eine Stavudin-
oder eine Zidovudin-haltige Therapie erhielten, miteinander verglichen. Es konnten keine
signifikanten Unterschiede in der lymphoproliferativen Aktivitit nach Stimulation der PBMCs mit
Pokeweed-Mitogen, HIV-p24-Antigen sowie mit Recallantigenen gefunden werden. Jedoch fanden sich
unbeabsichtigte, relevante Unterschiede zwischen den Patientengruppen. Diese zeigten sich in der
mittleren Infektionsdauer (starker Trend zugunsten der Stavudin-Gruppe), in der antiretroviralen
Vorbehandlung (signifikant lingere und mehr unterschiedliche Vortherapien in der Stavudin-
Gruppe), in der Art der aktuellen HAART (starker Trend zu hiufigerer , first-line“-Therapie in der
Zidovudin-, zu hdufigerer Proteasehemmer-haltiger Therapie in der Stavudin-Gruppe sowie signi-
fikant mehr ,Triple-Nukleosidanaloga“-Therapien in der Zidovudin-Gruppe) sowie in der
Zusammensetzung der Lymphozytensubpopulationen (signifikant mehr Gesamt- und CD8-positive
T-Zellen in der Stavudin-Gruppe). Diese Unterschiede begriinden Zweifel an der Vergleichbarkeit der
Gruppen und lassen die Aussage einer sicher fehlenden Beeinflussung der Lymphozytenproliferation
durch die unterschiedlichen Thymidinanaloga fraglich erscheinen.

4.1 Vergleich von 100 HIV-infizierten Patienten mit einer gesunden Kontrollgruppe

4.1.1 Patientencharakterisierung

Im Rahmen der vorliegenden Untersuchung wurden labormedizinische Messwerte des zelluliren Im-
munstatus und das Ausmafl der damit erfassbaren Immunschddigung und -rekonstitution in einer
Gruppe von 100 antiretroviral behandelten HIV-infizierten Patienten untersucht. Ein genauer Infek-
tionszeitpunkt liefd sich nur fiir einen geringen Prozentsatz dieser ermitteln, sodass die Zeit seit dem
ersten dokumentierten positiven HIV-Antikorpertest als Ndherungsmaf fiir die Infektionsdauer die-
nen musste. Hierbei handelt es sich jedoch nur um einen groben Anhaltswert, da es sowohl Patienten
gab, die unmittelbar nach der Serokonversion HIV-positiv getestet wurden, als auch solche, deren
HIV-Infektion erst nach dem Auftreten opportunistischer Infektionen erstmals diagnostiziert wurde.
Im Median war die Infektion zum Zeitpunkt der Untersuchung seit 5,3 Jahren bekannt, wobei diese
Zeit innerhalb der Patientengruppe jedoch inhomogen ist und fiir mehr als 50 Prozent der Patienten
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zwischen drei und acht Jahren betrégt. Die kiirzeste Zeit betrug sechs Monate. Es handelt es sich somit
ausschlieflich um Patienten mit chronischer HIV-Infektion.

Mehr als die Hilfte der Patienten (56 %) hatte bereits HIV-bedingte klinische Symptome
(CDC-Stadium B und C). Betrachtet man den tiefsten jemals gemessenen Wert der Helferzellkonzent-
ration, welcher bei fast drei Viertel aller Patienten unter 300 Zellen/pl lag, so liegt bei der Mehrzahl
zweifellos eine fortgeschrittene, mit ausgeprigter Schidigung des Immunsystems einhergegangene
HIV-Infektion vor. Bei allen Patienten bestand in der Vergangenheit die Indikation fiir eine
antiretrovirale Therapie. Auch wenn die Expertenmeinungen zum Beginn einer Behandlung in den
letzten Jahren starken Verinderungen, hin zu einem immer mehr abwartenden Verhalten, unterlegen
waren und infolge dessen die Indikation bei einem Teil der Patienten aus heutiger Sicht nicht mehr
gestellt wiirde, bestanden doch bei der Mehrzahl — zumindest bei den symptomatischen Patienten —
Anzeichen fiir eine HIV-bedingte Schidigung des Immunsystems und damit auch aus heutiger Sicht
eindeutige Griinde fiir eine Therapie [125].

Die Patienten wurden iiberwiegend seit lingerer Zeit erfolgreich antiretroviral behandelt. Die mediane
Gesamtdauer einer ART betrigt ca. 3,8 Jahre (197,9 Wochen). Die Viruskonzentration in der Gesamt-
gruppe ist im Median seit fast 1,75 Jahren (89,6 Wochen) kontinuierlich unter 1000 ¢/ml supprimiert
und 83 % der Patienten hatten zum Zeitpunkt der Untersuchung eine Viruslast unterhalb der Nach-
weisgrenze von 50 ¢/ml. Durch die Einschlusskriterien der Untersuchung (aktuelle ART seit mindes-
tens zwolf Wochen, Viruslast seit mindestens zehn Wochen kontinuierlich unter 1000 ¢/ml) wurde
sichergestellt, dass sich die Patienten nicht mehr in der mit vornehmlicher Redistribution von Helfer-
zellen aus lymphatischen Geweben und konsekutiv rapider Konzentrationszunahme dieser im Blut
einhergehenden ersten Phase der Immunrekonstitution befanden. Der Vergleich der niedrigsten Hel-
ferzellkonzentrationen jemals und der innerhalb des letzten Jahres mit den aktuellen Werten
(Abbildung 2) zeigt, dass bei den Patienten iiberwiegend bereits eine ausgepragte Immunrekonstitu-
tion stattgefunden hat.

Zusammenfassend kann also konstatiert werden, dass es sich um chronisch Infizierte handelt, deren
HIV-Infektion in der Vergangenheit vornehmlich bereits zu einer ausgeprigten Schidigung des Im-
munsystems gefithrt hat und die sich seit lingerem in einer Phase kontinuierlich fortschreitender Im-
munrekonstitution unter HAART befinden.

4.1.2 Mitogeninduzierte Lymphozytenproliferation

Die Patientengruppe unterschied sich hinsichtlich der Stimulierbarkeit ihrer PBMCs durch Pokeweed
Mitogen nicht signifikant von der Kontrollgruppe (Tabelle 8). Auch wenn nur bei 81 % der Patienten,
verglichen mit 95 % der Immungesunden, ein Stimulationsindex von mindestens 20 nach PWM-Rei-
zung erreicht wurde, war dieser Unterschied statistisch nicht signifikant. Auch beziiglich des mittleren
Stimulationsindex fiir PWM zeigte sich ein Trend zugunsten hoherer Werte bei den nicht infizierten
Probanden. Dieser Unterschied konnte jedoch mangels Einzeldaten fir die Kontrollgruppe nicht sta-
tistisch gepriift werden.

In mehreren Studien wurde die Proliferation von Lymphozyten antiretroviral behandelter und unbe-
handelter HIV-Infizierter nach einer Stimulation mit Mitogenen untersucht. Eine verminderte
lymphoproliferative Reaktion (LPR) konnte nach Stimulation mit PHA [101, 102, 105, 106],
Con-A [105, 106], Anti-CD3 mAb [85, 205] und PWM [101, 105, 106] bei einem relevanten Teil der
Patienten nachgewiesen werden. Wihrend die Proliferation von PBMCs nach Stimulation mit PHA
und Con-A i. d. R. erst in weiter fortgeschrittenen klinischen Stadien der Erkrankung eingeschrinkt ist,
zeigt sich eine verminderte Stimulierbarkeit durch PWM bereits in fritheren Phasen der Infektion
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[106, 119, 206, 207]. Diese korreliert mit dem Erkrankungsstadium [206]. Die eingeschriankten LPR
nach Stimulation mit PWM [208, 209] und Anti-CD3 mAb [205, 210] konnten als eigenstindige, von
der Helferzellzahl unabhingige Risikofaktoren fiir die Entwicklung HIV-bedingter klinischer Sym-
ptome und fiir die Progression zu AIDS bei nicht mit einer antiretroviralen Kombinationstherapie
behandelten Patienten identifiziert werden. Zudem konnte bei nicht mit einer HAART behandelten
Patienten eine stirkere LPR nach Stimulation mit PHA und Anti-CD3 mAb mit einer lingeren Uber-
lebenszeit nach dem Auftreten von AIDS korreliert werden und war in einer Studie diesbeziiglich aus-
sagekriftiger als die Helferzellkonzentration im Blut [211]. Schliefflich traten bei antiretroviral
behandelten HIV-infizierten Kindern mit einer Verbesserung der durch Mitogen (PHA) und Alloanti-
gen ausgelosten T-Tell-Proliferation signifikant weniger opportunistische und sonstige Infekte auf als
bei Kindern ohne Verbesserung dieser Zellfunktionen. Dabei korrelierte die T-Zell-Funktion besser
mit dem Infektionsrisiko als die Zunahme der Helferzellkonzentration [212, 213].

Die geringen Unterschiede zwischen Infizierten- und Kontrollgruppe in der vorliegenden Untersu-
chung sind vermutlich auf die Tatsache zuritickzufithren, dass es sich um Patienten mit insgesamt be-
reits ausgepragter, linger andauernder HAART-induzierter Immunrekonstitution handelt. Aus Un-
tersuchungen ist bekannt, dass die mitogeninduzierte Lymphozytenproliferation mit zunehmender
Progression der Erkrankung deutlich linger als die Stimulierbarkeit durch Recallantigene erhalten
bleibt [102] und sich nach dem Beginn einer HAART auch recht schnell und weitgehend vollstindig
wieder regeneriert [84, 111, 113, 150, 156]. Die PWM-induzierte LPR korreliert zudem mit der
Helferzellkonzentration [119], welche in der Patientengruppe im Mittel nahezu Normalwerte erreicht
hat.

Zusammenfassend lisst sich feststellen, dass die Stimulierbarkeit der PBMCs durch PWM in der Pati-
entengruppe nicht relevant vermindert ist, was vermutlich an einer guten Immunrekonstitution unter
langdauernder HAART-induzierter Virussuppression liegt.

4.1.3 HIV-spezifische Helferzellaktivitat

Der Patientenanteil mit einer durch Verwendung einer Antigenkonzentration von 2,5 ug/ml
HIV-p24-Ag nachweisbaren, gegen HIV gerichteten Helferzellaktivitat ist mit 44 % vergleichbar mit
den Ergebnissen publizierter Studien bei antiretroviral behandelten HIV-infizierten Personen (Tabelle
24). Ahnliche oder geringere Antigenkonzentrationen wurden in den meisten publizierten
Untersuchungen verwendet (,p24Ag pro well“/Tabelle 24). Beim Einsatz hoherer Konzentrationen
lieflen sich deutlich bessere Responderraten von bis zu 76 % — bei einer Antigenkonzentration von
10 pg/ml — ermitteln (Abbildung 5). Dies liegt deutlich tiber den Ergebnissen publizierter Arbeiten
(Tabelle 24).

In zahlreichen Untersuchungen lief§ sich — verglichen mit anderen Recallantigenen — nicht nur eine
auffallend geringe HIV-spezifische Helferzellaktivitit bereits in frithen Phasen der unbehandelten In-
fektion nachweisen [216, 217, 218, 219, 220], sondern auch eine verhiltnismif3ig geringere Zunahme
dieser unter einer suffizienten HAART [84, 108, 111, 149, 165, 218, 221]. Bei chronisch HIV-infizierten
Patienten unter HAART fanden sich zumeist nur bei deutlich weniger als zwei Drittel der Patienten
tiberhaupt gegen HIV-p24-Antigen gerichtete Helferzellaktivititen (Tabelle 24). Bei Stimulation mit
anderen HIV-Antigenen, wie dem env-Genprodukt gp160, waren die Responderraten noch schlechter
[151, 202, 216, 217, 218, 220]. In vielen Arbeiten zeigt sich ein auffallendes Missverhiltnis zu anderen
Antigenen wie Candida, PPD und CMV, welche von den Helferzellen vieler Patienten i. d. R. deutlich
besser erkannt werden [151, 156, 166, 214].
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Tabelle 24: Anteil positiver HIV-p24-LPR bei Patienten unter HAART in publizierten Studien
Studie n p24Ag cutoff PBMC CD4vor CD4 positivep24-LPR Viruslast

pro well SI pro HAART bei unter HAART zum LTT
p24Ag well LTT

[113] 42 1 pg/ml 3 3x10° 284 413 48Wo: 24,4%
[1511 17 2,5ug/ml 10  1x10° 556 800  48Wo: 69 % 90 % <50
[214] 10 2 pug/ml 5 2x10° Nadir29 497 >Ta: 50% 100 % <500
seite 1,6a
[214] 8  2ug/ml 5 2x10° Nadir497 855 >Ta: 0%  100% <500
seit ¢2,6a
[156] 43  5pug/ml 3 Nadir280 694 g41Mo: 53% 033,5Mo<50
[166] 24 1 ug/ml 3 1x10° 756 970  72Wo: 30% 85 %<50
[215] 39 1 pg/ml 3 n,=31>500 >850 48Wo: ni39% 73-84% <50

n,=8 <500 n,37 %
[171] 42 1 pug/ml 3 3x10° 286 96 Wo: 44%  88% <200

(1111 7 1 pg/ml 2 2x10° 179 385 20Wo: 2/7
[108] 8 6pg/ml 3 1x10° 40-403 9 Mo: 1/8 >2,5l0g1o
Reduktion

Gleichartige Diskrepanzen zeigen sich auch in den vorliegenden Daten. Der mittlere Stimulationsindex
nach Reizung mit der hochsten Konzentration von HIV-p24-Ag liegt in der Patientengruppe signifi-
kant unter dem nach Stimulation mit Candida und PPD gemessenen (Abbildung 6). Jedoch lief3 sich
beziiglich des Patientenanteils mit iberhaupt nachweisbarer Helferzellaktivitit gegen diese drei Anti-
gene zwar ein Trend zu geringeren Raten bei HIV-p24-Ag, jedoch kein statistisch signifikanter Unter-
schied finden (Abbildung 7). Ob der Vergleich der mittleren Stimulationsindizes in diesem Fall tiber-
haupt statthaft ist, erscheint diskussionswiirdig. Zum einen findet sich eine deutliche Abhdngigkeit der
Responderraten gegen HIV-p24-Ag von der zur Stimulation eingesetzten Antigenkonzentration
(Abbildung 5). Dies ist vermutlich auch bei den zur Stimulation verwendeten Candida- und PPD-
Antigenen der Fall. Standardisierte Antigenkonzentrationen, die dquivalente Helferzellreaktionen bei
vergleichbarer antigenspezifischer Helferzellfrequenz erzeugen, sind nicht bekannt. Zudem unterschei-
den sich die verwendeten Antigenpréiparationen in ihrer Art deutlich. Im Fall von HIV-p24-Ag wird
ein definiertes Einzeleiweifs mit einer bestimmten Anzahl antigener Epitope, gegen die eine Helferzell-
aktivitdt gerichtet sein kann, eingesetzt. Bei den verwendeten Candida- und PPD-Prdparationen han-
delt es sich um Mischungen verschiedener Proteine mit einer dementsprechend vermutlich hoheren
Anzahl antigener Epitope und somit potentiell hoherer Helferzellfrequenz mit ,,passenden® TCR-Spe-
zifititen. Dies allein konnte eine stirkere Helferzellproliferation gegen diese Antigene erkliren.

In mehreren Untersuchungen kam es unter einer HAART zu einer Zunahme des Anteils HIV-reaktiver
Helferzellen [113, 151, 166]. Anstiege der Virdmie unter einer Therapie sind mit einem Verlust vor-
mals nachweisbarer Reaktivitit gegen HIV-p24-Antigen verbunden [171]. Sehr starke Helferzellaktivi-
tit gegeniiber HIV-p24-Ag lief3 sich bei Personen nachweisen, die wihrend der akuten Serokonversion
— noch vor vollstindiger Serokonversion im Western-Blot — antiretroviral behandelt wurden [222, 223,
224].

Es bleibt zu konstatieren, dass die in dieser Untersuchung — zumindest bei Verwendung hoher Anti-
genkonzentrationen — nachweisbaren HIV-spezifischen Helferzellaktivititen verglichen mit den Er-
gebnissen publizierter Untersuchungen sehr hoch erscheinen. Hierftir sehe ich mehrere Griinde:
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Zum einen wurden in dem hier verwendeten Test z. T. deutlich hohere Antigenkonzentrationen als in
den meisten publizierten Studien verwendet (,p24Ag pro well“/Tabelle 24). Der Prozentsatz von
Patienten mit nachweisbarer, gegen HIV gerichteter Helferzellaktivitit ist klar dosisabhingig
(Abbildung 5). Die Tatsache, dass sich — selbst bei hohen Antigenkonzentrationen — bei keinem der
100 HIV-negativen Kontrollpersonen in dieser Untersuchung HIV-spezifische Helferzellaktivititen
nachweisen lieflen, spricht fiir die hohe Spezifitit des Nachweises HIV-spezifischer Helferzellen in
diesem Testsystem. Somit bleibt zu konstatieren, dass sich bei Verwendung hoherer Antigenkonzent-
rationen bei einem grofleren Patientenanteil HIV-spezifische Helferzellaktivititen nachweisen lassen.
Ahnliches wurde auch von Rosenberg und Walker beschrieben. Sie fanden bei Patienten, die wihrend
der akuten Serokonversion mit HAART behandelt wurden, starke, im LTT mit HIV-p24-Antigen
nachweisbare, gegen HIV gerichtete Helferzellaktivititen. Diese waren vergleichbar mit denen von
long-term nonprogressors. Jedoch liegen nach Aussage der Autoren die zu ihrem Nachweis nétigen An-
tigenkonzentrationen im LTT hoher, optimalerweise bei 5pug/ml [220]. Somit erscheint die
Standardisierung der verwendeten Antigenkonzentrationen als eine vordringliche Aufgabe, um Ergeb-
nisse von Studien vergleichbar zu machen.

Zum zweiten unterscheidet sich in den verschiedenen Untersuchungen die im LTT eingesetzte Anzahl
von PBMCs pro well. Diese variiert von 1x 10’ bis 3 x 10’ Zellen (Tabelle 24). Da die Hohe des
Stimulationsindex u. a. eine Funktion der Frequenz und Anzahl antigenspezifischer Helferzellen im
Ansatz ist, sind bei einer hoheren Zellzahl hohere Responderraten zu erwarten. Die in dem hier
verwendeten Test eingesetzten 3 x 10° Zellen pro well entsprechen dem oberen Bereich der in den
publizierten Studien verwendeten Zellzahlen (Tabelle 24), was die hohen Responderraten zum Teil
erklaren kann.

Drittens unterscheiden sich die Studien auch deutlich darin, welcher Stimulationsindex als Grenzwert
(»cutoff SI p24Ag*/ Tabelle 24) fiir als ,,positiv angesehene Helferzellaktivititen definiert wurde. Diese
schwanken in den verschiedenen Arbeiten von drei bis zehn. Dementsprechend unterschiedlich ist
folglich der Anteil als ,positiv" gewerteter Reaktionen. Der verwendete cutoff von drei in der
vorliegenden Arbeit liegt im unteren Spektrum dieser Grenzwerte.

Schliefflich unterscheiden sich die Patientengruppen in den erwihnten Studien deutlich hinsichtlich
des Stadiums ihrer Erkrankung (,CD4 vor HAART“/ Tabelle 24). Gemif den Ergebnissen publizierter
Studien scheint es Unterschiede in der Hiufigkeit nachweisbarer, gegen HIV gerichteter Helferzellakti-
vitdt in Abhéngigkeit vom Erkrankungsstadium zu geben. Jedoch lésst sich noch kein einheitliches Bild
erkennen. Positive Reaktionen gegen HIV-p24-Antigen sind in einigen Untersuchungen bevorzugt bei
Infizierten nachweisbar, die bereits in fritheren Stadien der HIV-Infektion eine HAART erhalten haben
und deren Viruslast langdauernd optimal supprimiert wird [151, 156, 171, 215]. Jedoch konnten auch
bei Patienten mit weit fortgeschrittener Infektion und einem Helferzellnadir von weniger als 200 Zel-
len/pl in der Vergangenheit positive Reaktionen gegen p24-Ag unter HAART nachgewiesen werden
[214, 217]. Lange et al. konnten keine Assoziation der Helferzellreaktivitit gegen HIV-p24-Antigen
unter HAART mit der Hohe des Nadirs der Helferzellkonzentration vor Beginn der ART nachweisen
[156]. In einer Arbeit von Blankson et al. hatten erstaunlicherweise gerade Patienten mit einem sehr
niedrigen Helferzellnadir die hochste Helferzellreaktivitit gegen HIV-p24-Ag, die zudem vergleichbar
war mit der von long-term nonprogressors [214].

Zusammenfassend kann also gesagt werden, dass der Vergleich verschiedener Studien beziiglich des
Anteils von Patienten mit nachweisbarer, gegen HIV gerichteter Helferzellaktivitit aufgrund mangeln-
der Standardisierung der verwendeten Testsysteme sowie aufgrund der Unterschiede in der Patienten-
charakterisierung nur bedingt moglich ist.
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Dennoch erscheint die Messung dieser gegen HIV gerichteten lymphoproliferativen Aktivitat im LTT
als praxisrelevant und ist anderen Verfahren zur Bestimmung antigenspezifischer Helferzellen tiberle-
gen: Eine starke spezifische Helferzellaktivitit ist fiir die Aufrechterhaltung einer effektiven Immun-
antwort gegen chronische Virusinfektionen — auch gegen HIV — essenziell [220, 225]. Die Intensitit der
Helferzellproliferation nach in vitro-Stimulation mit HIV-p24-Antigen im LTT korreliert in mehreren
Studien bei unbehandelten Patienten invers mit der HIV-Viruslast im Blut [217, 219, 220, 222]. Bei
long-term nonprogressors lasst sich meist eine starke gegen HIV-p24-Ag gerichtete Helferzellprolifera-
tion nachweisen [214, 218, 222, 225]. Der Nachweis einer starken derartigen Helferzellaktivitit im LTT
korrelierte in einer Studie von Kalams et al. [226] mit dem Nachweis zahlreicher, gegen HIV-gag-
Proteine gerichteter zytotoxischer CD8-positiver T-Zellen (CTL). In derselben Arbeit war der Nach-
weis hochfrequenter gegen HIV-gag-Proteine gerichteter CTLs ohne gleichzeitigen Nachweis einer
starken HIV-spezifischen Helferzellproliferation im LTT nicht mit einer niedrigen HIV-Viruslast asso-
ziiert, was beim Nachweis letzterer klar der Fall ist. Da CTLs mafgeblich an der Suppression der HIV-
Replikation beteiligt sind [225, 227, 228, 229], sprechen diese Daten fiir eine direkte funktionelle
Interaktion gegen HIV gerichteter CD4-positiver T-Helfer- und CD8-positiver zytotoxischer T-Zellen
[226]. Anders ausgedriickt: HIV-spezifische CTLs sind auf die Hilfe HIV-spezifischer T-Helferzellen
angewiesen, um virussuppressiv zu wirken [225, 227]. Dies wurde auch fiir andere Virusinfektionen
nachgewiesen [227, 230, 231, 232, 233].

Hinweise auf eine positive prognostische Aussage im LTT nachweisbarer, gegen HIV gerichteter Hel-
ferzellen fur den Verlauf der Infektion fanden sich auch bei mehreren von mir behandelten Patienten.
Zwei Beispiele sollen hier exemplarisch genannt werden:

Ein 40-jahriger Mann, der erstmalig 1997 HIV-positiv getestet wurde, hatte seitdem nie eine messbare
HIV-Viruslast. Eine von 1997 bis 2000 mit einer Zweifachkombination durchgefithrte ART entbehrt
aus heutiger Sichtweise jeder Indikation, da der Patient zu keinem Zeitpunkt eine HIV-bedingte
Symptomatik, nie eine messbare Viruslast und nie Helferzellen unter 840/ul hatte. Seit dem Absetzen
der ART im Dezember 2000 konnte in ca. dreimonatlich durchgefithrten Untersuchungen nie eine
Viruslast oberhalb der Nachweisgrenze von 50 ¢/ml gemessen werden. Die Helferzellkonzentration lag
seitdem nie unter 1000/pl und betrug zum Zeitpunkt des LTT 1236 Zellen/pl bei einer CD4/CD8-Ratio
von 1,5 und einer Viruslast unterhalb der Nachweisgrenze des Nukleinsiure-Assays von 50 ¢/ml. Im
LTT lieflen sich Stimulationsindizes von 12,6 bis 18,5 gegen die verschiedenen Konzentrationen von
HIV-p24-Antigen messen. Dies entspricht hochpositiven HIV-spezifischen Helferzellreaktionen.

Bei einem zweiten Patienten fanden sich vergleichbare Befunde: Der 32-jihrige Mann ist 1994 HIV-
positiv getestet worden und hat nie eine ART erhalten. Zu keinem Zeitpunkt bestanden HIV-bedingte
klinische Symptome. Der Nadir der Helferzellkonzentration betrug 543 Zellen/pl, die maximale jemals
gemessene Viruslast wihrend eines Infekts 740 ¢/ml. Zum Zeitpunkt des LTT hatte er 681 Helferzellen
bei einer Ratio von 0,7. Die HIV-Viruslast lag — ohne HAART — unter der Nachweisgrenze von
50 ¢/ml. Im LTT lieen sich erneut hochpositive Helferzellreaktionen mit Stimulationsindizes tiber
zehn gegen HIV-p24-Antigen nachweisen.

Eine der wichtigsten Fragestellungen derzeitiger Forschung ist die nach den Griinden fiir die auffallend
geringe gegen HIV gerichtete Helferzellaktivitit und das Unvermogen des Immunsystems der meisten
Infizierten, HIV zu eliminieren oder dauerhaft zu kontrollieren. Da HIV bevorzugt aktivierte Zellen
infiziert, wird vermutet, dass die gegen HIV gerichteten Helferzellen selektiv wiahrend der ersten Wo-
chen der HIV-Infektion durch gezielte Infektion oder durch aktivierungsinduzierte Apoptose zerstort
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werden [202, 220, 234]. Demgegeniiber stehen Ergebnisse von Studien, in denen die intrazelluldre
Zytokinproduktion nach Stimulation von T-Helferzellen mit HIV-gag-Proteinen gemessen wurde
[235, 236]. Hierdurch lieflen sich bei einem Grofiteil chronisch HIV-Infizierter mit progredienter
Erkrankung durchaus gegen HIV-gag-Proteine gerichtete Helferzellen nachweisen. Diese waren auch
bei fehlender Helferzellproliferation nach Stimulation mit HIV-gag-Proteinen im LTT nachweisbar
[236]. Nach Ansicht der Untersucher spricht dieser Befund gegen die Theorie einer frithen Deletion
HIV-spezifischer CD4-positiver T-Zellen im Verlauf der Infektion. Denkbar wire eher eine kontinu-
ierliche Inhibition ihrer proliferativen Kapazitit [236]. Die Frequenz dieser so detektierten Zellen
nimmt — vermutlich infolge sinkender Antigenkonzentrationen — unter einer HAART kontinuierlich
ab. Im Gegensatz zur mehrfach nachgewiesenen inversen Korrelation zwischen der durch HIV-p24-Ag
ausgelosten Lymphozytenproliferation im LTT und der Plasmaviruslast unbehandelter Patienten liefd
sich eine solche fiir die durch intrazelluldre Zytokinfirbung nachgewiesenen, HIV-gag-spezifischen
Helferzellen nicht zeigen [235, 237]. In einer weiteren Untersuchung, in welcher die antigeninduzierte
intrazelluldre Zytokinproduktion und Lymphozytenproliferation im LTT parallel gemessen wurden,
lie3 sich eine fehlende Proliferation nach Stimulation mit HIV-Antigenen mit einer verminderten
IL-2-Produktion korrelieren [237].

Zusammenfassend erscheint also die Bestimmung der gegen HIV-p24-Antigen gerichteten Helfer-
zellproliferation im LTT als eine fiir den Einsatz in der klinischen Praxis sinnvolle und in ihrem Wert
wissenschaftlich belegte Methode zur Erfassung prognostisch relevanter Marker der Immunkontrolle
des HI-Virus bei infizierten Patienten.

4.1.4 Helferzellproliferation nach Stimulation mit Recallantigenen

Sehr deutliche Unterschiede zwischen der Patienten- und Kontrollgruppe zeigen sich in der Helfer-
zellproliferation nach Stimulation ihrer PBMCs mit Recallantigenen. So finden sich — trotz der guten
quantitativen Helferzellrekonstitution — durchgingig niedrigere mittlere Stimulationsindizes gegen alle
getesteten Recallantigene in der Patientengruppe (Abbildung 8). Leider konnten diese Unterschiede
nicht auf eine statistische Signifikanz gepriift werden, da fiir die Kontrollgruppe keine Einzeldaten der
Stimulationsindizes vorliegen. Dennoch ldsst sich klar sagen: Obwohl die Patienten unter einer suffi-
zienten HAART im Median Helferzellkonzentrationen erreicht haben, die denen Immungesunder
entsprechen, finden sich deutliche Einschrinkungen in der Funktion dieser. Diese zeigen sich deutlich
beim Vergleich des jeweiligen Anteils der Patienten und Kontrollpersonen, deren Helferzellen mit ei-
nem Stimulationsindex von mindestens zehn nach Stimulation mit den einzelnen Recallantigenen
proliferieren. Dieser Anteil ist bei den Patienten fiir alle Recallantigene signifikant geringer (Abbildung
12). Es lasst sich somit ein deutlicher qualitativer Defekt von T-Helferzellen trotz ausgeprigter
quantitativer Rekonstitution derselben konstatieren. Betrachtet man nur den Personenanteil, deren
Helferzellen iiberhaupt nach Stimulation mit den Finzelantigenen proliferieren (SI=3), so finden sich
zwar ebenfalls durchgingig hohere Werte in der Kontrollgruppe, diese Unterschiede sind jedoch nur
fiir Tetanus-Toxoid und Toxoplasma-Antigen statistisch signifikant (Abbildung 9). Auch innerhalb
der Patientengruppe finden sich sowohl fiir die mittleren Stimulationsindizes (Abbildung
10/Abbildung 11), als auch fiir den Patientenanteil mit tiberhaupt nachweisbaren antigenspezifischen
Helferzellen signifikant geringere Werte fiir Tetanus und Toxoplasma, verglichen mit Influenza, Can-
dida, Mykobakterien und CMV.

Ahnliche Unterschiede sind in einer Reihe publizierter Studien beschrieben. So war die Verbesserung
der Tetanus-spezifischen Helferzellfunktion in mehreren Untersuchungen an HIV-Patienten unter
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HAART deutlich geringer ausgeprigt als die fir Candida [145, 149, 150, 156, 166, 169, 238],
Mykobakterien [156, 166, 169], Streptokinase/Streptodornase [111], CMV [156, 166] und HSV [166].
Demgegeniiber liel sich wiahrend einer suffizienten antiretroviralen Therapie eine umfangreiche Re-
konstitution der gegen Candida [108, 145, 156, 169], CMV [146, 148, 156] und Mykobakterien [146,
148, 156] gerichteten Helferzellaktivititen nachweisen.

Zu den Ursachen dieser Diskrepanzen finden sich in der Literatur verschiedene Ansichten. Mehrere
Autoren postulieren, dass die stindige und wiederholte Exposition des Immunsystems mit Erregern,
die teils als Kommensalen, teils als opportunistische Keime dauerhaft im Organismus bzw. auf dessen
Schleimhiduten existieren, zu einer stirkeren gegen diese gerichteten Helferzellaktivitit fiihrt, als dies
fiir Impfantigene wie Tetanus-Toxoid der Fall ist [145, 169, 238]. Auch wird vermutet, das niederfre-
quentere antigenspezifische Klone (z.B. gegen das Impfantigen Tetanus-Toxoid) empfindlicher fur
einen Verlust im Rahmen der Infektion sind als solche, die infolge stindiger oder wiederholter Anti-
genexposition (z.B. gegen Candida und CMV) in potenziell hoherer Frequenz vorliegen [239].

Die Reaktivitit gegentiber Tetanus-Toxoid unter einer HAART korreliert mit dem Helferzellnadir vor
deren Beginn [156]. Diese Ergebnisse unterstiitzen die Vermutung, dass Teile des immunologischen
Repertoires in Form von memory-Zellen im Laufe der Krankheitsprogression ,,verloren® gehen. Unklar
ist jedoch, ob diese unvollstindige Rekonstitution gegentiber Impfantigenen Ausdruck eines ,,Verlusts“
antigenspezifischer T-Helferzellen oder eines anhaltenden funktionellen Defekts dieser ist [156]. Durch
Impfungen mit Tetanus-Toxoid lassen sich bei einem Grofteil der Patienten starke lymphoprolifera-
tive Reaktionen gegen Tetanusantigen induzieren (unverdffentlichte eigene Untersuchungen).

Im Gegensatz zu Untersuchungen zur Risikoabschitzung des Absetzens einer Primar- oder Sekundir-
prophylaxe gegen Toxoplasmen, in denen die Haufigkeit klinischer Ereignisse untersucht wurde [240,
241, 242], beschiftigen sich nur sehr wenige publizierte Studien mit dem Nachweis spezifischer, gegen
diese Parasiten gerichteter Helferzellen. Aus demselben Grund konnen die hier erhobenen Befunde
beziiglich der im Vergleich zu anderen opportunistischen Erregern geringen erregerspezifischen Hel-
ferzellproliferation nicht mit publizierten Studien verglichen werden. Auch kann man tiber die Ursa-
chen dieser Unterschiede nur spekulieren. Da Toxoplasma-spezifische Helferzellen bei 76 % der Kon-
trollpersonen nachgewiesen wurden, ist davon auszugehen, dass deren Existenz durch den verwende-
ten Test mit ausreichender Sensitivitdt detektiert wird. Da jedoch nur bei sensibilisierten, sprich mit
Toxoplasma gondii infizierten Personen auch eine Proliferation von memory-Zellen im LTT nachweis-
bar ist und keine Informationen iiber das Vorliegen von erregerspezifischen IgG-Antikorpern in bei-
den Gruppen vorliegen, wiren theoretisch geringere Durchseuchungsraten in der Patientengruppe als
Erklirung der Unterschiede denkbar. Diese halte ich jedoch fiir unwahrscheinlich. Die gleichen Beden-
ken gelten dennoch auch fir CMV. Im Gegensatz zu den ubiquitir vorkommenden Candida- und
Influenza-Antigenen sowie dem anamnestisch nahezu obligat als Impfung verabreichten Tetanus-
Toxoids gibt es Patienten, die weder mit Toxoplasma gondii noch mit CMV infiziert sind und dem-
zufolge keine erregerspezifischen memory-Helferzellen besitzen miissen.

Die Intensitit der Zellproliferation im LTT ist u. a. abhingig von der Funktionstiichtigkeit und der
Anzahl antigenspezifischer Helferzellen. Betrachtet man demzufolge den Mittelwert der mittleren Sti-
mulationsindizes fiir die einzelnen Recallantigene als ein Maf fiir die Immunkompetenz, so zeigen sich
erneut signifikante Unterschiede zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe. Da dieser Wert bei
95 % der Immungesunden mindestens zehn betrigt, kann ein mittlerer SI von zehn als unterer Grenz-
wert einer ungestorten Helferzellfunktion angesehen werden. Diesen Grenzwert erreichen nur 43 %
der Patienten (Abbildung 14).
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Des weiteren kann man die sechs in diesem Test eingesetzten Recallantigene als einen ,kleinen Aus-
schnitt® aus dem Repertoire von Antigenen betrachten, gegen die das Immunsystem durch Exposition
in der Vergangenheit mit hoher Wahrscheinlichkeit immunisiert wurde und gegen die demzufolge
spezifische memory-T-Helferzellen existieren sollten. So ist neben der Stirke vor allem auch die Vielfalt
der Reaktionen gegen verschiedene Recallantigene Ausdruck der Helferzellfunktion. Die CD4-positi-
ven T-Lymphozyten von 95 % der Kontrollpersonen ,erkennen“ (SI=3) mindestens vier der sechs
getesteten Recallantigene. Beziiglich dieser Vielfalt der Helferzellreaktivitit findet sich zwar erneut ein
Trend zu schlechteren Werten in der Patientengruppe, jedoch ist der Unterschied statistisch nicht sig-
nifikant. Durch die kombinierte Betrachtung von Stirke und Vielfalt der gegen Recallantigene
gerichteten Helferzellaktivitat ldsst sich nur bei 42 % der Patienten eine ungestorte Immunfunktion
konstatieren (Abbildung 14).

Betrachtet man nur die Patienten, die unter einer suffizienten HAART (Ein-/Ausschlusskriterien) eine
Helferzellkonzentration von mindestens 500/pl erreicht haben und die somit nach Meinung vieler
Kliniker und Forscher als weitgehend immunkompetent angesehen werden, so weisen nur knapp die
Hilfte dieser (49,3 %/Abbildung 15) eine — verglichen mit Immungesunden — ungestorte
Helferzellfunktion auf. Hierbei fand sich keine relevante Korrelation zwischen dem Mittelwert der
mittleren Stimulationsindizes fiir Recallantigene und der zum Zeitpunkt des LTT gemessenen
Helferzellkonzentration (Abbildung 16). Zusammenfassend bedeutet dies, dass allein aus der Anzahl
CD4-positiver T-Zellen im Blut nur bedingt auf den aktuellen Immunstatus geschlossen werden kann.
Anders ausgedriickt: Eine Helferzelle, die nicht funktioniert, ist nichts wert.

Neben dieser globalen Sichtweise auf das erhaltene Immunrepertoire haben zahlreiche Studien die
Bedeutung eines (fehlenden) Nachweises antigenspezifischer Helferzellen fiir das Auftreten und den
Verlauf entsprechender Infektionen untersucht. So traten in einer Studie an unbehandelten HIV-Infi-
zierten mit nachweisbaren IgG-Antikorpern gegen Toxoplasma gondii bei 2 von 27 Patienten ohne,
jedoch bei keinem von 18 Patienten mit nachweisbarer Toxoplasmen-spezifischer LPR zerebrale Toxo-
plasmosen auf [243]. In einer weiteren Arbeit wurde mittels LTT die Haufigkeit des Nachweises
Toxoplasma-spezifischer Helferzellen bei Patienten mit einer zerebralen Toxoplasmose nach dem Be-
ginn einer HAART bestimmt. Die Autoren konnten initial nur bei 10 % und nach einer 15- bis
18-monatigen Therapie in 83 % der Patienten Toxoplasma-spezifische Helferzellproliferation nach-
weisen. Sie empfehlen die Durchfiihrung einer solchen Analyse vor dem Absetzen der Toxoplasma-
suppressiven Erhaltungstherapie unter HAART [244, 245]. Ebenfalls empfohlen wird die Bestimmung
Toxoplasma-spezifischer Helferzellen in einer Arbeit von Fournier et al. [170]. Auch diese
Arbeitsgruppe untersuchte die Haufigkeit Toxoplasma-spezifischer Helferzellproliferation im LTT in
drei Patientengruppen mit unterschiedlich ausgeprigter Immunrekonstitution. Die Autoren rieten
dringend vom Absetzen einer Primir- oder Sekundarprophylaxe bei positiver Toxoplasma-Serologie
und fehlender Toxoplasma-LPR ab. Die Bedeutung Toxoplasma-spezifischer Helferzellen fiir die
Aufrechterhaltung einer suffizienten Immunkontrolle dieser Parasiten, auch wenn diese nur eine der
bei der Immunabwehr dieses Keimes beteiligten Zellarten darstellen, wird durch weitere
Untersuchungen und seitens mehrerer Autoren unterstiitzt [246, 247].

Obwohl besonders antigenspezifische, CD8-positive zytotoxische T-Zellen (CTL) fiir die Immunab-
wehr gegen CMV erforderlich sind [232, 248, 249, 250], belegen zahlreiche Untersuchungen an
Immunsupprimierten die starke klinische Bedeutung der Nachweisbarkeit CMV-spezifischer
T-Helferzellen. So lief} sich deren strikte Notwendigkeit fiir die Aufrechterhaltung einer suffizienten
CTL-Aktivitit gegen CMV wiederholt zeigen [232, 250]. In mehreren Fallberichten wurden CMV-
Erkrankungen bei AIDS-Patienten trotz ausgeprigten Helferzellanstiegs unter HAART mit dem feh-
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lenden Nachweis CMV-spezifischer Helferzellen — u. a. im LTT — assoziiert [196, 197, 198]. Li et al.
beschrieben einen erstmals fehlenden Nachweis von CMV in zuvor mehrfach positiven Blutkulturen
eines AIDS-Patienten unter HAART zeitgleich mit der erstmaligen Detektion zuvor nicht nachweisba-
rer CMV-spezifischer Helferzellen im LTT [251]. In mehreren Studien korrelierte der fehlende Nach-
weis gegen CMV gerichteter T-Helferlymphozyten stark mit dem Risiko des Auftretens einer CMV-
Retinitis bei therapienaiven und antiretroviral behandelten Patienten [252, 253, 254, 255, 256, 257,
258]. Gleichartige Assoziationen finden sich bei Patienten nach Knochenmarktransplantation [259].
Der Nachweis CMV-induzierter Lymphozytenproliferation korreliert nur minimal mit der Helferzell-
Gesamtkonzentration [254, 260], sodass aus dem quantitativen Anstieg CD4-positiver T-Zellen unter
HAART nur bedingt auf eine Immunrekonstitution gegeniiber CMV geschlossen werden kann. Meh-
rere Forschergruppen empfehlen deshalb die Bestimmung CMV-spezifischer Helferzellen vor dem
Absetzen einer CMV-Sekundirprophylaxe unter HAART [196, 253] sowie zur Abschitzung des
Erkrankungsrisikos bei HIV-Infizierten [258] und bei Patienten nach Knochenmarktransplantation
[259].

Fir die Abwehr und Immunkontrolle von Mykobakterien sind spezifische T-Helferzellen essenziell
[261, 262, 263, 264, 265]. Dies wird nicht zuletzt anhand des stark erhohten Erkrankungsrisikos fiir
eine Tuberkulose bei HIV-infizierten Patienten deutlich [263]. Insbesondere IFN-gamma-produzie-
rende CD4-positive T-Zellen sind innerhalb eines Konzerts verschiedener Immunzellen und Zytokine
beim Schutz vor klinischen Mykobakterien-Infektionen titig [261, 262, 263, 264, 265]. Die Intensitit
ihrer Nachweisbarkeit korreliert mit der Immunkontrolle dieser Keime sowie invers mit dem Ausmafd
einer klinischen Mykobakterien-Erkrankung [266, 267]. Thre Frequenz im Blut nimmt bei AIDS-
Patienten mit vormals florider Tuberkulose unter antituberkuloser Therapie und gleichzeitiger
HAART zu [267]. Soweit mir bekannt ist, existieren keine Studien tber die Bedeutung des
(Nicht-)Nachweises Mykobakterien-spezifischer Lymphozytenproliferation im LTT als Risikomarker
klinischer Mykobakteriosen beim Menschen. Die grofie Bedeutung eines solchen Nachweises wurde
jedoch eindrucksvoll in einer Studie an SIV-infizierten Makaken nachgewiesen. In dieser korrelierte
der erstmalige Nachweis zuvor nicht vorhandener Mykobakterien-spezifischer Helferzellproliferation
im LTT unter einer HAART mit der Besserung klinischer Symptome SIV- und Mykobakterien-koinfi-
zierter Affen mit einem tuberkuloseihnlichen Krankheitsbild [268].

Bei fast allen immungesunden Kontrollpersonen in dieser sowie in publizierten Studien lassen sich
Candida-spezifische Helferzellen nachweisen [238, 269]. Diese sind bei HIV-Patienten deutlich selte-
ner nachweisbar. Obwohl die Haufigkeit oropharyngealer Candidosen bei HIV-Infizierten invers mit
der Helferzellzahl korreliert, ist die Nachweisbarkeit Candida-spezifischer T-Helferzellen nicht mit
dieser assoziiert [238]. Es ist vielfach belegt, dass v. a. zelluldre Immunmechanismen fiir einen Schutz
vor invasiven Candidosen erforderlich sind. Besondere Bedeutung wird spezifischen T-Helferzellen
sowie mononukledren Phagyozyten zugeschrieben [269, 270]. Jedoch sind die genauen Interaktionen
verschiedener zellulirer und humoraler, unspezifischer und spezifischer, systemischer und Schleim-
haut-assoziierter lokaler Immunantworten sowie der Einfluss unterschiedlicher Zytokine noch unzu-
reichend gekldrt [269, 270]. Im Gegensatz zu vulvovaginalen Candida-Infektionen (VVC) treten
oropharyngeale Candidosen (OPC) bei zelluliren Immundefekten mit Schidigung von T-Zellen ge-
hiuft auf [269, 271]. Der (Nicht-)Nachweis systemischer Candida-spezifischer Helferzellen im LTT
korreliert jedoch nur maflig mit dem (Nicht-)Auftreten klinischer Infektionen, was fiir eine starkere
Bedeutung lokaler Immunreaktionen in den Schleimhéuten sprechen konnte [271].
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SchlieSlich fanden sich in einer Studie von Blazevic et al. Influenza-spezifische CTLs nur bei solchen
antiretroviral behandelten Patienten, die auch eine positive LPR nach einer Stimulation mit Influenza-
Antigen im LTT aufwiesen [84]. Dies unterstreicht erneut die Bedeutung antigenspezifischer Helferzel-
len fir die Aufrechterhaltung einer spezifischen CTL-Antwort, die im Fall von Virusinfektionen we-
sentlich an der Immunabwehr beteiligt ist. Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen fand sich in
dieser Arbeit auch eine schwache, aber vorhandene Korrelation zwischen der Helferzellkonzentration
und der lymphoproliferativen Aktivitidt nach Stimulation mit Influenza- und Alloantigen im LTT.

Der Erfolg von Vakzinierungen mit Neo- und Recallantigenen ist bei HIV-Infizierten unter HAART —
selbst bei weitgehender Normalisierung der Helferzellkonzentrationen — signifikant vermindert [70].
Diese Ausfithrungen machen deutlich, dass die Bestimmung spezifischer, gegen Recallantigene gerich-
teter Helferzellen wertvolle zusitzliche Informationen fiir den in der Behandlung HIV-infizierter Pati-
enten tatigen Arzt liefern kann. Exklusive Einsatzmdglichkeiten einer derartigen Analyse sehe ich in der
Kliarung der Frage, ob eine Erhaltungstherapie der CMV-, Toxoplasmen- oder Mykobakterieninfektion
nach Anstieg der Helferzellkonzentration infolge HAART gefahrlos abgesetzt werden kann. Hierzu
wiren Studien zur klinischen Validierung dieser Laborbefunde sinnvoll.

In mehreren Studien wurde darauf hingewiesen, dass zwar Patienten mit einer fortgeschritteneren
HIV-Infektion und niedrigeren Helferzellkonzentrationen auch hiufiger Defekte der Helferzellfunk-
tion aufweisen als Infizierte in fritheren Stadien der Erkrankung, dennoch betonen viele Untersucher,
dass die Funktion der Helferzellen bereits vor einer relevanten quantitativen Reduktion dieser stark
eingeschriankt sein kann [86, 119, 205, 208, 211, 272]. Mehrere Studien haben die Bedeutung
verschiedener Defekte der T-Zell-Funktion fiir den klinischen Verlauf der HIV-Infektion untersucht.
Die Stimulierbarkeit von T-Zellen durch Mitogen (PHA), Alloantigen und Recallantigene (Tetanus
und Influenza) korrelierte mit der Geschwindigkeit der Abnahme der Helferzellkonzentration [49,
273] und der Wahrscheinlichkeit, innerhalb der nichsten drei Jahre an AIDS zu erkranken oder zu
sterben [273]. Patienten, deren T-Zellen auf alle vier Stimuli reagieren, haben ein Risiko, innerhalb von
drei Jahren an AIDS zu erkranken, von 8 %, wenn die Zellen auf keines der Stimuli reagieren, liegt
dieses bei 48 %. Dolan et al. [274] untersuchte die T-Zell-Proliferation nach Stimulation mit Mitogen
(PHA), Alloantigen und Recallantigenen (Tetanus und Influenza) bei 335 nicht antiretroviral behan-
delten Patienten. Diese wurden bis zu fiinf Jahre nachbeobachtet. Patienten, deren T-Zellen auf keines
der Stimulantien mit Proliferation reagierten, hatten eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit als solche
mit einer Reaktion gegen alle getesteten Mito- und Antigene. Die T-Zell-Funktion stellte hierbei einen
von der Helferzellkonzentration unabhingigen Risikofaktor dar.

Hieraus werden zwei weitere Einsatzgebiete des Testverfahrens ersichtlich: Zum einen bietet sich eine
Bestimmung der Helferzellfunktion als Quelle zusitzlicher, potentiell entscheidungsrelevanter Infor-
mationen bei der Klarung sowohl der Indikation einer HAART als auch der Unbedenklichkeit einer
Pause dieser an. Zum anderen hilft eine solche Untersuchung, die Ursache atypisch auftretender Er-
krankungen — beispielsweise opportunistischer Infektionen bei ungew6hnlich hohen Helferzellkon-
zentrationen — zu kldren und Patienten mit individuell erh6htem Risiko besser zu identifizieren. Auch
zur Validierung dieser Einsatzgebiete erscheinen mir Studien als sinnvoll.

Die wesentliche Erkenntnis aus der vorliegenden Untersuchung ist, dass selbst Patienten unter einer
langdauernden und effizienten antiretroviralen Therapie mit einer vermeintlich optimalen Immunre-
konstitution deutliche Einschrankungen der Helferzellfunktion aufweisen konnen. Anhand der Ergeb-
nisse diverser publizierter Untersuchungen ist zu vermuten, dass diese Funktionseinschrankungen —
zumindest teilweise — auch klinisch relevant sind. Hieraus wird ersichtlich, dass wir trotz aller bisheri-
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gen Erfolge von dem Ziel einer vollstindigen Wiederherstellung der Immunkompetenz HIV-Infizierter
noch weit entfernt sind. Neben der Entwicklung neuer, besser antiretroviral wirksamer und vertragli-
cherer Substanzen sollte deshalb ein Hauptaugenmerk der Forschung in der Entwicklung immunmo-
dulatorischer Prinzipien liegen, die neben der HAART zu einer Optimierung des Therapieerfolgs fiih-
ren.

4.2 Vergleich zweier Patientengruppen mit unterschiedlichen im Rahmen einer
HAART verwendeten Thymidinanaloga

Ziel des zweiten Teils der Untersuchung war es zu untersuchen, ob sich die Helferzellfunktion in Ab-
hingigkeit vom im Rahmen einer HAART verwendeten Thymidinanalogon unterscheidet. Die hierbei
untersuchten HIV-Infizierten waren, wie oben beschrieben, identisch mit der im ersten Teil der Ana-
lyse untersuchten Patientengruppe. Es handelte sich also um chronisch HIV-Infizierte, grofitenteils seit
lingerem antiretroviral Behandelte, die sich in der mit geringerer Dynamik ablaufenden zweiten Phase
der Immunrekonstitution befinden. Einziges Zuordnungskriterium zu einer der beiden Gruppen war
das von ihnen im Rahmen einer HAART eingenommene Thymidinanalogon. Demzufolge gab es eine
Stavudin- sowie eine Zidovudin-Gruppe mit jeweils 50 Patienten. Die Gruppen unterschieden sich
nicht beziiglich Alter, Geschlecht und Transmissionsweg. Beim Vergleich der Dauer seit dem ersten
positiven HIV-Test — stellvertretend fiir die Infektionsdauer — fiel ein sehr starker, die statistische Sig-
nifikanz nur sehr knapp verfehlender (p=0,072) Trend zugunsten lingerer Zeiten in der Stavudin-
Gruppe auf (Abbildung 17). Auch wenn die hier erfasste ,,Zeit seit Diagnosestellung® — wie oben disku-
tiert — nur eingeschriankt als Maf3 der Infektionsdauer taugt, spricht dieses Ergebnis — trotz knapp ver-
fehlter Signifikanz — doch dafiir, dass die Patienten in der Stavudin-Gruppe tendenziell linger HIV-
infiziert sind. Beziiglich der CDC-Klassifikation (Tabelle 14) sowie des jemals gemessenen Helferzell-
Nadirs und Viruslast-Maximums (Tabelle 15) finden sich — bis auf einen wiederum nicht signifikanten
Trend zu niedrigeren Helferzellzahlen in der Stavudin-Gruppe — keine wesentlichen Unterschiede.
Beim Vergleich der niedrigsten Helferzellkonzentrationen innerhalb der letzten zwolf Monate zeigt
sich erneut — wie auch bei der CD4/CD8-Ratio — ein Trend zu etwas geringeren Werten in der Stavu-
din-Gruppe (Tabelle 16), wohingegen die gleichen Patienten zum Zeitpunkt der Untersuchung
tendenziell mehr CD4-positive T-Zellen hatten (Tabelle 17/ Abbildung 18). Diese Unterschiede sind
jedoch erneut weder statistisch signifikant noch liegen zwischen den beiden letzten Werten definierte
und somit vergleichbare Zeitraume. Der gefundene Trend entspriche jedoch dem in verschiedenen
Studien Beschriebenen beziiglich eines — im Vergleich zu Zidovudin — stirkeren Helferzellanstiegs
unter Stavudin [192, 193, 194, 195].

Uberraschenderweise fand sich ein signifikanter Unterschied in der Konzentration CD8-positiver
T-Zellen zum Zeitpunkt der Untersuchung. Diese lag in der Stavudin-Gruppe um median mehr als
170 Zellen/pl hoher (Abbildung 19). Angeregt durch die Ergebnisse einer Studie, in der beim Vergleich
eines Stavudin- mit einem Zidovudin-haltigen ART-Regime neben hoheren Helferzell- auch hohere
Gesamt-T-Zell-Konzentrationen in der Stavudin-Gruppe gefunden wurden [195], verglich ich diese —
ermittelt durch Summierung der Konzentrationen CD4- und CD8-positiver T-Zellen — auch in den
hier untersuchten Patientengruppen. Erneut fand sich ein statistisch signifikanter Unterschied von fast
170 Zellen zugunsten hoherer Werte in der Stavudin-Gruppe (Abbildung 20). Die Autoren der
erwihnten Untersuchung, in der beide Thymidinanaloga im Rahmen einer Kombinationstherapie an
ART-naiven Patienten tiber 48 Wochen verglichen wurden, fanden zu Studienende eine um
100 Zellen/pl gefallene T-Zell-Konzentration in der Zidovudin-, jedoch eine um 400 Zellen/ul gestie-
gene in der Stavudin-Gruppe. Sie vermuteten eine toxische Wirkung des AZT auf die Himopoese mit
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konsekutiv verminderter Produktion von Lymphozyten als Ursache dieses Unterschieds [195]. Myelo-
toxische Effekte sind als wichtige Nebenwirkungen von AZT bekannt und Stérwirkungen auf die Ha-
mopoese in der Tat mehrfach nachgewiesen [135, 136, 137, 138]. Moglicherweise liegt hierin auch die
Begriindung des in der vorliegenden Untersuchung gefundenen Unterschieds.

Tortjada et al. [275] verglichen das Ausmafl der Immunrekonstitution in einer Patientengruppe mit
frither mit dem in einer Patientengruppe mit weit fortgeschrittener HIV-Infektion. Nach zwolf Mona-
ten HAART fand sich — verglichen mit den Ausgangswerten — eine signifikant stirkere Reduktion
(-18% vs. -2%) der Konzentration CD8-positiver T-Zellen in der Gruppe mit geringer
fortgeschrittener Erkrankung. Im Gegensatz zu einer Abnahme der Gesamtkonzentration
CD8-positiver T-Zellen unter linger anhaltender HAART in zahlreichen Studien mit Patienten in
relativ frithen Phasen der HIV-Infektion [152, 166] zeigte sich eine anhaltende Zunahme der
Konzentration dieser Zellen tiber 12 bzw. 24 Monate in zwei Studien mit Patienten, die vor Einleitung
einer HAART mit im Mittel 167 bzw. 20 Helferzellen/ul bereits einen starken bis sehr starken
Immundefekt aufwiesen [150, 276]. In einer Untersuchung von Lange et al. fand sich eine inverse
Korrelation zwischen der Konzentration CD8-positiver T-Zellen nach linger andauernder HAART
(Median 40,8 Monate) mit der niedrigsten jemals gemessenen Helferzellkonzentration [156].

In vielen Studien [145, 146, 152] findet sich initial eine Zunahme der Konzentration CD8-positiver
T-Zellen, die sowohl durch eine Zunahme naiver, als auch von Zellen mit einem memory-Phinotyp
gekennzeichnet ist. Dieser ersten Phase folgt — vorwiegend bei Patienten in frithen bis miflig fortge-
schrittenen Phasen der Erkrankung — eine abnehmende Gesamtkonzentration dieses T-Zell-Subtyps
infolge eines abnehmenden Anteils von memory-Zellen [145, 146, 152].

Zusammenfassend scheint also die Konzentrationsverdnderung CD8-positiver T-Zellen unter HAART
abhingig zu sein vom Ausmafl des HIV-bedingten Immundefekts vor Einleitung der Therapie. Theo-
retisch konnten demnach die in dieser Arbeit beobachteten Konzentrationsunterschiede CD8-positiver
T-Zellen auch Folge eines weiter fortgeschrittenen Immundefekts (tendenziell lingere Infektionsdauer
sowie tendenziell geringerer Helferzell- und CD4/CD8-Ratio-Nadir) in der Stavudin-Gruppe sein.

Schliefflich konnte fiir HIV-Proteasehemmer, nicht jedoch fir Nukleosidanaloga nachgewiesen wer-
den, dass sie in der Lage sind, die Apoptose von CD4- und CD8-positiven T-Zellen unabhingig von
der Viruslastsenkung zu hemmen [277]. Dies fiithrt zu einer verlingerten Uberlebenszeit CD8-positiver
T-Zellen. Wie unten dargestellt, erhalten die Patienten der Stavudin-Gruppe tendenziell mehr Pro-
teasehemmer-haltige ART-Regime, was zusitzlich zu diesen Konzentrationsunterschieden CD8-positi-
ver T-Zellen beitragen konnte.

Zur Klirung dieser Spekulationen wire eine weitere Untersuchung mit Patienten in vergleichbaren
Stadien der HIV-Infektion, mit vergleichbarer Helferzellkonzentration bei Therapiebeginn sowie ver-
gleichbarer Infektionsdauer und Therapie sinnvoll.

Ein weiterer Hinweis auf ein insgesamt stiarker fortgeschrittenes Krankheitsgeschehen in der Stavudin-
Gruppe — im Sinne einer ausgepriagteren Immundefizienz in der Vergangenheit — findet sich beim Ver-
gleich der kumulativen Dauer antiretroviraler Therapie in beiden Gruppen. Trotz starker Schwan-
kungsbreiten (vier Monate bis zehn Jahre in der Stavudin-; vier Monate bis 6,7 Jahre in der Zidovudin-
Gruppe) wurden die Patienten der Stavudin-Gruppe im Median ca. zwei Jahre linger behandelt
(112,8 Wochen/Abbildung 21). Selbst unter Beriicksichtigung der Tatsache, dass die Indikationen zum
Beginn einer ART in der Vergangenheit oft gro3ziigiger gestellt wurden, deutet dies darauf hin, dass
bei den Untersuchten der Stavudin-Gruppe bereits deutlich linger ein therapiewiirdiger und somit
relevanter HIV-bedingter Immundefekt besteht.
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Einhergehend mit der insgesamt lingeren ART-Dauer sind die Patienten der Stavudin-Gruppe auch
signifikant intensiver — also mit deutlich mehr unterschiedlichen antiretroviralen Kombinations-
regimen — vorbehandelt. Sie nahmen zum Zeitpunkt der Untersuchung im Median ihr drittes
sequentiell verabreichtes ART-Regime ein, wihrend die Zidovudin-Patienten erst ihr zweites erhielten
(Tabelle 18). Zudem fand sich ein die statistische Signitkanz nur knapp verfehlender Trend zu einem
hoheren Anteil, mit dem ersten ART-Regime behandelter Patienten in der Zidovudin-Gruppe.

Auch die Arten der zum Zeitpunkt der Analyse verwendeten antiretroviralen Substanzgruppen unter-
schieden sich wider Erwarten deutlich. Die Patienten der Zidovudin-Gruppe erhielten signifikant hau-
figer eine aus drei Nukleosidanaloga bestehende HAART, wihrend die Patienten der Stavudin-Gruppe
mit einem starken, die statistische Signifikanz erneut nur knapp verfehlenden Trend hiufiger Pro-
teasehemmer-haltige Therapieregime einnahmen (Abbildung 23). Auch diese Unterschiede beeinflus-
sen potenziell die Vergleichbarkeit der im LTT erhobenen Daten. Es existiert eine Reihe von Hinweisen
darauf, dass verschiedene antiretrovirale Substanzen direkten FEinfluss auf die Proliferation und
Apoptose von Lymphozyten sowie auf das Ausmafl der quantitativen Immunrekonstitution haben
konnten. Neben den in der Einleitung ausfiihrlich belegten Storwirkungen von Zidovudin auf die Pro-
liferation von Zellen finden sich dhnliche Effekte auch fiir andere Substanzen.

Angel et al. beschrieben eine dosisabhingige Reduktion der Proliferation von PBMCs nicht HIV-infi-
zierter Personen, wenn Saquinavir oder Ritonavir, jedoch keine, wenn Lamivudin den Zellkulturen
hinzugesetzt wurde [171]. Dem entgegen stehen die Ergebnisse einer Untersuchungen an PBMCs HIV-
Infizierter: Lu et al. konnten in dieser Studie nachweisen, dass Proteasehemmer bereits in Konzentrati-
onen, die 30-fach unter den zur suffizienten Virussuppression notigen liegen, zu einer deutlichen Zu-
nahme der Uberlebenszeit CD4- und CD8-positiver T-Zellen sowie zu einer ausgepridgten Zunahme
der Mitogen-induzierten Proliferation derselben fithren. Diese Effekte traten bei PBMCs HIV-negati-
ver Probanden sowie unter alternativer Zugabe der Nukleosidanaloga Didanosin oder Stavudin nicht
auf, was fiir einen klassenspezifischen Effekt der PIs unter den Bedingungen der HIV-Infektion spricht
[276]. Phenix et al. konnten in einer Studie einen von der Viruslastsenkung unabhingigen Effekt von
Proteasehemmern auf die Senkung der Apoptose CD4- und CD8-positiver T-Zellen HIV-Infizierter
nachweisen, der bei AZT nicht auftrat [277]. Weiterhin scheint der Konzentrationsanstieg CD4-positi-
ver T-Zellen unter einer Proteasehemmer-haltigen HAART ausgeprigter zu sein als unter einer
NNRTI-basierten [278], was erneut fiir einen Einfluss unterschiedlicher ART-Regime auf den Grad der
Immunrekonstitution spricht. Als Ursache letztgenannter Unterschiede werden wiederum direkt
apoptosehemmende Wirkungen der PIs angenommen [278].

Es ldsst sich also zusammenfassen, dass die gefundenen Unterschiede beziiglich der Verwendung anti-
retroviraler Substanzen potenziell Einfliisse auf die Zellproliferation im LTT haben konnten, die von
der Art des verwendeten Thymidinanalogons unabhingig sind und die Aussagekraft der vorliegenden
Untersuchung beeintrachtigen konnten.

Letztlich stellt auch die vermutlich unterschiedlich stark ausgeprigte Immunschidigung in beiden
Gruppen ein potentielles Problem fiir die Vergleichbarkeit der Daten dar. Wiederholt fanden sich in
publizierten Studien Hinweis darauf, dass das Ausmafd der moglichen quantitativen und qualitativen
Immunrekonstitution invers mit dem der Immundefizienz vor Einleitung einer HAART korreliert 70,
84, 150, 156, 169, 275]. Anders ausgedriickt: Das Ausmaf} der maximal moglichen Immunrekonstitu-
tion scheint vom Ausmafl der Schidigung des Immunsystems vor Beginn einer HAART abhingig zu
sein. Je weiter fortgeschritten die Infektion, je ausgepragter der Immundefekt und je stirker gestort das
Immunrepertoire, desto geringer die Chancen auf eine vollstindige Wiederherstellung der Immun-
kompetenz. Die hier gefundenen Unterschiede beziiglich der Gesamtdauer bisheriger antiretroviraler
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Behandlung, der Intensitit der Vorbehandlung, der verwendeten antiretroviralen Substanzen sowie die
Trends beztiglich der Infektionsdauer und des Erkrankungsstadiums waren unerwartet, schrinken aber
potenziell die Vergleichbarkeit der Gruppen ein. In einer wesentlichen Determinate der lymphoprolife-
rativen Aktivitit, der Dauer und Intensitit der Viruslastsenkung [148, 279], unterschieden sich die
Gruppen dagegen nicht (Tabelle 17).

Vergleicht man schlieSlich beide Patientengruppen beziiglich der proliferativen Kapazitdt ihrer Lym-
phozyten nach Mitogen-, HIV-Antigen- und Recallantigenstimulation, so finden sich keine signifi-
kanten Unterschiede. Die Lymphozyten von etwa vier Fiinftel aller Patienten (80 % vs. 82 %) prolife-
rieren mit etwa der gleichen Intensitit wie die nicht HIV-Infizierter, immungesunder Kontrollperso-
nen nach einer Stimulation mit Pokeweed Mitogen. Auch in der proliferativen Aktivitit der Helferzel-
len gegentiber HIV-p24-Antigen (Tabelle 21/Abbildung 24) fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen.

Vergleicht man in Tabelle 22 die Mittel- und Medianwerte der Stimulationsindizes gegen die einzelnen
Recallantigene, so fallen teils starke Unterschiede auf. Insbesondere bei den Angaben fiir Tetanus und
Toxoplasma erscheinen die deutlich tiber dem Grenzwert von drei liegenden Mittelwerte der Stimula-
tionsindizes auffallend diskrepant zu den meist weniger als 50 Prozent betragenden Patientenanteilen
mit iiberhaupt nachweisbarer LPR gegen diese Antigene. Die Gruppen lassen sich demnach durch die
deutlich niedrigeren Medianwerte besser charakterisieren als durch Verwendung der allgemein tbli-
chen, jedoch gegeniiber ,,Ausreifler-Werten“ empfindlicheren Mittelwerte.

Zusammenfassend lésst sich also feststellen: Beztiglich der lymphoproliferativen Aktivitit ihrer PBMCs
nach Stimulation mit Mitogen, HIV-p24- und Recallantigen fanden sich keine signifikanten Unter-
schiede zwischen HIV-infizierten Patienten, die entweder mit Stavudin oder mit Zidovudin behandelt
wurden. Da sich beide Patientengruppen jedoch wider Erwarten in einer Reihe, die Proliferation von
T-Zellen potenziell beeinflussenden Faktoren unterschieden, ist die Existenz derartiger Unterschiede
durch die Ergebnisse dieser Untersuchung nicht sicher auszuschlieflen. Insbesondere die im Vorfeld
der Untersuchung nicht erwartete Tatsache, dass Stavudin (Zerit®) von den hier behandelnden Arzten
tendenziell erst in spiteren, sequentiell verabreichten antiretroviralen Kombinationsregimen bei dem-
zufolge linger behandelten und potenziell stirker immungestorten Patienten eingesetzt wird, fithrte
zur eingeschrankten Vergleichbarkeit der Gruppen.

Zur abschlieflenden Klirung der Fragestellung sollte eine weitere, moglichst prospektive Studie an
antiretroviral naiven Patienten mit genauer Randomisierung nach Infektionsdauer, klinischem Sta-
dium sowie Konzentration CD4- und CD8-positiver T-Zellen erfolgen. Dieses Vorhaben erscheint
jedoch im Hinblick auf ein deutlich eingeschrinktes antiretroviral naives Patientengut, welches Ziel-
gruppe zahlreicher Studien ist, schwierig realisierbar.
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5 Zusammenfassung

Neben quantitativen Verlusten treten im Verlauf der HIV-Infektion auch qualitative Defekte
CD4-positiver T-Helferzellen auf. Die hierfiir verantwortlichen immunpathogenetischen Mechanis-
men sind vermutlich multifaktoriell und derzeit nicht vollstindig aufgeklart. Neben direkt zytopathi-
schen Effekten des Virus auf seine Wirtszellen werden indirekte, zumeist durch gestorte Immunreakti-
onen bedingte Schidigungsmechanismen verantwortlich gemacht. Qualitative Helferzelldefekte kon-
nen unabhingig von der Helferzellkonzentration auftreten und bereits vor einer relevanten Reduktion
dieser vorhanden sein. Aus der Konzentration CD4-positiver T-Helferzellen kann also nicht ohne
weiteres auf deren funktionelle Kompetenz geschlossen werden.

Die klinische Relevanz derartiger Funktionsdefekte ist in einer Vielzahl von Publikationen belegt. So
wurde in zahlreichen Einzelfallberichten und Studien eine gestorte antigenspezifische Helferzellfunk-
tion als Ursache opportunistischer Infektionen bei HIV-Infizierten mit inaddquat hohen Helferzell-
konzentrationen nachgewiesen. Das Ausmafl lymphoproliferativer Aktivitit von PBMCs nach in vitro-
Stimulation mit verschiedenen Mitogenen und Recallantigenen konnte als eigenstindiger Risikofaktor
fiir das Auftreten opportunistischer Infektionen sowie fir die Progression zu AIDS und Tod unbehan-
delter Patienten nachgewiesen werden. Mit anderen Worten: Eine Helferzelle, die nicht funktioniert,
niitzt auch nichts.

Unter einer suffizienten antiretroviralen Therapie kommt es bei der Mehrzahl der Patienten zu einer
Immunrekonstitution mit quantitativer und qualitativer Zunahme von Zahl und Funktion
CD4-positiver T-Zellen. Letztere bleibt jedoch bei einem Grof3teil der Patienten beeintrachtigt. Rezi-
dive opportunistischer Infektionen nach Beendigung einer erregerspezifischen Sekundarprophylaxe
unter suffizienter, mit einem Helferzellanstieg einhergegangener HAART wurden vielfach auf eine
fehlende qualitative, also antigenspezifische funktionelle Helferzellrekonstitution zuriickgefiihrt.

Von grofler prognostischer Bedeutung ist der frithzeitige Verlust HIV-spezifischer Helferzellaktivitit
im Rahmen der Infektion. Eine starke Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit HIV-
p24-Antigen korreliert invers mit der Viruslast. Sie ist bei den meisten long-term nonprogressors nach-
weisbar und mit einer suffizienten Immunkontrolle des Virus sowie einem giinstigen klinischen Ver-
lauf assoziiert.

Trotz dieser offenbaren Relevanz, gehort die Bestimmung der funktionellen Helferzellkapazitit in den
meisten Behandlungszentren derzeit nicht zum Routineprogramm im Rahmen des Labor-Monitorings
HIV-infizierter Patienten. Mit dem im Rahmen dieser Untersuchung verwendeten, auf die Besonder-
heiten der HIV-Infektion adaptierten und als akkreditiertes Routineverfahren in einem Einsenderlabor
zur Verfiigung stehenden Lymphozytentransformationstest steht ein gut reproduzierbares und die
Immundiagnostik sinnvoll erweiterndes Untersuchungsverfahren zur Erfassung der Helferzellfunktion
zur Verfugung.

Die vorliegende Untersuchung verfolgte zwei Ziele:
Zum einen sollte festgestellt werden, ob und wie stark sich die durch Pokeweed-Mitogen, HIV-p24-
und Recallantigene induzierte lymphoproliferative Reaktivitit von PBMCs einer Gruppe von 100 HIV-

infizierten und seit mindestens zwolf Wochen antiretroviral behandelten Patienten von der einer gleich
groflen Gruppe HIV-negativer, gesunder Kontrollpersonen unterscheidet.
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Zum anderen wurde untersucht, ob sich ein Unterschied im Ausmaf$ der quantitativen und qualitati-

ven Immunrekonstitution in zwei jeweils 50 Personen umfassenden Patientengruppen, die sich in der

Art des im Rahmen einer HAART eingesetzten Thymidinanalogons — Zidovudin oder Stavudin —un-

terschieden, finden lisst. Toxische Effekte von Zidovudin auf Zellen der Himo- und Thymopoese sind

mehrfach beschrieben wurden. In mehreren Vergleichsstudien kam es unter einer Stavudin-haltigen

HAART zu einem besseren quantitativen Helferzellanstieg als unter einer Zidovudin-haltigen. Dies legt

die Vermutung einer unterschiedlichen Kapazitit beider Substanzen im Rahmen der HAART-indu-

zierten Immunrekonstitution nahe. Geklirt werden sollte, ob die Art des verwendeten Thymidinanalo-

gons Einfluss auf die lymphoproliferative Aktivitit von PBMCs hat.

Im ersten Teil der Untersuchung wurden folgende wesentliche Ergebnisse gefunden:

1.

10.

11.

Die HIV-Infektion der Patienten war seit median 5,3 Jahren bekannt. Thr Helferzell-Nadir be-
trug im Median 215 Zellen/pl, 22 % waren im Stadium AIDS. Patienten und Kontrollpersonen
waren im Median 39,8 bzw. 40,1 Jahre alt.

Zum Zeitpunkt der Untersuchung betrug die mediane Helferzellzahl der Patienten
610 Zellen/pl, die CD4/CD8-Ratio 0,56. Alle hatten seit mindestens zehn, im Median seit
89,6 Wochen eine HIV-Viruslast von weniger als 1000 ¢/ml. Bei 83 % lag diese unter der
Nachweisgrenze von 50 ¢/ml.

Es bestand kein signifikanter Unterschied zwischen der Patienten- und der Kontrollgruppe in
der Proliferation ihrer Lymphozyten nach Stimulation mit Pokeweed-Mitogen.

Bei keiner der Kontrollpersonen lief$ sich eine Lymphozytenproliferation nach Stimulation mit
HIV-p24-Antigen nachweisen, was fiir die hohe Spezifitit des Tests spricht.

Die Haiufigkeit des Nachweises einer vorhandenen (SI=3) bzw. starken (SI=10)
Helferzellproliferation nach Stimulation mit HIV-p24-Antigen war von der zur Stimulation
eingesetzten Antigenkonzentration abhingig. Bei Testung mit der hochsten Antigenkonzent-
ration (10 pg/ml) lielen sich bei 76 % der Patienten vorhandene (SI=3) und bei 33 % starke
(SI210) gegen HIV gerichtete Helferzellaktivititen nachweisen.

Die mittleren Stimulationsindizes nach Testung mit allen sechs eingesetzten Recallantigenen
lagen in der Patientengruppe unterhalb derer in der Kontrollgruppe.

Nach Testung mit allen sechs Recallantigenen lag die Hiufigkeit starker Lymphozytenpro-
liferation (SI=10) in der Kontrollgruppe signifikant hoher.

Tetanus- und Toxoplasma-Antigen wurden von den Helferzellen der Patienten signifikant
seltener ,erkannt“ (SI=3) als von denen der Kontrollgruppe.

Ein mittlerer Stimulationsindex fiir alle sechs Recallantigene von mindestens zehn wurde bei
95 % der Kontrollpersonen, jedoch nur bei 43 % der Patienten ermittelt. Dieser Unterschied
ist signifikant.

Bei 95 % der Kontrollpersonen betrug der mittlere Stimulationsindex fiir Recallantigene
mindestens zehn und es fand sich zudem gegen mindestens vier der sechs Recallantigene eine
positive Helferzellaktivitit. Dies traf — trotz ausgepragter, nahezu Normwerte erreichender,
HAART-induzierter Helferzellrekonstitution — nur auf 42 % aller und auf 49,3 % der Patien-
ten mit mindestens 500 Helferzellen/pl zu. Somit muss trotz Erreichens einer von vielen Ex-
perten als optimal angesehenen Helferzellzahl von tiber 500 Zellen/pl bei mehr als der Halfte
der Patienten ein, hinsichtlich der Helferzellfunktion, suboptimales Therapieergebnis konsta-
tiert werden.

Die Hohe des mittleren Stimulationsindex fiir Recallantigene korreliert nur sehr wenig mit der
Helferzellkonzentration. Aus der Helferzellzahl kann somit nicht ohne weiteres auf die
Helferzellfunktion geschlossen werden.
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Im zweiten Teil der Untersuchung wurden folgende Ergebnisse gefunden:

1.

Beziiglich der mitogeninduzierten Lymphozyten- und der nach Testung mit HIV- und
Recallantigenen ausgelosten Helferzellproliferation bestanden keine signifikanten Unter-
schiede zwischen den Gruppen.

Beim Vergleich der mittleren Stimulationsindizes fiir Recallantigene, des Patientenanteils mit
einem mittleren Stimulationsindex fiir Recallantigene von mindestens zehn und des Patien-
tenanteils, deren Helferzellen nach Stimulation mit mindestens vier der sechs Recallantigene
proliferieren, fanden sich ebenfalls keine signifikanten Unterschiede.

Beide Gruppen waren beziiglich Geschlecht, Alter, Transmissionsweg des Virus und CDC-Sta-
dium der Infektion vergleichbar. Hinsichtlich der Zeitdauer seit Erstdiagnose der HIV-Infek-
tion findet sich ein starker Trend zu héheren Werten in der Stavudin-Gruppe.

Die Konzentration CD8-positiver T-Zellen und die Gesamtkonzentration von T-Zellen lagen
in der Stavudin-Gruppe signifikant hoher als in der Zidovudin-Gruppe.

Die HIV-Viruslast zum Zeitpunkt der Untersuchung lag bei keinem der Patienten iiber
1000 ¢/ml und bei 84 % bzw. 82 % unterhalb der Nachweisgrenze von 50 ¢/ml. Der Zeitraum
kontinuierlicher Viruslastsuppression unter einen Wert von 1000 ¢/ml war in beiden Gruppen
vergleichbar (89,9 vs. 88,8 Wochen).

Die Patienten der Stavudin-Gruppe waren mit median 269,0 vs. 156,2 Wochen signifikant lin-
ger kumulativ antiretroviral behandelt worden. Ein nicht signifikanter Trend zu lingeren The-
rapiezeiten in der Stavudin-Gruppe zeigt sich auch beim aktuellen HAART-Regime
(80,6 vs. 66,4 Wochen). Signifikante Unterschiede fanden sich zudem beim Vergleich der
Nummer des aktuellen, sequentiell verabreichten ART-Regimes (median 3,0 vs. 2,0) und in
der Zusammensetzung der ART-Kombinationen. Die Patienten der Zidovudin-Gruppe er-
hielten signifikant 6fter Regime aus drei Nukleosidanaloga (8 % vs. 30 %), wihrend sich in der
Stavudin-Gruppe ein starker, jedoch nicht signifikanter Trend zu mehr Proteasehemmer-hal-
tigen Kombinationen findet.

Somit lassen sich vier Kernaussagen der gesamten Untersuchung formulieren:

Trotz sehr guter numerischer zellulirer Immunrekonstitution unter lang andauernder,
suffizienter antiretroviraler Therapie mit Normalisierung der Helferzellzahlen bleibt deren
Funktion gegen Recallantigene bei mehr als der Hilfte der Patienten signifikant eingeschrankt.
Aus der Helferzellkonzentration kann nicht ohne weiteres auf deren Funktionsfihigkeit ge-
schlossen werden. Dies ldsst den Einsatz geeigneter labormedizinischer Funktionstests — wie
dem LTT — im Rahmen der Immundiagnostik HIV-Infizierter sinnvoll erscheinen.

Durch Steigerung der HIV-p24-Antigenkonzentration im LTT lassen sich bei 76 % der Patien-
ten unter HAART HIV-spezifische T-Helferzellen nachweisen. Dieses Ergebnis liegt tiber de-
nen publizierter Studien, was vermutlich (auch) an der hoheren Antigenkonzentration im
verwendeten LTT liegt.

Es konnte kein Einfluss des im Rahmen einer HAART verwendeten Thymidinanalogons —
Stavudin oder Zidovudin — auf die Mitogen-, HIV- und Recallantigen-induzierte Lymphozy-
tenproliferation nachgewiesen werden. Die eingeschrinkte Vergleichbarkeit der untersuchten
Patientengruppen schlielt diesen postulierten Einflufl jedoch nicht sicher aus.
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6 Anhang

6.1 Abkiirzungen

ADCC antibody-dependent cellular cytotoxicity
APC antigen presenting cell

ART Antiretrovirale Therapie

c/ml copies per milliliter

CDC Centers for Disease Control

cDNA copy-DNA

CMV Cytomegalievirus

Con-A Concanavalin A

CTL Cytotoxic T-lymphocytes

DNA deoxyribonucleic acid

FasL Fas-Ligand

FDC Follicular dendritic cells

HAART High active antiretroviral therapy oder Hochaktive antiretrovirale Therapie
HIV Human Immunodeficiency Virus

i.d. R in der Regel

IFN Interferon

IL Interleukin

LPR lymphoproliferative Reaktion

LTT Lymphozytentransformationstest
mADb monoclonal antibody

MW Mittelwert

NEF-AT Nukleirer Faktor aktivierter T-Zellen
NF-«B Nukledrer Faktor - Kappa B
NK-Zellen Natiirliche Killer-Zellen

NNRTI Nichtnukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
NRTI Nukleosidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
NtRTI Nukleotidischer Reverse-Transkriptase-Inhibitor
OPC oropharyngeale Candidiasis

PBMC peripheral blood mononuclear cell

PHA Phytohaemagglutinin

PHA Phytohdmagglutinin

PI Proteaseinhibitor

PPD purified protein derivate

RNA ribonucleic acid

RT Reverse Transkriptase

SD standard deviation

SI Stimulationsindex

TCR T-cell receptor

TNF Tumor-Nekrose-Faktor

TREC T-cell receptor excision circle

u. a. unter anderem

V. a. vor allem

VvC vulvovaginale Candidiasis
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