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1 Einleitung

1.1 Uberblick Uiber die HIV-Infektion

,D0er Anfang ist die Halfte des Ganzen“ sagte einmal der bekannte Philosoph
Aristoteles.

Als Anfang der HIV-Infektion konnte man die Entdeckung des HI-Virus in den
achtziger Jahren als Ausléser der Epidemie AIDS bezeichnen. Als die
Menschheit sich dieser Erkrankung bewusst wurde, kursierten in den Medien
verschiedene Verschworungstheorien: Den Weltmachten wurde die kunstliche
Entstehung des Virus im Labor vorgeworfen. Diese schreckliche Krankheit
musste durch etwas Kiinstliches herbeigeflihrt worden sein. Heute, fast vierzig
Jahre nach der Entdeckung des Virus, zweifelt man nicht mehr an seinem
naturlichen Vorkommen. Man ist aber bei dem ,Ganzen®, wie Aristoteles es
nannte, noch immer nicht angekommen. Wére die AIDS Epidemie besiegt, wenn
man erfolgreich gegen eine Infektion mit HIV impfen kdnnte? Oder ware das
letztendlich Ganze erst erreicht, wenn man ein wirksames Medikament hétte,
welches Infizierte durch Eliminierung des Virus heilen kénnte? Eine &hnliche
Erfolgsgeschichte zeigte sich kirzlich bei der Therapie der Hepatitis C Infektion.
Hepatitis C ist jetzt bei einem hohen Prozentsatz der Patienten heilbar. Bei der
Therapie von AIDS steht ein solcher Umbruch der Therapie jedoch noch in den
Sternen. Es ware dementsprechend schon ein groRer Schritt die parenteralen
und sexuellen Infektionen weltweit zu verhindern und somit die Epidemie AIDS
zu beenden.

Die UNAIDS mochte dieses Ziel bis 2030 durch  weltweite
PraventionsmalRnahmen erreicht haben[1]. Wenn dieses Ziel erreicht werden
wird, so bedeutet das jedoch nicht, dass die Menschheit sich mit dem Virus nicht
mehr beschaftigen muss, sondern es bedeutet im Gegenteil, dass es viele
Menschen in hohem Alter geben wird, die mit einer chronischen HIV- Infektion
leben. Wie die genauen Zahlen aussehen werden, kann man sich ungefahr
vorstellen, wenn man sich die Daten des Jahres 2016 vor Augen fuhrt: In
Deutschland lebten (im Jahr 2016) 88.400 HIV-Infizierte, 3.100 infizierten sich im



Laufe des Jahres neu und 460 starben an durch HIV aufgetretenen
Krankheiten[2]. Die Zahlen variieren weltweit enorm. 3.100 Neuinfizierte im Jahr
2016 in Deutschland bei guter Aufklarung und Ausreichend Ressourcen mag
enorm erscheinen. In Tansania allerdings, welches im Vergleich zu Deutschland
nur circa 55 Millionen Einwohner hat, starben 33.000 an HIV-Folgen, es gab
55.000 Neuinfektionen und 1,4 Millionen Menschen lebten dort mit HIV [3].

Ein weiteres Ziel der UNAIDs, die 90-90-90 Regel, welche besagt, dass
mindestens 90% der HIV- Infektionen diagnostiziert sein sollen, 90% davon
antiretroviral therapiert und von diesen therapierten wiederum mindestens 90%
kein HI-Virus mehr im Blut nachweisen, wird im ersten Punkt in Deutschland nicht
erfullt — diagnostiziert sind im Jahre 2017 nur circa 87% [4]. Bereits Deutschland
hat also Probleme mit der Durchsetzung der von der UNAIDS formulierten Ziele.
Auch wenn es im Jahre 2030 tatsachlich null Neuinfektionen geben sollte, so
leben die 55.000 Tansanier und die 3.100 Deutschen, die sich im Jahre 2016
infiziert haben dann mit einer chronischen Infektion. Unabhangig von der Frage,
ob sich die Zahl der Neuinfektionen mit Hilfe eines umfangreichen Screenings-
und Therapieprogramms wirklich deutlich senken lassen, ist das klinische
Management der HIV-Infektion inzwischen weltweit von einer Akutversorgung in
die Therapie einer chronischen, lebenslangen Erkrankung tbergegangen. Hier
stehen jetzt insbesondere lebensqualitatsverbessernde Aspekte wie
Langzeitvertraglichkeit und Reduktion von Comorbiditaten im Vordergrund.

Es ist also wichtige Aufgabe der Forschung herauszufinden, wie die
Lebensqualitat der Patienten mit chronischer HIV- Infektion verbessert werden

kann.

1.2 Therapiesituation in Deutschland

Derzeit wird in Deutschland eine HIV-Infektion mit antiretroviraler Therapie

behandelt. In der Regel sollte bei jeder nachgewiesenen Infektion behandelt

werden; in jedem Fall aber, wenn eine symptomatische HIV Infektion vorliegt, die



Helferzellen unter 500 Zellen pro Mikroliter liegen oder eine Koinfektion oder
Komorbiditat besteht.

Die derzeitig ultimative Therapie bei HIV-Infektion lautet HAART, was hoch aktive
antiretrovirale Therapie bedeutet, bei der in der Regel drei verschiedene
Medikamenten gleichzeitig eingesetzt werden, um einer Resistenzentwicklung
vorzubeugen. Die verschiedenen Substanzklassen, die zum Einsatz kommen
sind unter anderen Nukleosidische Reverse-Transkriptaseinhibitoren und Nicht-
nukleosidische Reverse- Transkriptase- Inhibitoren, welche beide das Enzym der
Reversen Transkriptase ansetzten und somit die Virusreplikation hemmen. Des
Weiteren gibt es Proteaseinhibitoren, Entry-Inhibitoren und Integrase-Inhibitoren.
Bei den verschiedenen Medikamentenkombinationen treten unterschiedliche
Nebenwirkungen auf, die unter Umstanden zu einer Therapieanpassung fiihren
konnen. Es gibt aber viele Alternativen und in einem guten Arzt-Patienten-
Verhéltnis kann das individuell passende Praparat gut herausgearbeitet werden.
Genauso wichtig wie eine wirksame Therapie ist eine sehr gute Compliance der
Patienten. Zum einem wirken die Medikamente nicht bei unkorrekter Einnahme
und zum anderen wird die Entstehung resistenter Viren geférdert. Das HI-Virus
ist ein sehr mutationsfreudiges Virus und wenn eine Mutationsvariante mit
multiresistenten Genen durch die Medikamente aufgrund von inkorrekter
Einnahme nicht unterdriickt wird, so vermehrt und verbreitet es sich und die
Behandlung kann sich dann als sehr schwierig gestalten. Derzeit nehmen
resistente Formen des HI-Virus rasant zu und die WHO ruft die Lander dazu auf
den Verlauf einer Therapie besser zu Uberwachen und bei Misserfolg schneller
einzugreifen, um unter anderem die Weitergabe von resistenten Viren zu
verhindern [5].

Es gibt viele Grinde, die dazu fihren kobnnen, dass Medikamente nicht
regelmalig eingenommen werden. Wenn man durch andere Ereignisse im Alltag
abgelenkt ist, zum Beispiel durch einen Umzug, durch einen Jobwechsel oder
einfach nur durch einen spannenden Tag mit Freunden, passiert es leicht nicht
an die Einnahme der Pillen zu denken. Grinde dieser Art sind harmlos und der

Eigenverantwortung zuzuschieben. Arzte sollten an das



Verantwortungsbewusstsein der Patienten appellieren und sie auf die Risiken
hinweisen.

Es gibt aber auch unangenehmere Grinde fur die Non Compliance:
Stigmatisierung [6]. Dass Menschen mit HIV in Deutschland stigmatisiert und
diskriminiert werden, wird durch das Projekt ,Positive Stimmen®, bei dem 1148
HIV Infizierte in Deutschland befragt wurden, deutlich: Medizinische
Behandlungen werden verweigert, Arbeitnehmer verlieren den Job, Familien und
Freunde distanzieren sich und das Selbstwertgefihl ist angegriffen [7].
Akzeptanz und Toleranz in der Bevolkerung ist wichtig, um Menschen, die mit
HIV leben missen gut aufzunehmen und sie nicht unrechtfertigt von sozialen
Aktivitaten auszuschlieRen. Eine gute Schulung des Gesundheitspersonals ist
auch sehr wichtig, um nicht aufgrund von unnétiger Angst die Infizierten
Ubervorsichtig und damit stigmatisierend zu behandeln.

Eine relativ neue Therapieentwicklung ist die Préaexpositionsprophylaxe. Man
schiitzt sich durch die Einnahme von Pillen vor einer geplanten Exposition mit
HIV. Dieses Praparat mit dem Handelsnamen Truvada ist in Deutschland seit
Oktober 2016 erhaltlich. Es ist verschreibungspflichtig und muss privat bezahlt
werden. Der Wirkstoff in dem Praparat ist eine Kombintion aus Tenofovir und
Emtricitabin. In anderen Landern, zum Beispiel in Norwegen und Frankreich ist
Truvada auf Kassenrezept erhaltlich. Je langer das Medikament dort auf dem
Markt ist, desto haufiger wird es verschrieben.

PrEP mag sinnvoll sein fur die Verbesserung der Lebensqualitat von Betroffenen,
allerdings sollte es der Durchsetzung des Zieles der UNAIDS bis 2030 weltweit
HIV frei zu sein nicht im Wege stehen. Ein Medikament, welches unter
Umstdnden zu ungeschitzem Geschlechtsverkehr mit einer HIV- infizierten
Person motiviert sollte kontrovers diskutiert werden. Zusatzlich ist
erwahnenswert, dass Truvada gegen eine HIV- Infektion schiitzen mag, aber
naturlich nicht gegen andere Geschlechtskrankehiten. Hauptkritikpunkt des
Medikaments bleibt aber, dass nach unbemerkter Infektion durch die
Monotherapie der PrEP die Resistenzentwicklung und somit die Verbreitung

resistenter Stamme zu grof3en Therapieschwierigkeiten fihren kann.



Neben Fortschritten und erfreulichen Therapieerfolgen sind also immer auch
neue Entwicklungen im Medikamentenmarkt zu beobachten und in die

epidemiologischen Schatzungen miteinzubeziehen.

1.3 Immunological Nonresponders und die Notwendigkeit  der

Therapieoptimierung durch Immunmodulatorten

Immunologischer Therapieerfolg bedeutet, dass sich unter korrekter
Medikamenteneinnahme die T-Helferzahl wieder annahernd normalisiert. Eine
hohe T-Helferzahl kann das Auftreten von sowohl AIDS-spezifischen als auch
AIDS-unspezifischen Krankheitsbildern bei HIV Infektion verhindern. Bei
Therapieansprechen  besteht dementsprechend eine fast normale
Lebenserwartung.

Bei Therapieversagen muss zunachst nach den Ursachen geforscht werden.
Stimmt die Compliance und ist die Medikamentenauswahl in Abstimmung auf
mdogliche Resistenzen erfolgt? Sind Medikamenteninteraktionen mit anderen
Praparaten ausgeschlossen? Stimmt die Dosierung und ist die vollstandige
Absorption des Medikamentes durch die richtige Einnahme entweder zur
Mahlzeit oder auf leeren Magen gegeben? Die Fehlerquellen sind vielzéhlig und
nur in den wenigsten Fallen ist das Nichtansprechen der Therapie ein echtes
immunologisches Versagen.

Wenn jedoch nach Ausschluss aller Storfaktoren trotz richtig angewandter
antiretroviraler Therapie die CD4-Zellzahl nicht in einen akzeptablen Bereich
ansteigt, haben die Patienten unabhangig von einer erfolgreichen
Viruslastunterdriickung ein erhdhtes Sterberisiko [8]. Es gilt nun herauszufinden
wie dies verringert werden kann, um auch denjenigen helfen zu kénnen, bei
denen die antiretrovirale Therapie nicht anspricht.

Die WHO warnt aufgrund der Zunahme therapieresistenter HI-Viren vor einer
erschwert in den Griff zu bekommenden Problematik. Der Thymus ist ein
wichtiges Organ fir eine wirksame Immunantwort und einen adaquaten T-

Zellzahlanstieg unter Therapie bei HIV- Infektion [9]. Im Alter nimmt die Funktion



des Thymus mal3gebend ab [10]. Neben dem Alter ist auch ein spéater
Therapiebeginn ein Risiko fur das Nicht-Ansprechen der Therapie. Sind die T-
Lymphozyten bereits vor Therapiebeginn stark abgefallen erholen sich diese nur
schlecht [11]. Therapieversager im Allgemeinen weisen eine hohere T-
Zellaktivierung, gemessen durch CD38/HLADR-Positivitat der T-Zellen auf [12].
Die zum aktivierten Immunsystem dazugehérenden natirlichen Killerzellen sind
ebenfalls gerade bei Therapieversagern erhoht [13]. Die Unterdriickung der
erhohten Immunaktivierung ist also dementsprechend ein Ansatzpunkt fir eine
zusatzliche, begleitende Behandlung. Hier kann bei allen Patienten angesetzt
werden, unabhangig von den anderen durch Schulung beeinflussbaren Faktoren,
wie Compliance, rechtzeitige Diagnosestellung und Resistenztestung vor
Therapiebeginn.

Ein mdoglicher und viel diskutierter Therapieansatz und die somit potentielle
Chance auf Heilung oder Impfung gegen HIV koénnte der Einsatz von
monoklonalen Antikorpern sein [14]. Eine wirksame Impfung gegen die Infektion
mit dem HI-Virus wurde naturlich die Therapie von Menschen mit einer Infektion
irgendwann in ferner Zukunft unnétig machen. Aber bis dorthin ist es ein noch
langer Weg und selbst eine erfolgreiche Impfung schafft es nicht die bereits
Infizierten wieder virusfrei zu machen.

Die Unterdriickung der Immunaktivierung ist ein vielversprechender Ansatz, der
als Modulation zur Therapieoptimierung eingesetzt werden kénnte. Die ProCort

Studie (s.u.) liefert gute Ergebnisse hierfir.

1.4 Immunpathogenese der HIV Infektion: Immunaktivierung als
Progressionsmarker (CD38/HLADR, SUPAR, sCD14)

Bei der Immunpathogenese der HIV- Infektion spielen verschiedene
Komponenten eine wichtige Rolle. Die Offensichtlichste ist die Viruslast.
Heutzutage haben Patienten, die unter ART-Therapie gut eingestellt sind eine
Viruslast die nahezu null ist. Eine weitere Komponente stellt die CD4-Helfer
Zellzahl dar, die bis vor Kurzem als Indikator fir den Therapiebeginn genutzt



wurde, und aus der sich direkt das Mafl3 der Schadigung des Immunsystems
ablesen lasst. Wenn die Viruslast gegen null geht und die CD4-Helfer Zellzahl
stabil ist, entspricht die Lebenserwartung der HIV-Infizierten der der
Normalbevolkerung [15]. Wie im vorigen Kapitel herausgearbeitet gibt es
dennoch die Problematik der Nonresponse. Immer mehr im Fokus der
Wissenschaft steht hierfur als zusatzlicher Faktor die Immunaktivierung, die bei
Chronifizierung dem Korper Schaden zufugt, was zum Beispiel bei
Autoimmunerkrankungen offensichtlich wird. Aktueller Stand der Wissenschaft
ist, dass bei HIV-infizierten Patienten, trotz gut eingestellter Therapie eine
erhohte Inflammation im Korper bleibt [16]. Wahrend eine adaquate
Immunreaktion wichtig ist, um das pathogene Agens loszuwerden, brennt eine
anhaltende Immunreaktion die regenerativen Fahigkeiten des Immunsystems
aus, was der Grund dafur sei kann, warum bei HIV Patienten (trotz guter
Einstellung mit ART) uUberzufallig haufig altersspezifische Komorbiditaten
auftreten [17].

Unterschiede in der T-Zell Aktivierung im Verlauf der HIV Infektion, gemessen
durch die Marker HLADR und CD38, sind bereits 1992 aufgefallen [18]. Es stellte
sich heraus, dass eine erhdhte T-Zell Aktivierung ein negativer Prognosefaktor
ist und dass vor allem die erhéhte CD8 T-Zellaktivierung mit einem schnellerem
Absinken der CD4 Zellzahl korreliert [19]. Auch durch mehrj&hrige antiretrovirale
Therapie kann die T-Zell Aktivierung nicht auf Normwerte, entsprechend denen
von nicht-HIV-infizierten Individuen gesenkt werden [20].

Uberdies ist bekannt, dass nur einer kleiner Anteil an T-Zellen durch den HI Virus
befallen ist [21]. Durch die antiretrovirale Therapie wird dieser HI Virus Anteil
noch zusatzlich verringert, aber die zuvor erwahnte T-Zell Aktivierung wird nicht
verandert. In einer Studie von Hunt et al. konnte 2003 nachgewiesen werden,
dass ein 5 prozentiger Anstieg in der CD8 T-Zellaktivierung zu einem um 35 T-
Zellen pro Kubikmillmeter geringeren Regeneration fihrt [22]. In der gleichen
Studie wurde die T-Zell Aktivierung, ausgedrickt durch die Aktivierungsmarker
CD38 und HLADR, zwischen Nicht-Therapierten, ART- Therapierten und Nicht -
infizierten verglichen und es wurde festgestellt, dass auch, wenn unter ART die

T-Zell Aktivierung geringer als ohne Therapie ausféllt, sie bei den gesunden



Kontrollen dennoch signifikant niedriger ist [22]. Es ist also sinnvoll an einem
Therapieansatz zur Reduzierung der T-Zell Aktivierung zu forschen.

AulRRerdem werden in dieser Arbeit die Immunaktivierungsmarker sCD14 und
supar betrachtet. SUPAR, soluble urokinase plasminogen activator receptor, ist
ein unabhangiger Prognosefaktor fir Herzinfarktereignisse bei HIV-Infizierten
[23] und im allgemeinen ein Prognosefaktor flr das Sterberisiko bei HIV-
Infizierten und fir die Entwicklung von NICHT-AIDS Komorbiditaten [24]. Auch
unter Antiretroviraler Therapie und einer dadurch herbeigefihrten Unterdriickung
der Viruslast, ist supar ein Prognosefaktor fur Nicht-AIDS Events [25]. Supar
eignet sich also auch fur diese Arbeit hervorragend um die Immunaktivierung zu
messen und somit Aussagen uber die Prognose zu machen.

Soluble CD14, das wahrscheinlich durch bakterielle Translokation aus der
Darmmukosa vermehrt gebildet wird, ist ein Marker fur Krankeitsprogression [26],
der bereits wahrend der Primérinfektion mit HIV ein erhéhtes Sterberisiko im
weiteren Krankheitsverlauf anzeigt [27].

In einer Studie von Rajesh T. Ghandi konnte auf3erdem gezeigt werden, dass die
Anzahl von Restviren und die Immunaktivierung unter ART- Therapie
voneinander unabhangige Faktoren sind: Wahrend ART erfolgreich die HI-Viren
unterdrtickt, wirkt sie nicht gegen die erhdhte Immunaktivierung [28]. Es muss
also nach einem Mittel gesucht werden, wie diese Immunaktivierung gedampft
werden kann, ganz unabhéngig von der Auswirkung auf die Viruslast. In dieser
Laborarbeit sollten deshalb die Auswirkungen des Immunsuppressivums
Prednisolon auf die chronische Immunaktivierung bei Patienten mit HIV-Infektion

untersucht werden.

1.5 Die ProCort Studie

Die 2007 konzipierte ProCort Studie ist eine in Tansania Uber einen Zeitraum von
zwei Jahren angelegte doppelblinde randomisierte klinische Studie [29]. Procort
steht hierbei fur ,Progression of HIV-disease under low dose Prednisolon

Therapy*“. In der Studie sollte der Einfluss des Immunmodulators Prednisolon auf



die HIV-Progression untersucht werden. Die 326 HIV-positiven Teilnehmer
wurden in zwei Studienarme randomisiert und entweder mit taglich 5mg
Prednisolon oder Placebo behandelt. Das Besondere an der Studie ist, dass die
Patienten niemals mit ART therapiert worden sind und somit die Ergebnisse der
Prednisolontherapie isoliert von Storfaktoren der Antiretroviralen Therapie
betrachtet werden kdnnen. Einschlusskriterium der Patienten in die Studie war
eine CD4+ T-Lymphozytenzellzahl von tiber 300 pro Mikroliter. Weitere Kriterien,
die ausschlaggebend fur den Einschluss in die Studie waren sind: HIV positiv
(bewiesen nach WHO Standards), keine vorliegende Schwangerschaft, kein
vorliegen AIDS-definierenden Erkrankungen und ein Mindestalter von 18 Jahren
[29]. Primarer Studienendpunkt war die Progression zu AIDS, definiert als ein
Absinken der T-Helferzellzahl unter 200 c/ul, oder das Auftreten von AIDS-
definierenden Erkrankungen.

In der ProCort Studie wurde durch die Prednisolontherapie eine statistisch
signifikante Verringerung der Immunaktivierung (gemessen durch sCD14,
SUPAR, CD38/ HLADR/ CD8+) und eine statistisch signifikante Stabilisierung
der CD4+ T-Zellen gezeigt [29]. In einer Post-hoc Analyse wurde die Ergebnisse
in mannlich und weibliche Studienteilnehmer differenziert und es stellte sich eine
statistisch langsamere Progression zum Endpunkt der unter Prednisolon-
Therapie stehenden Frauen da, wahrend bei den Mannern kein Unterschied in
der Krankheitsprogression aufgezeigt werden konnte[29].

In 14 Visiten Gber den Zeitraum von zwei Jahren wurden Blutproben entnommen
und Daten uber Krankheitsprogression, Grof3e, Gewicht, Laborparameter, CD4-
und CD8-Zellzahlen erhoben. Zu den Studienzeitpunkten O Monate (=Baseline),
3 Monate, 6 Monate, und 12 Monate und 24 Monate sind zuséatzlich 8 Milliliter
Vollblut entnommen worden, aus welchen PBMC (Peripher blood mononuclear
cells) prapariert wurden [29]. In dieser Doktorarbeit wurden ausschlief3lich
PBMC-Proben aus dem Studienzeitpunkt 12 Monate analysiert. Zum besseren

Verstéandnis ist hier das Consort Flow Diagram der Studie aufgefuhrt.
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Quelle des Consort Flow Diagrams: Kasang, C., et al., Effects of Prednisolone on Disease
Progression in Antiretroviral-Untreated HIV Infection: A 2-Year Randomized, Double-Blind
Placebo-Controlled Clinical Trial. PLoS One, 2016.

Fir die ProCort- Studie sind 406 Patienten, von welchen 80 direkt wieder
ausgeschlossen worden sind, rekrutiert worden. 76 der 80 ausgeschlossenen
Patienten haben die Einschlusskriterien nicht erfillt. 2 Patienten haben abgelehnt
an der Studie teilzunehmen und die Daten von 2 weiteren Patienten sind im
Verlauf verloren gegangen. 326 Patienten wurden also in die Studie
eingeschlossen und randomisiert. 163 Patienten erhielten demnach Placebo und
163 erhielten taglich niedrig dosiertes Prednisolon.

Nach 24 Monaten sind im Placeboarm 25,15%, also 41 Patienten und im
Prednisolonarm 22,09%, entsprechend 36 Patienten aus unbekannten Grinden
ausgeschieden (loss to follow-up).

Im Placeboarm haben 43 Teilnehmer vorzeitig den Studienendpunkt erreicht.
Von diesen 43 haben 28 mit der Studienmedikation aufgehort, weil sie den
Studienendpunkt (T-Helferzellzahl < 200, AIDS) erreicht haben. 1 Patient erhielt
HAART, weil seine T-Helferzellzahl auf <350 abgefallen waren, denn gegen
Ende der Studie musste das T-Helferzellzahl Kriterium verandert werden, weil
zwischenzeitlich neue Therapieleitlinien in Tanzania eingefihrt worden sind, die
eine HAART-Behandlung schon ab 350 T-Helferzellen erforderten, statt wie
zuvor, erst ab 200 [29]. 1 Patient erhielt HAART aus nicht dokumentierten
Grinden (endpoint violation). 11 Patientinnen wurden wahrend der Studie
schwanger und somit ausgeschlossen und 2 Teilnehmer wurden aufgrund von
anderen Erkrankungen, die den Studienabbruch forderten (adverse event)
ausgeschlossen.

Im Prednisolonarm wiesen 22 Patienten zu niedrigen T-Helferzellzahlen auf (19
CD4 <200 und 3 CD4 < 350), 2 Patienten erhielten HAART aus nicht
dokumentierten Grinden, 8 Teilnehmerinnen wurden aufgrund von
Schwangerschaft ausgeschlossen und 2 erlitten Erkrankungen (adverse events).
Insgesamt sind es 34 Patienten unter Prednisolontherapie, die vorzeitig den

Studienendpunkt erreichten.
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Die Informationen des Consort Flow Diagrams die fir diese Laborarbeit relevant
sind, sind die zum Studienzeitpunkt 12 Monate (siehe Consort Flow Diagram T
cell flow cytometry month 12):

121 Studienteilnehmer sind im Placeboarm eingeschlossen und 126 im
Prednisolonarm. PBMC’s sind jeweils 77 vorhanden (siehe Diskussion: 4.2 fur
genauere Information) und es werden demnach 154 PBMC’s
durchflusszytometrisch analysiert. Aufgrund schlechter Qualitat und dadurch
unplausiblen durchflusszytometrischen Ergebnissen werden im Placeboarm 5

und im Prednisolonarm 4 Proben aussortiert.

2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Liste der Gerate

Gerat Hersteller Typenbezeichnung
Durchflusszytometer Becton & Dickinson FACS Calibur
Vortexer Hartenstein

Gefrier- und Kiihlschranke | Bosch

2.1.2 Liste der Verbrauchsmaterialien

Material Volumen, (Ausmalf) Firma, Lieferant
Pipetten aus Glas 10 mi Brand
FACS-Ro6hrchen 5ml BD
FACS-Ro6hrchen Deckel | 12 mm @ Hartenstein

12



Kunststoffpipetten Iml, 2ml Sarstedt
Kunststoffpipetten 5ml, 10ml Greiner
Pipettenspitzen 2-1000ul Gilson
Pipettenspitzen mit Filter | 2-1000ul Peglab

2.1.3 Puffer und Losungen

FACS-Farbung-Puffer (FM)

0,1% BSA (v/v) und 0,1%
Natriumazid (w/v) in PBS

RPMI R10 Medium

0,5ml Penicillin/ Streptomycin und 3,5

ml Glutamin

2.1.4 Antikorper

Antikorper Konjugierter Farbstoff | Firma

CD8 FITC BD Biosciences
CD3 PerCP - Cy 5.5 BD Biosciences
CD38 PE BD Biosciences
HLA-DR APC BD Biosciences

2.1.5 Computerprogramme

Programm

Firma

Endnote 5.0

ResearchSoft

FlowJo Software

Tree Star Inc.

GraphPad Prism 4.00

© 1992-2003 GraphPad Software,

Inc.

13




2.2 Methoden

2.2.1 Vorbereitung der PBMC

Die bereits isolierten PBMCs der ProCort-Proben wurden bei -196°C in flissigem
Stickstoff aufbewahrt, auf Trockeneis transportiert und auf Eis langsam
aufgetaut. Jeweils 50ul der vorher resuspendierten 100yl Proben wurden in

Pipettierréhrchen fur die Farbung tberfuhrt.

2.2.2 CD8/CD3/CD38/HLADR Antikorperfarbung der PBMC

Fur die Selektion der aktiven T-Lymphozyten wurden eine vierfache Farbung der
PBMCs mit anti-CD3 (PerCP-Cy 5,5), anti-CD 8 (FITC), anti-CD 38 (PE) und
HLA-DR (APC) durchgefuhrt.

Die ProCort Proben wurden hierbei mit einer Mastermix-Mischung aus anti-CD38
und anti-HLADR sowie gleichzeitig mit einem Mastermix aus anti-CD3 und anti-
CD8 gefarbt.

Fur die Mastermix-Mischung aus anti-CD3 und anti-CD8 wurde anti-CD8 in einer
Konzentration von 1:10 und anti-CD3 in einer Konzentration von 1:40 verdinnt
in R10 Medium eingesetzt.

Fur die Mastermix-Mischung aus anti-CD38 und anti-HLADR wurde anti-CD38 in
einer Konzentration von 1:5 und anti-HLADR in einer Konzentration von 1:10 in
R10 Medium eingesetzt.

Nach Ansetzen der Mastermixe wurde gevortext und anschlie3end zu 50ul der
ProCort-Probe jeweils 25ul Mastermix gegeben.

Die finale Verdinnung der Antikérper in der Probe betrugen:

Anti-CD8: 1:40

Anti-CD3: 1:160

14



Anti-CD 38: 1:20
Anti-HLADR: 1:40

Die Farbung wurde fir 20 min bei 4°C im Dunkeln im Kuhlschrank durchgefuhrt.
Anschlieend wurden die Zellen bei Raumtemperatur fir 20min mit 2ml
Formaldehyd inkubiert um eine sichere Uberfiihrung der Proben in den S2
Bereich zu ermoglichen.

Nach der Inkubation wurden die Zellen zentrifugiert und die Uberstande

verworfen.

2.2.3 CD8/CD3 Antikdrperfarbung der PBMC

Die PBMC fur die Isotypenkontrolle wurden mit markierten Antikdrpern gegen
CD3 (PerCP-Cy 5,5) und gegen CD8 (FITC) gefarbt und so fur die
Durchflusszytometrie vorbereitet.

Dafiur wurde wie unter 2.2.2 beschrieben eine Mastermix-Mischung aus anti-CD3
und anti-CD8 genutzt. Um die finale Verdinnung der Farbung zu erreichen
wurden anstelle des zweiten Mastermixes 25ul R10 hinzugefligt und somit die
gleichen Antikdrperkonzentrationen wie in 2.2.2 erreicht.

Die Farbung wurde entsprechend 2.2.2 durchgefihrt.

2.2.4 Durchfihrung der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde mit dem Durchflusszytometer FACS Calibur
(Becton Dickinson) erstellt.

Die PBMC- Proben wurden im FSC/SSC-gate analysiert und hier wurde ein
Sammelgate fur die Lymphozyten gewahlt. CD3+/CD8+ Ereignisse aus diesem
gate wurden als CD8+-Lymphozyten gewertet, CD3+/CD8-Ereignisse als CD4+-
Lymphozyten. CD38+ und HLADR+-Ereignisse wurden anhand von Isotyp-

Farbungen definiert.
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2.2.5 Statistik

Die Statistik wird mit dem Programm GraphPad Prism, Version 4.0 erstellt.
Zunachst werden die Daten mit dem D’Agostino Pearson Test auf
Normalverteilung getestet. Dieser basiert auf einer Untersuchung der Schiefe
und Wolbung der vorliegenden Daten und testet die Nullhypothese, dass die
Daten einer Normalverteilung entsprechen. Sofern die Nullhypothese nicht
verworfen werden kann (p > 5%), wird davon ausgegangen, dass die Werte
anndhrend normalverteilt vorliegen. In diesem Fall werden fur den Vergleich von
zwei Gruppen der student’s t-Test und fir den Vergleich von mehr als zwei
Gruppen die einfaktorielle ANOVA verwendet. Beide Tests setzen normalverteilte
Daten voraus und testen die Nullhypothese, dass keine Unterschiede zwischen
den unabhéngigen Gruppen vorliegen. Wird die Nullhypothese verworfen (<=
5%), liegen lokal statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen vor.
Hierbei ist zu beachten, dass die ANOVA fur mehr als zwei Gruppen lediglich
einen Unterschied zwischen mindestens zwei Gruppen feststellt, aber keine
weiteren Auskinfte dariber gibt, zwischen welchen oder wie vielen Gruppen
tatsachlich Unterschiede auftreten. Um dies zu untersuchen, missten wiederum
jeweils 2 Gruppen paarweise mit dem student's t-Test getestet werden.

Falls der D’Agostino Pearson Test die Nullhypothese normalverteilter Daten
ablehnt (p <= 5%), wird fur den Vergleich von zwei Gruppen der Mann-Whitney
U-Test und fur den Vergleich von mehr als zwei Gruppen der H-Test nach Kruskal
Walllis herangezogen. Diese Tests sind voraussetzungsfrei und testen die
Nullhypothese, dass keine Unterschiede zwischen den unabhangigen Gruppen
vorliegen. Die Ergebnisse sind analog zu den Tests mit normalverteilten Daten
Zu interpretieren.

Bei der Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Mayer werden die Unterschiede
zwischen den Uberlebenskurven mit Logrank Test nach Mantel-Cox getestet. Ist
der p-Wert <=5%, liegt ein lokal statistisch signifikanter Unterschiede in den
beiden Gruppen vor.

Um die Korrelation von zwei metrischen Merkmalen zu untersuchen, wird ein

lineares Regressionsmodell verwendet. Der Korrelationskoeffizient r beschreibt,
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ob eine negative Korrelation (r < 0; umso gréRer/desto kleiner), eine positive
Korrelation (r > 0; umso grofer/desto grél3er) oder keine Korrelation (r = 0)

vorliegt.

3 Ergebnisse

Um zu untersuchen, ob die Aktivierung der CD8+ und CD4+ T-Lymphozyten bei
den Teilnehmern der Procort-Studie zum Zeitpunkt 12 Monate durch die
Einnahme von niedrigdosiertem Prednisolon im Vergleich zur Placebo Einnahme
reduziert war, wurde die Immunaktivierung in 154 PBMC Proben (77 von
Patienten mit niedrigdosiertem Prednisolon und 77 von Patienten mit Placebo)
durchflusszytometrisch bestimmt (Abb. 1). Als Marker der zellularen
Immunaktivierung dient in dieser Untersuchung die Expression von CD38 und
HLA-DR auf CD8+ und CD4+ T-Zellen.
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Monats-Visite) wurden mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CDS3,
CD8, CD38 und HLA-DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.
CD3/CD8-positive Zellen (Sammelgate fur CTL) wurden auf Expression von
CD38 und HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in
Relation zur Gesamtmenge der CTL wurde als aktivierte CTL gewertet. A:
Darstellung aller inkludierten Proben getrennt nach Studienbehandlung (Placebo
versus Prednisolon). (B) Darstellung aller Proben aus A von weiblichen
Studienteilnehmerinnen. (C) Darstellung aller Proben aus A von mannlichen
Studienteilnehmern. A-C: p fur Mann-Whitney-Test fur nicht-normalverteilte

Proben. Ein p < 0.05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied gewertet.

In der Abbildung 1A ist die Immunaktivierung aller 145 inkludierten PBMC-
Proben dargestellt, unterteilt in Placebo- und Prednisolon-Behandlung. Der
Median der Kontrollgruppe liegt mit 9,74 % Uber dem der Interventionsgruppe,
welcher bei 8,04% liegt. Der Unterschied zwischen beiden Gruppen erreicht
jedoch keine statistische Signifikanz (p = 0,1250). Wenn man das eben
betrachteten Ergebnis nach Frauen (Abb. 1B) und Mannern (Abb. 1C)
stratifiziert, so ergibt sich ein interessantes Bild. Bei den Frauen zeigen die
Prednisolon-behandelten Patienten (n = 60) eine signifikant geringere
Immunaktivierung als die Placebo-behandelten Patienten (n = 59) (Median von
10,3% versus 7,3%, p = 0,0248), bei Mannern (n = 13 vs. n = 13) hingegen zeigt

sich kein Unterschied in der Immunaktivierung.
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Monats-Visite) wurden mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CDS3,
CD8, CD38 und HLA-DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. CD3-
positive/CD8-negative Zellen (Sammelgate fur CD4-positive T-Zellen) wurden
auf Expression von CD38 und HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-
positiven Ereignissen in Relation zur Gesamtmenge der CD4-Zellen wurde als
aktivierte CD4-Zellen gewertet. A: Darstellung aller inkludierten Proben getrennt
nach Studienbehandlung (Placebo versus Prednisolon). (B) Darstellung aller
Proben aus A von weiblichen Studienteilnehmerinnen. (C) Darstellung aller
Proben aus A von mannlichen Studienteilnehmern. A-C: p fir Mann-Whitney-
Test fUr nicht-normalverteilte Proben. Ein p < 0.05 wurde als statistisch

signifikanter Unterschied gewertet.

In Abbildung 2A werden die CD4+ Zellen der 145 inkludierten Patienten
dargestellt und es ist wieder ein niedrigerer Median in der mit Prednisolon
behandelten Patientengruppe zu sehen. Dieser liegt bei 6,910 %, wahrend die
Vergleichsgruppe einen Median von 8,185% aufweist. Auch hier reicht es
allerdings nicht fur statistische Signifikanz (p=0,1032). Bei einer Stratifizierung
nach Geschlecht erreicht der Unterschied zwischen der Placebo- und
Interventionsgruppe bei Frauen wieder statistische Signifikanz (8,36% bei der
Placebogruppe versus 6,735% bei der Interventionsgruppe, p = 0,0158
statistisch ) (Abb. 2B), wahrend bei Mannern kein Unterschied beobachtet wird
(Abb. 2C).

Die Behandlung mit niedrig-dosiertem Prednisolon flihrt also bei Frauen zu einer
signifikanten Reduktion der HIV-induzierten Immunaktivierung der Lymphozyten
um ca. 20% (bei CD4+ T Lymphozyten) bzw. 30% (bei CD8+ T-Lymphozyten),

wahrend bei Mannern die Prednisolon-Behandlung keine Effekte zeigte.
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Abb3: Immunaktivierung der T-Lymphozyten (CD38/HLADR-Expression) in
Bezug zur Viruslast. PBMC aus der ProCort-Studie (insgesamt 154 Proben aus
der 12-Monats-Visite) wurden mit Fluorochrom-markierten Antikbrpern gegen
CD3, CD8, CD38 und HLA-DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert.

A: Darstellung aller inkludierten Proben und deren Immunaktivierung der CD8+
T-Lymphozyten (CD38/HLADR-Expression) in Bezug zur Viruslast. CD3/CD8-
positive Zellen (Sammelgate fir CTL) wurden auf Expression von CD38 und
HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in Relation zur
Gesamtmenge der CTL wurde als aktivierte CTL gewertet. B: Darstellung aller

inkludierten Proben und deren Immunaktivierung der CD4+ T-Lymphozyten
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(CD38/HLADR-Expression) in Bezug zur Viruslast. CD3-positive/CD8-negative
Zellen (Sammelgate fur CD4-positive T-Zellen) wurden auf Expression von CD38
und HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in Relation
zur Gesamtmenge der CD4-Zellen wurde als aktivierte CD4-Zellen gewertet. A-
B: p fur lineare Regression. Ein p < 0.05 wurde als statistisch signifikanter

Unterschied gewertet.

In Abbildung 3A ist die Lymphozytenaktivierung, ausgedrickt durch die
Aktivierungsmarker CD38/HLADR auf CD3/CD8-postiven Zellen in Bezug zur
Viruslast dargestellt. Die positive Korrelation zur HIV — Viruslast ist mit einem P-
Wert von 0,0521 (lineare Regressionsanalyse) fast statistisch signifikant. Die
CD4-positiven Zellen, dargestelltin Abbildung 3B, welche in dieser Doktorarbeit
per Definition die CD8-negativen Zellen sind, haben im Bezug zur HIV-Viruslast
einen p-Wert von 0,0078.

In beiden Abbildungen ist eindeutig eine lineare Regression zu erkennen: Je
hoher die Viruslast im Plasma, desto hoher ist die Immunaktivierung der CD4+
CD8+ T-Lymphozyten. Diese Korrelation wurde zur internen Uberpriifung
durchgefiihrt und zeigt, dass die Ergebnisse dieser Arbeit der allgemeinen
Studienlage entsprechen und somit plausibel sind, da die Viruslast mit der
Immunaktivierung in vielen Studien korreliert (s. dazu auch Diskussion Abschnitt
4.1).
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Abb 4: Korrelation der Immunaktivierung der CD8+ T-Lymphozyten
(CD38/HLADR-Expression) zum Immunaktivierungsmarker sCD14. PBMC
aus der ProCort-Studie (insgesamt 154 Proben aus der 12-Monats-Visite)
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wurden mit Fluochrom-markierten Antikérper gegen CD3, CD8, CD 38 und HLA-
DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. CD3/CD8-positive Zellen
(Sammelgate fur CTL) wurden auf Expression von CD38 und HLA-DR
untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in Relation zur
Gesamtmenge der CTL wurde als aktivierte CTL gewertet. Diese wurde zum
Immunaktivierungsmarker sCD14 korreliert. A: Darstellung aller inkludierten
Proben in Bezug zu sCD14. Aufgeteilte Darstellung der Proben nach
Studienbehandlung mit Placebo (B) und Prednisolon (C). A-C: p fir lineare

Regression. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied gewertet.

Zur Anfertigung dieser Statistik durften die Daten zum Immunaktivierungsmarker
sCD14 freundlicherweise aus der Doktorarbeit von Christa Kasang aus der

eigenen Arbeitsgruppe genutzt werden.

Das |l6sliche CD14 (soluble CD14, sCD14), welches ein weiterer
Immunaktivierungsmarker ist, korreliert positiv mit der Aktivierung der der CD8-
positiven T-Lymphozyten. In Abbildung 4A sind beide Studiengruppen
gemeinsam dargestellt. Der p-Wert ist 0,0075 und es liegt eine lineare Korrelation
vor. Wenn man die gesamten Studienteilnehmer in Placebo- und Prednisolon-
behandelt unterteilt, so sieht man einen groRen Unterschied im P-Wert. In
Abbildung 4B bei den Placebo-Behandelten liegt dieser bei 0,0009 und unter
Prednisolon, dargestellt in Abbildung 4C liegt er bei 0,4767. Der Verlust der
Korrelation unter Prednisolon-Behandlung kénnte auf unterschiedlich starke
Effekte des Prednisolons auf die beiden unterschiedlichen Parameter
zurtckzufiahren sein.

Unter Placebo-Behandlung ist also die lineare Regression statistisch signifikant.
Die Immunaktivierung zeigt sich in ihrer vollen Auspragung: Je mehr ug SCD14
je ml vorhanden ist, desto hoher ist auch die Zahl der CD 8 positiven T-
Lymphozyten. Wird jedoch mit Prednisolon therapiert und ist die lineare
Regression deutlich weniger ausgepragt. Bei viel loslichem CD14 sind viel

weniger  aktivierte  CD8-positive  T-Lymphozyten  vorhanden. Die
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Prednisolontherapie verandert also etwas. Die Immunaktivierung ist hinsichtlich

der Lymphozytenaktivierung unter dieser weniger ausgepragt.
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Abb5: Korrelation der Immunaktivierung der CD4+ T-Lymphozyten
(CD38/HLADR-Expression) zum Immunaktivierungsmarker sCD14. PBMC
aus der ProCort-Studie (insgesamt 154 Proben aus der 12-Monats-Visite)
wurden mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD3, CD8, CD38 und
HLA-DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. CD3-positive/CD8-
negative Zellen (Sammelgate fir CD4-positive T-Zellen) wurden auf Expression
von CD38 und HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen
in Relation zur Gesamtmenge der CD4-Zellen wurde als aktivierte CD4-Zellen
gewertet. A: Darstellung aller inkludierten Proben in Bezug zu sCD14. Aufgeteilte
Darstellung der Proben nach Studienbehandlung mit Placebo (B) und
Prednisolon (C). A-C: p fir lineare Regression. Ein p < 0,05 wurde als statistisch

signifikanter Unterschied gewertet.

Zur Anfertigung dieser Statistik konnten ebenfalls die Daten zum
Immunaktivierungsmarker sCD14 freundlicherweise aus der Doktorarbeit von
Christa Kasang aus der eigenen Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt werden.

Bei den CD4-positiven Lymphoyzten zeigt sich ebenfalls eine lineare Regression
zum Aktivierungsmarker sCD14. Insgesamt (Abbildung 5A) mit einem P-Wert
von 0,0085. Aufgeteilt in den Placebozweig (Abbildung 5B) mit einem P gleich
0,1278 und in den Prednisolonzweig (Abbildung 5C) bei einem P von 0,0215.
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Abb 6: Korrelation der Immunaktivierung der CD8+ T-Lymphozyten
(CD38/HLADR-Expression) zum Immunaktivierungsmarker supar. PBMC
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aus der ProCort-Studie (insgesamt 154 Proben aus der 12-Monats-Visite)
wurden mit Fluochrom-markierten Antikérper gegen CD3, CD8, CD 38 und HLA-
DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. CD3/CD8-positive Zellen
(Sammelgate fur CTL) wurden auf Expression von CD38 und HLA-DR
untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in Relation zur
Gesamtmenge der CTL wurde als aktivierte CTL gewertet. Diese wurde zum
Immunaktivierungsmarker supar korreliert. A: Darstellung aller inkludierten
Proben in Bezug zu supar. Aufgeteilte Darstellung der Proben nach
Studienbehandlung mit Placebo (B) und Prednisolon (C). A-C: p fir lineare

Regression. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied gewertet.

Zur  Anfertigung dieser  Statistik konnten die Daten zum
Immunaktivierungsmarker supar freundlicherweise aus der Doktorarbeit von

Christa Kasang aus der eigenen Arbeitsgruppe zur Verfigung gestellt werden.

Die positive lineare Regression zum Aktivierungsmarker supar kann bei den CD8
positiven Zellen insgesamt (Abbildung 6A) mit einem P-Wert von 0,0261
bewiesen werden. In Abbildung 6B zeigt diese sich bei den Patienten, die nur
mit Placebo therapiert worden sind und dementsprechend kein Einflussfaktor auf
die Immunaktivierung eingewirkt hat mit einem P-Wert von 0,0281 statistisch
signifikant.

Hingegen kann bei den immunsuppressiv behandelten Patienten in Abbildung
6C keine statistische Signifikanz (p-Wert: 0,3426) in der Korrelation gezeigt
werden. Die Prednisolontherapie scheint die durch supar ausgedrickte
Immunaktivierung abgeschwécht zu haben. Dies entspricht dem erwarteten

Ergebnis.

29



A both study aims

304

CD3+/CD4+ CD38+HLADR+ (%)

[ ]
20- <
10+
p <0.0001
0 T ) 1
0 5 10 15
supar (ng/ml)
B - placebo
IS
5 40+
14
g 30
% °
§ 204 %
3) s 3
+ D
< 10+
K< _
¥ ] p =0.0047
8 o T T 1
o 0 5 10 15
supar (ng/ml)

prednisolone
40+

304

20+

CD3+/CD4+ CD38+/HLADR+ (%)

P ° . L ]
104 .‘ Y .‘.
g" p = 0.0046
0 T T 1
0 5 10 15
supar (ng/ml)

Abb 7: Korrelation der Immunaktivierung der CD4+ T-Lymphozyten
(CD38/HLADR-Expression) zum Immunaktivierungsmarker supar. PBMC

aus der ProCort-Studie (insgesamt 154 Proben aus der 12-Monats-Visite)

30



wurden mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD3 , CD8, CD38 und
HLA-DR gefarbt und im Durchflusszytometer analysiert. CD3-positive/CD8-
negative Zellen (Sammelgate fur CD4-positive T-Zellen) wurden auf Expression
von CD38 und HLA-DR untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen
in Relation zur Gesamtmenge der CD4-Zellen wurde als aktivierte CD4-Zellen
gewertet. A: Darstellung aller inkludierten Proben in Bezug zu sCD14. Aufgeteilte
Darstellung der Proben nach Studienbehandlung mit Placebo (B) und
Prednisolon (C). A-C: p fur lineare Regression. Ein p < 0,05 wurde als statistisch

signifikanter Unterschied gewertet.

Zur Anfertigung dieser Statistik durften ebenfalls die Daten zum
Immunaktivierungsmarker supar freundlicherweise aus der Doktorarbeit von

Christa Kasang enthommen werden.

Die CD4-positiven Zellen korrelieren statistisch signifikant positiv. zum
Aktivierungsmarker supar unabhangig ihrer Aufteilung nach Behandlungstypus.
Der P-Wert liegt in Abbildung 7A unter 0,0001, in Abbildung 7B bei 0,0047 und
in Abbildung 7C bei 0,0046.

Per Definitionem sind die CD4 positiven Zellen ist in dieser Arbeit die CD8
negativen. Diese Ungenauigkeit konnte die Ergebnisse beeinflussen und wird im
Diskussionsteil genauer analysiert.
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Abb 8: Memory B Zellen in Bezug zur Immunaktivierung der T-Lymphozyten
(CD38/HLADR-Expression). PBMC aus der ProCort-Studie (insgesamt 154
Proben aus der 12-Monats-Visite) wurden mit Fluorochrom-markierten
Antikérpern gegen CD3 , CD8, CD38 und HLA-DR gefarbt und im
Durchflusszytometer analysiert. A: Darstellung aller untersuchten Proben und
deren Immunaktivierung der CD8+ T-Lymphozyten (CD38/HLADR-Expression)
in Bezug zu den Memory B Zellen. CD3/CD8-positive Zellen (Sammelgate fur
CTL) wurden auf Expression von CD38 und HLA-DR untersucht. Der Anteil an
doppelt-positiven Ereignissen in Relation zur Gesamtmenge der CTL wurde als
aktivierte CTL gewertet. B: Darstellung aller untersuchten Proben deren
Immunaktivierung der CD4+ T-Lymphozyten (CD38/HLADR-Expression) in
Bezug zu den Memory B Zellen. CD3-positive/CD8-negative Zellen (Sammelgate
fur CD4-positive T-Zellen) wurden auf Expression von CD38 und HLA-DR

untersucht. Der Anteil an doppelt-positiven Ereignissen in Relation zur
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Gesamtmenge der CD4-Zellen wurde als aktivierte CD4-Zellen gewertet. A-B: p
fur lineare Regression. Ein p < 0.05 wurde als statistisch signifikanter Unterschied

gewertet.

Die Daten der Memory B Zellen durften freundlicherweise aus den Ergebnissen
der Laborarbeit von Benedikt Mann (geb. Anderle) aus der eigenen

Arbeitsgruppe entnommen werden.

Auf der y-Achse wird der Anteil der Memory B Zellen bezogen auf alle B-Zell-
Polulationen in Prozent angegeben und auf der x-Achse in Abbildung 8A die
Aktivierung der zytotxischen T-Zellen. Diese aktivierten CD8+ Zellen zeigen mit
einem P-Wert von 0,0080 signifikant eine negative Korrelation zum Anteil an
Memory B-Zellen. Je héher also der Anteil an memory B-Lymphozyten ist, desto
weniger zeigen sich aktivierte CD8+ T Lymphozyten. HIV-Patienten zeigen
gegeniber unifizierten Kontrollen eine geringeren Anteil an memory B-Zellen und
im Verlauf der Infektion nimmt dieser Anteil stetig ab [30]. In der Abbildung 8
wurde also versucht, einen Progressionsmarker (Aktivierung der CD8+ Zellen)
mit einem Zustandsmarker (memory B Zellen) zu korrelieren. Die Bedeutung der
gefundenen Korrelation ist noch offen.

In Abbildung 8B zeigt sich das Gegenteil. Die Aktivierung der CD4+ T-
Lymphozyten korreliert positiv mit dem Anteil der Gedachtnis B-Lymphozyten.
Hier gilt also: je héher der Anteil der memory B Zellen ist, desto hdher der Anteil
an aktivierten CD4+ T Zellen. Auch die Bedeutung dieser Korrelation ist noch

offen.
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Abb. 9: Kaplan- Meyer- Analyse zur Progression der Krankheit zu AIDS
aufgeteilt in hohe (Q3+4) und niedrige (Q1+2) Immunaktivierung der CD8+
T- Lymphozyten

A: Placebo-therapierte Patienten. B: Prednisolon-behandelte Patienten.

Die blaue Linie stellt die CD8+ T- Lymphozyten der Quartilen 1 und 2, welche
eine niedrige Immunaktivierung aufweisen, dar. Die rote Line zeigt die Zellen mit
hoher Immunaktivierung (Quartile 3 und 4) auf. Die Dauer der
Krankheitsprogression in Tagen wird ins Verhdltnis gesetzt zum
progressionsfreien Uberleben in Prozent. Die Punkte auf der Graphik stellt
Patienten dar, die wahrend der Studie ausgeschieden sind (zensierte Werte).

In Abbildung 9A wird sichtbar, dass es unter Placebo-Behandlung bei Patienten
mit einer erhohten Immunaktivierung der CD8+ T-Lymphozyten zu einer
statistisch signifikanten (P-Wert von 0,0176) schnelleren Progression zu AIDS
kam. Die Bedeutung der Aktivierung der CD8+-Zellen als Progressionsmarker
der HIV-Infektion wird damit deutlich unterstrichen.

Unter Prednisolon- Therapie hingegen (Abbildung 9B) korreliert die

Immunaktivierung nicht mehr mit der Progression (P-Wert liegt hier bei 0,9752).
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Die beobachtete Dampfung der CTL-Aktivierung unter Prednisolon (Abb. 1) fihrt
also offenbar dazu, dass sich die Expression der Aktivierungsmarker
CD38/HLADR nicht mehr als prognostischer Faktor fur die Krankheitsprogression
eignet. Das bedeutet aber auch, dass die CD38/HLADR-Expression auf CTL
eher als Surrogatmarker der Krankheitsprogression aufzufassen ist und nicht
etwa als kausaler Faktor. Ein direkter Zusammenhang zwischen der
beobachteten Reduktion der CTL-Aktivierung und der Krankheitsprogression
scheint demnach nicht zu bestehen.

4 Diskussion

4.1 Effekte von Prednisolon auf das Immunsystem bei Patienten mit HIV-
Infektion

Niedrig dosiertes Prednisolon bei bestehender HIV Infektion zu applizieren wird
gut toleriert, senkt die Immunaktivitat [31] und erhdht die CD4 Zellzahl [32].
Basierend auf diesen Beobachtungen sollten in dieser Arbeit die Effekte einer
Behandlung mit Prednisolon auf das Immunsystem und auf weitere
Immunaktivierungsmarker (sCD14 und supar) untersucht werden.

Das Ergebnis dieser Studie zeigt, dass bei den weiblichen
Studienteilnehmerinnen durch die Einnahme von 5 mg Prednisolon pro Tag die
T- Zell Aktivierung signifikant reduziert wird. Die T-Zell Aktivierung der Frauen
wird sowohl bei den CD8+ als auch bei den CD4+ T-Zellen durch Prednisolon
signifikant gesenkt. (Vergleiche Abb 1 und 2) Dies stimmt Uberein mit den
Beobachtungen die von Christa Kasang in ihrer Arbeit gemacht wurden [29]. Die
Unterdriickung der tberschie3enden Immunreaktion ist vor allem deswegen so
wichtig, weil immer wieder bestétigt wird, dass eine erhéhte Immunaktivierung
dem Korper Schaden zufigt und bei Infektion mit HIV schneller zum Tod fihrt
[33]. Immunaktivierung muss im richtigen Male geschehen: Weder eine
UberschieRende, noch eine unzureichende Immunreaktion schitzt den Koérper

[34]. Da besonders die erhohte CD8-T-Zell-Aktivierung mit einer schlechteren
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Wiederherstellung der CD4 Zellzahl, und somit einer schlechteren Prognose
einhergent  [19], ist bei  Unterdrickung dieser eine bessere
Krankheitsbewaltigung der HIV Infektion zu erwarten.

Um sicherzustellen, dass die in dieser Arbeit erhobenen Daten plausibel und
somit aussagekraftig sind wurden interne Uberpriifungen durchgefiihrt (siehe
Abb 3). Die T-Zell Aktivierung korreliert sowohl bei den CD8+ als auch bei den
CD4+ T-Zellen ebenso wie in friiheren Studien positiv mit der Viruslast im Plasma
[35, 36]. Eine erhohte Viruslast in der HIV-Infektion fuhrt prinzipiell zu erhéhter
Immunaktivierung [37] und bei einer aktiven HIV Infektion mit hoher Viruslast
wiederum sind CD38+ zytotoxische T-Zellen zahlreich, welche fir eine schlechte
Prognose sprechen, da sie durch ihre abnormale Immunaktivierung ihrer
eigentlichen Funktion schlechter nachkommen koénnen [38]. Es gibt auch
Studien, die die Viruslast mit der Aktivierung von CD38 und HLADR auf CD8+
Lymphozyten gleichsetzen und aufzeigen, dass anstelle der Viruslast diese
Immunaktivierung gemessen werden kann, um Kosten zu sparen [39]. Eine
derartige Empfehlung hat sich allerdings in der Praxis nicht durchgesetzt und
heute wird weltweit die Viruslastbestimmung als der Hauptparameter zur
Therapiekontrolle durchgefihrt.

Durch die Infektion mit dem HI-Virus wird die Barrierefunktion der Darmmukosa
gestort [40] und durch die dadurch systemische Aufnahme von LPS und anderen
mikrobiellen Bestandteilen wird die dauerhafte Immunaktivierung der CD8- und
CD4-positiven T- Lymphozyten erklart [41]. sCD14 reprasentiert diese bakterielle
Translokation und die dadurch entstandene Immunaktivierung [40]. Allerdings ist
eine Erhéhung von sCD14 nicht spezifisch fur eine Infektion mit dem HI-Virus,
sondern sie tritt auch bei anderen Erkrankungen auf. Hier ist das CVID (common
variable immunodeficiency) Syndrom erwahnenswert, bei welchem die T-
Zellaktivierung (HLADR/CD38) sowohl bei CD4+, als auch bei CD8+
Lymphozyten mit dem sCD14 Level korrelieren [42].

Eine signifikante positive Korrelation zwischen der Immunaktivierung der CD8+
Lymphozyten und dem Immunaktivierungsmarker sCD14 wie in dieser Arbeit in
Abb.4A zu sehen ist, wird auch in der Studie von Chevalier et al dargestellt [43].

Eller et al. wiesen in ihrer Studie eine signifikante positive Korrelation zwischen

36



CD 4+/CD38+/HLADR+ T-Lymphozyten und sCD14 auf [44], entsprechend dem
Ergebnis in Abb 5A.

Kasang et al. (aus der eigenen Arbeitsgruppe) konnte unter Prednisolontherapie
eine signifikant niedrigere Konzentration von sCD14 im Vergleich zu Placebo
nachweisen [45]. Bereits 1997 wurde dies von Nockher et al. gezeigt [46]. Wenn
diese Inhibition von sCD14 durch Prednisolon so auch in unserem Versuch
aufgetreten ist, so bleibt als Erklarungsansatz fur den Verlust der Korrelation in
Abb4C, dass Prednisolon einen unterschiedlich starken Effekt auf die CD8+ T-
Lymphozytenaktivierung austibte und sich dadurch die beiden Parameter
unabhangig voneinander verhalten.

Die Korrelation in Abb 5B zeigt keine statistisch signifikante Korrelation, jedoch
einen Trend in die Richtung, dass die CD4+ T-Lymphozytenaktivierung mit
sCD14 zusammenhangt. Die relativ kleine Studienteilnehmerzahl kénnte durch
Messschwankungen so beeinflusst worden sein, dass ein signifikantes Ergebnis
nicht zu Stande kam. Wéhrend sich bei den CD8+ Lymphozyten Prednisolon auf
die beiden Parameter unterschiedlich auswirkt, scheint bei den CD4+
Lymphozyten eine statistisch signifikante positive Korrelation durch einen
ahnlichen Einfluss auf beide Parameter erklarbar.

Es ist also davon auszugehen, dass CD4- und CD8-Lymphozyten sich in ihrem
Verhaltensmuster insbesondere unter dem Einfluss von chronischer
Immunaktivierung sehr stark unterscheiden. Ein Unterschied kbnnte sein, dass
CD8+ T-Lymphozyten weniger sensitiv reagieren als CD4+ T-Lymphozyten in
Anwesenheit von chronischer Immunaktivierung aufgrund ihrer unterschiedlichen
Regenerationskapazitat [47]. An weiteren Unterschieden sollte geforscht werden.
Kasang et al. stellten fest, dass Prednisolon die Immunaktivierung, ausgedrtickt
durch supar, signifikant reduziert [29]. Dies spiegelt sich im Verlust der
Korrelation zwischen den aktivierten CD8+ T-Lymphozyten wider (siehe Abb.6C).
Bei den CD4+ Lymphozyten tritt dieser erwartete Korrelationsverlust jedoch nicht
ein (siehe Abb.7C).

Eine Korrelation zwischen einem Progressionsmarker (Aktivierung der CD8+
Zellen, bzw. Aktivierung der CD4+ Zellen) mit einem Zustandsmarker

(Gedachtnis B Zellen) wird in dieser Arbeit in Abbildung 8 dargestellt und zeigt
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statistisch signifikante Ergebnisse. Je mehr Gedachtnis B-Zellen vorhanden sind,
desto weniger aktivierte CD8+ T-Zellen sind auffindbar. Genau umgekehrt verhalt
es sich mit den CD4+ Zellen. Diese korrelieren positiv mit der Anzahl der
memory-B-Zellen. Eine Einordnung dieser Ergebnisse in die aktuelle Studienlage
erweist sich als schwierig, da nicht viele Ergebnisse zu solchen Korrelationen
vorliegen.

In dieser Arbeit konnte aul3erdem gezeigt werden, dass die durch Prednisolon
erzielte Reduktion der Immunaktivierung signifikant mit einer verlangsamten
Krankheitsprogression korreliert (siehe Abbildung 9). Die HIV-Infektion flhrt
bekannterweise zu einer Zunahme der aktivierten T-Zellen (CD8+ Zellen) im Blut
[48]. Dieser Anteil im Blut korreliert mit der Krankheitsprogression [49]. Ebenso
wie die Aktivierung der CD8+ Zellen ist auch die Plasmakonzentration von sCD14
ein Marker der Krankheitsprogression [27].

Ein weiterer Vorteil an einer Prednisolontherapie mit 5mg pro Tag ist, dass es
unterhalb der Cushing- Schwelle liegt und somit keine starken Nebenwirkungen
hervorruft. Wird eine Kortisontherapie von tber 7,5 mg pro Tag angewendet, so

erleiden die Patienten seriose Nebenwirkungen[50].

4.2 Limitations

4.2.1 Fehlen der Baseline- Proben, Drop- Out Rate und laborlastiger Endpunkt

In dieser Doktorarbeit konnten nur die PBMC Proben zum Studienzeitpunkt 12
Monate ausgewertet werden, da Baseline-Proben aufgrund vorangegangener
Untersuchungen in der Arbeitsgruppe nicht mehr zur Verfligung standen.
Insbesondere ware eine Betrachtung der Baseline, also der Ausgangswerte der
T-Zellaktivierung interessant gewesen. Bei einer isolierten Betrachtung der Werte
zum Zeitpunkt 12 Monate kann nur untereinander, also zwischen Prednisolon-

und Placebotherapiertem Studienarm verglichen werden. Wie grof3 jedoch die
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Unterschiede bereits zu Zeitpunkt null waren lasst sich nicht mehr rekonstruieren.
Die bereits friher in der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Untersuchungen zeigen
jedoch, dass sich beide Studienarme in den Baseline-Proben nicht signifikant
voneinander unterscheiden [29]. Ein direkter Vergleich zwischen einer
Quantifizierung der Immunaktivitdt der T-Lymphozyten zum Zeitpunkt null und
zum Studienzeitpunkt 12 Monate wirde eine noch genauere Aufschliisselung der
Wirkung des Immunsuppressivums Prednisolon liefern.

Ein zusatzlicher Kritikpunkt sind die hohen Drop-Out Raten in der ProCort Studie.
(22,09% im Prednisolonarm versus 25,15% im Placeboarm). Da diese aber
jeweils ahnlich hoch sind und da kein Verdachtsmoment besteht, dass diese mit
der HIV-Infektion zusammenh&ngen, kann dies vernachlassigt werden [29].

Als Endpunkt der ProCort Studie wurden zwei Kriterien definiert:
Laborergebnisse (CD4 count) und Klinische Manifestation von AIDS. Bei der
Mehrzahl der Studienteilnehmer wurde der Endpunkt Gber die Laborergebnisse
erreicht und hieraus ergibt sich die Gefahr, dass es sich lediglich um eine
Umverteilung und nicht um eine echte Erh6hung der CD4 Zellen handelt [29].

4.2.2 Logistik

In Tansania sind die PBMC Proben bei -70 Grad Celcius kryokonserviert worden
und halbjahrlich auf Trockeneis nach Deutschland geflogen worden. In
Deutschland sind die Zellen dann wieder bei -196 Grad Celcius gelagert worden.
Inwieweit die Zellen durch die Einfrier- und Auftauvorgangen beeinflusst worden
sind ist nicht ganz klar. Trotz Sicherheitsmalinahmen ist es nicht auszuschliel3en,
dass einige Proben unbeabsichtigt aufgetaut worden sind. In der Auswertung
wurden im Placebo-Arm 5 Proben und im Prednisolon-Arm 4 Proben wegen
schlechter Qualitat aussortiert (sieche CONSORT Flow Diagram). Diese schlechte
Qualitat konnte daher kommen, dass die 9 Proben zwischenzeitlich nicht gekihlt

waren. Dass weitere Proben durch Logistikfehler beeinflusst worden sind und
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aufgrund geringerer Auffalligkeit nicht aus der Studie ausgeschlossen worden

sind, aber dennoch die Ergebnisse verfalscht haben, ist nicht auszuschliel3en.

4.2.3 Post- hoc Analysen

In dieser Arbeit wurde im Nachhinein aufgeteilt zwischen Manner und Frauen und
nur durch die Trennung nach Geschlechtern konnte eine Reduzierung der
Immunaktivierung durch Prednisolon gezeigt werden. Es ist kritisch zu sehen,
dass eine solche Aufteilung nicht von Anfang an vorgesehen war, denn per
Definition ist dadurch die Randomisierung aufgehoben. Dennoch sind solche
Post-hoc Analysen wichtig, um alle mdglichen Schliisse der Studie in Betracht zu
ziehen. Die Compliance der Studienteilnehmer wurde fortlaufend durch visuelle
Kontrolle dberwacht, da die Patienten ihre Medikamente zu jeder
Medizinkontrolle mitbringen mussten und bei einer Compliance unter 80 Prozent
wurde man aus der Studie ausgeschlossen [29]. Die geringe Anzahl von 13
mannlichen Teilnehmern je Studiengruppe und die unbekannten Ausgangswerte
der Immunaktivierung tragen zu einer geringeren Aussagekraft der Wirkung von
Prednisolon auf die Immunaktivierung bei. Die eigentliche Problematik stellt sich
aber durch die konstante Dosierung von 5 mg Prednisolon unabhangig des
Kdrpergewichts dar. Prednisolon wird fir verschiedene Verwendungszwecke in
verschiedener Dosierung (niedrig, mittel oder hoch) gegeben, wird jedoch jeweils
per Kilogramm Koérpergewicht dosiert [51]. Es finden sich keine Daten zum
Kdrpergewicht der Patienten der ProCort Studie, aber eine Unterdosierung bei
den Mannern kann angenommen werden. Unterschiede in der Pharmakokinetik
und Pharmakodynamik, wie zum Beispiel das geringere Verteilungsvolumen und
die verzogerte clearance bei Frauen [52] héatte ebenfalls zu einem

Dosierungsunterschied zwischen Frauen und Mannern fihren sollen.

4.3 Schlussfolgerung
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Die antiretrovirale Therapie senkt zwar die erhéhte Immunaktivierung, bringt
diese aber nicht zum Ausgangswert zurtick, weswegen es so wichtig ist nach
Methoden zu forschen durch welche Therapien die antiretrovirale Therapie
erganzt werden konnte [53]. Die in dieser Arbeit beschriebene Unterdriickung der
Immunaktivierung durch isolierte Prednisolontherapie kann als Grundlage dienen
Prednisolon als Cotherapie zu ART bei HIV Infektion einzusetzen mit dem Ziel
die erh6hte Morbiditat durch die residuale Immunaktivierung zu senken. In einer
Studie von Andrieu et al. wurde bereits 2004 bestatigt, dass der Einsatz von
Prednisolon bei chronischer HIV-Infektion die CD4 Zellzahl erhéht [54]. Wallis et
al. untersuchten die Sicherheit von parallel eingesetztem Prednisolon unter ART
Therapie mit dem Ergebnis, dass asymptomatische Huftnekrosen aufgetreten
sind [55]. Es sollte weiter daran geforscht werden wie sicher diese
Medikamentenkombination ist und wie sich der Einsatz von niedrigdosiertem
Prednisolon auf die T-Zell Aktivierung bei parallel laufender antiretroviraler
Therapie auswirkt.

Es gibt viele Ansétze fur Cotherapien bei HIV- Infektion, aber wenige die einen
positiven Effekt zeigen. Erndhrungstherapien und Krautertherapien weisen
beispielsweise keinen Effekt auf [56, 57]. Massagen jedoch kénnen die
Lebensqualitat der Patienten positiv beeinflussen, haben aber auf die
Krankheitsprogression keinen direkten Einfluss [58].

Prednisolon hat einen Einfluss auf die Krankheitsprogression und kénnte als
Cotherapie helfen, das Ausbrennen der Zellen zu verlangsamen und somit dazu

fuhren noch bessere Ergebnisse der Antiretroviralen Therapie zu erzielen.

5 Zusammenfassung

Hintergrund: Die HIV-Infektion wird von einer allgemeinen
Hyperimmunaktivierung begleitet, die wahrscheinlich eine treibende Kraft in der
Pathogenese der Entwicklung von AIDS darstellt. Im Rahmen einer 24-
monatigen, Placebo-kontrollierten, randomisierten Doppelblindstudie wurde in

unserer Arbeitsgruppe der Einfluss von gering-dosiertem Prednisolon (5 mg/Tag)
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auf die Progression der Erkrankung untersucht (ProCort-Studie, clinicaltrials.gov
NCT01299948). Es konnte gezeigt werden, dass gering-dosiertes Prednisolon
bei weiblichen Studienteilnehmerinnen zu einer signifikant verlangsamten
Progression hin zum Studienendpunkt AIDS gefihrt hat. Die immunologischen
Grundlagen dieses Effektes sind noch nicht ausreichend verstanden. Es ist
bekannt, dass die HIV-Infektion zu einer Zunahme der aktivierten T-Zellen im Blut
fuhrt und dass der Anteil dieser aktivierten T-Zellen mit der
Krankheitsprogression korreliert. Diese T-Zell Hyperaktivierung wird unter
antiretroviraler Behandlung wieder normalisiert. In der vorliegenden Arbeit sollte
der Einfluss der Prednisolon-Behandlung auf die T-Zell-Aktivierung untersucht
werden, um zu verstehen, ob die Prenisolon-Behandlung &hnliche positive
Effekte auf das Immunsystem hat, wie die antiretrovirale Therapie.

Methoden: In dieser Studie wurden insgesamt 154 PBMC-Proben (77 Placebo,
77 Prednisolon) des Studienzeitpunktes 12 Monate untersucht. Die PBMC
wurden mit Fluorochrom-markierten Antikérpern gegen CD3 (PerCP-Cy 5.5),
CD8 (FITC), CD38 (PE) und HLA-DR (APC) gefarbt und durchflusszytometrisch
analysiert. Folgende Populationen wurden definiert: T-Zellen (CD3+), CD8-
positive T Zellen (CD3+/CD8+), CD4-positive T Zellen (CD3+/CD8-), aktivierte T
Zellen (CD38+/HLA-DR+). Eine statistische Analyse der Daten erfolgte mit Hilfe
der GraphPad Prism Software.

Ergebnisse: Patienten mit Prednisolon-Behandlung zeigten im Vergleich zu
Patienten mit Placebo-Behandlung eine geringere Aktivierung der CD8+ T Zellen
(median 8.04 % [CI95% 8.158-11.54]) vs. median 9.74 % [CI95% 9.71-13.05]
sowie der CD4+ T Zellen (median 6.910% [CI95% 6.862-8.721] vs. median 8.185
% [C195% 8.088-10.49]). Die Unterschiede sind jedoch statistisch nicht signifikant
(p=0.1250 bzw. p=0.1032, U test). Bei einer Stratifizierung der Daten nach
Geschlecht erreichten die festgestellten Unterschiede zwischen Placebo- und
Prednisolonbehandlung bei  weiblichen Studienteilnehmern  statistische
Signifikanz (CD8+ Aktivierung: median 7.3 % [CI95% 7.413-10.26] vs. median
10.3 % [CI95% 9.927-13.69], p = 0.0248, U-test), sowie der CD4+ T Zellen
(median 6.735% [CI95% 6.448-8.476] vs. (median 8.36% [CI95% 8.274-10.72],
p = 0.0158, U-test), wahrend bei mannlichen Studienteilnehmern kein
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Unterschied auftrat. Die Lymphozytenaktivierung zeigte eine positive Korrelation
zur HIV-Viruslast (p = 0.0521 fur CD8+ und p = 0.0078 fir CD4+, lineare
Regression) und zum Immunaktivierungsmarker sCD14 (p = 0.0075 fur CD8+
und p <0.0085 fur CD4+, lineare Regression) und zum Aktivierungsmarker supar
(p = 0.0261 fur CD8+ und p < 0.0001 fur CD4+, lineare Regression). Aktivierte
CD4+ Zellen zeigten eine positive, aktivierte CD8+ Zellen eine negative
Korrelation zum Anteil an memory-B-Zellen (p = 0.0080 fur CD8+ und p < 0.0001
fur CD4+, lineare Regression). In einer Kaplan-Meyer-Analyse innerhalb des
Placebo-Arms zeigten Patienten mit einer héherne Immunaktivierung bei CD8+
T-Lymphozyten (Quartilen Q1 und Q2) eine signifikant schnellere Progression zu
AIDS als Patienten mit einer niedrigen Immunaktivierung (Quartilen Q3 und G4,
p = 0.0176).

Diskussion: In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Studienteilnehmerinnen
mit Prednisolon-Behandlung zum Zeitpunkt 12 Monate eine signifikant niedrigere
Lymphozytenaktivierung zeigen als Studienteilnehmerinnen mit Placebo-
Behandlung. Die Prednisolon-vermittelte Reduktion der Immunaktivierung
korrelierte mit verlangsamter Krankheitsprogression. Die HIV-induzierte
Immunaktivierung ist damit ein treibender Faktor in der Progression der
Erkrankung. Immunmodulatorische Therapien bei Patienten mit ungenigender
Immunrekonstitution unter antiretroviraler Behandlung konnten daher
maoglicherweise einen positiven Behandlungseffekt erzielen.

Zielsetzung dieser Arbeit ist die Bestimmung der Aktivierung von CD8+ und
CD4+ T-Lymphozyten bei Teilnehmern eines RCT, in dem der Effekt von niedrig-
dosiertem Prednisolon auf die Progression der HIV-Infektion untersucht werden
sollte. Die Ergebnisse sollten mit der Art der Behandlung (Placebo oder
Prednisolon), weiteren Markern der Immunaktivierung sowie der Viruslast
korreliert werden und der Effekt auf die Krankheitsprogression untersucht
werden. Aus diesen Ergebnissen sollten Rickschlisse auf die Effekte von
Prednisolon auf das Immunsystem, sowie ein besseres Verstandnis der

Immunpathogenese der Infektion gewonnen werden.
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