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1 Einleitung

1.1 Epidemiologie der HIV-Infektion

1983 konnten Luc Montagnier und seine Mitarbeiter laouis-Pasteur-Institut in Paris
ein Virus isolieren und identifizieren, mit dem keunehr als 33 Mio. Menschen
infiziert sind (UNAIDS. AIDS epidemic update, Dezben 2007). Bereits ein Jahr
spater wurde von Robert C. Gallo der Zusammenhangchen dem neu entdeckten
Virus, welches seit 1986 als humanes Immunschw@hs- (human
immunodeficiency virus, HIV) bekannt ist und zurtReirengruppe der Lentiviren
gehort, und dem Immunschwéchesyndrom (acquired mocheficiency syndrome,
AIDS) belegt [1]. Seither sind Uber 20 Jahre HIfgehung vergangen, in denen eine
antiretrovirale Therapie entwickelt wurde und daeu¥ zu einem der best erforschten
avanciert ist. Dennoch gibt es bis heute wedemelmpfstoff noch eine Therapie, die
zur Heilung des Patienten fihrt, so dass AIDS in Rlegel unweigerlich zum Tode
fahrt. Die Zahl der Infizierten vor allem in AfrikéAsien und Osteuropa nimmt weiter
zu. Weiterhin wurden alleine im vergangenen JabrNio. Neuinfektionen und 2,1
Mio. Tote gezahlt. Seit der Entdeckung des Virunl diereits Uber 20 Mio. Menschen
an AIDS gestorben. (UNAIDS. AIDS epidemic updatezBmber 2007)

1.2 Viruspathogenese

Eine Infektion mit HIV erfolgt durch die Ubertragginvon Korperfliissigkeiten von

einer infizierten auf eine nicht infizierte Persddas Virus befindet sich entweder
intrazellular in befallenen CD4+ T-Zellen, dendwtthen Zellen und Makrophagen oder
frei im Blut, in der Samenflussigkeit, den VagireMseten oder der Muttermilch [2].

Nach dem Eindringen in einen neuen Wirtsorganismusd das Virus von

dendritischen Zellen und Langerhanszellen in dimgren Lymphorgane transportiert
und an CD4+ T-Helferzellen durch Zell-Zell-Kontakeitergegeben. Hiermit beginnt
die akute Phase der HIV-Infektion, in der es zweemassiven Virusproduktion durch
aktivierte T-Zellen in den befallenen Lymphknotesmknt und der gesamte Kérper von
Virionen tberschwemmt wird [1]. Wahrend dieser 4eihn ein sehr hoher Virustiter

von bis zu 10 Viren/ml Blut bei Infizierten nachgewiesen werdamd die Anzahl der



CD4+ T-Zellen kann voriibergehend stark abnehmemig¢h geht die Virdmie mit
einer grippedhnlichen Symptomatik und einer Lymm@magbathie einher, kann aber
auch unbemerkt verlaufen. Bei allen Patienten iglsed akute Virdmie mit der
Entstehung von virusspezifischen CD8+ T-Zellen ggeait, welche HIV-infizierte
Zellen eliminieren konnen. Erst im Anschluss dakammt es zur Produktion von
neutralisierenden Antikdrpern gegen HIV. Trotz eisiarken Immunantwort entwickelt
sich jedoch eine chronisch persistierende Infekthamdie akute Infektion schlief3t sich
die asymptomatische Latenzphase an, in der jedeah Vollsténdiger Stillstand der
Virusreplikation vorliegt. Das Virus vermehrt sikbntinuierlich in geringen Mengen in
den lymphatischen Organen und die Zahl der CD4+elleZ nimmt leicht ab. Nach
durchschnittlich 6-8 Jahren kommt es zur Progressier Erkrankung. Die Viruslast
steigt stark an und die CD4-Zellzahl nimmt raschlab sie Werte unter 200 Zellen/ul
erreicht. In dieser Situation ist die Abwehr opparstischer Infektionen durch das
geschwachte Immunsystem oft nicht mehr moglich. Ddisische Bild dieser
Erkrankung wird unter dem Begriff AIDS (aquired imnodeficiency syndrome)
zusammengefasst und endet unbehandelt immer mitTaem[3]. Der Verlauf einer

unbehandelten HIV-1-Infektion ist in der nachfolgen Abbildung dargestellt.
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Abbildung 1: Der Kklinische Verlauf der unbehandelten HIV-Infektion [4]



1.3 Immunantwort und Immunpathogenese

Die unspezifische Immunantwort ist die erste Veitringsmoglichkeit des
Organismus gegen eindringende KrankheitserregenwoBlo l6sliche (Zytokine,
Chemokine, Komplementfaktoren, Mannose bindendektir,e Defensin) als auch
zellulare (Dendritische Zellen, Makrophagen, Natte Killerzellen, CD8+ T-Zellen
ohne zytotoxische Aktivitdt) Faktoren tragen daai, leine Infektion zu verhindern
oder, falls das nicht gelingt, ausreichend Zeit féine adaquate spezifische
Immunantwort zu schaffen [5]. Im Falle der HIV- éhktion ist vor allem die adaptive,
zellulare Immunitat von Bedeutung, um das Viruskomtrollieren, wobei CD8+ T-
Zellen die Hauptrolle zu spielen scheinen. Der deBeweis fiur die schitzende
Funktion HIV spezifischer, zytotoxischer T-Lymphoey wurde im Tiermodell der
Rhesusaffen erbracht, in dem die Tiere durch Depleder CD8+ T-Zellen zum
Zeitpunkt der Infektion nicht mehr in der Lage wardie VirAmie zu kontrollieren [6,
7]. Bei HIV-1 infizierten Personen wurde bereits8I%ine virusspezifische CD8+ T-
Zellantwort nachgewiesen [8]. Seither wurde melrfa;n Zusammenhang zwischen
dem Erscheinen einer CD8+ T-Zellantwort und demallafer Viruslast im Plasma im
Rahmen der priméaren HIV Infektion [9, 10] oder emgunstigeren Krankheitsverlauf
[11] nachgewiesen. Aufgrund der hohen Mutationsdee HI-Virus innerhalb eines
Wirtes entstehen im Laufe einer Infektion diverdeusvarianten, sogenannte ,Escape
Mutanten®, welche einer Erkennung durch das Immsiesy des Wirts immer wieder
entgehen kénnen. Dies scheint einer der Griinde daf§ein, das die Virusreplikation
nicht dauerhaft und effektiv unterdriickt werden rkafiL2]. Aul3erdem wurden
zahlreiche virale ,Escape“-Mutationen in definiert€D8-Epitopen in der akuten HIV-
Infektion beschrieben, was auf einen starken Immusiddurch spezifische CD8+ T-

Zellantworten hinweist [13-15].

1.4 T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat

Der erste Schritt der erworbenen Immunantwort ist Aktivierung naiver T-Zellen
durch antigenpréasentierende Zellen. Dies geschigimtch dendritische Zellen,
Makrophagen und B-Zellen. Die Aktivierung der TH2el fuhrt zur Proliferation, sowie
zur Differenzierung zu Effektorzellen [2]. Naive 8B T-Zellen differenzieren zu



zytotoxischen T-Zellen [16]. Diese spielen eine evebche Rolle bei der Verteidigung
des Wirts gegen Krankheitserreger, die im Zytosbeh — vor allem Viren. Befinden
sie sich erst einmal im Inneren der Zelle, werdenw®n Antikérpern nicht mehr
erreicht. Sie konnen nur noch dadurch eliminiertdea, dass die infizierten Zellen,
von denen sie abhangig sind, zerstort werden pEptaxische T-Zellen erkennen virale
Antigene, die an HLA(humanes Leukozytenantigen)ské&l-Molekile gebunden auf
der Zelloberflache prasentiert werden. Der so Istejjee Kontakt zu einer
virusinfizierten Zielzelle 16st Effektorfunktioneraktivierter CD8+ T-Zellen aus.
Wahrend die direkte Zerstérung HIV-infizierter A&zl mittels Zytolyse, ausgeldst durch
die Freisetzung zytotoxischer Granula (Perforinf@yane) oder Uber Rezeptor-
Liganden-Kontakt (fas/CD95-fasL/CD95-Ligand) (siehébschnitt 1.5), die
Hauptfunktion zytotoxischer T-Zellen darstellt, @piauch die Sekretion von Zytokinen,
Chemokinen und anderen loslichen Faktoren eineruiedde Rolle bei der Hemmung
der Virusreplikation [17].

1.4.1 Sekretion von Interferon gamma (IFNy), Tumornekrosefaktor alpha
(TNFa) und Interleukin 2 (IL-2) durch CD8+ T-Zellen

Erkennen zytotoxische T-Zellen ein virales Antiger der Oberflache einer infizierten
Zelle, so schitten sie Zytokine und Chemokine diesauf unterschiedliche Weise zur
Verteidigung des Wirts beitragen konnen. iNBeispielsweise hemmt die virale
Replikation und fihrt zu einer verstarkten Expressntiviral wirksamer Proteine, wie
auch HLA-Klasse-I-Molekile. Eine bessere Erkenninfgierter Zellen durch CD8+
T-Zellen ist so moglich. Zudem lockt die Sekretioon INFy Makrophagen zu den
Infektionsherden und aktiviert diese, so dass de HEffektor- oder Antigen-
prasentierende Zellen fungieren kdnnen [2]. Bistiemte der Nachweis der INF
Produktion CD8+ T-Zellen auf einen spezifischenmius hin als Nachweis fir eine
HIV-spezifische Immunantwort. Die Produktion vonANHIV-spezifischer CD8+ T-
Zellen lasst sich jedoch auch noch in weit fortheisienen Krankheitsstadien
nachweisen [18] und lasst sehr wahrscheinlich kéinesage Uber die Effektivitat

zytotoxischer T-Zellen zu.



Neben INF  produzieren T-Lymphozyten auch T&F ein potentes
proinflammatorisches Zytokin, welches zudem von ivaktten Makrophagen,
natirlichen Killerzellen und epithelialen Zellen pexniert wird. Seine wichtigste
Funktion ist es, die Aktivitat verschiedener Immelten zu regulieren. TNEFkann die
Apoptose, Zellproliferation, Zelldifferenzierung dirAusschittung anderer Zytokine
anregen [19] und zusétzlich die virale Genexpresaitd Replikation hemmen [20].
IL-2 ist ebenfalls ein Produkt aktivierter T-Lymptyten und ein wichtiger Regulator
der T-Zellfunktion und -uberlebensdauer. IL-2 inguiz die Proliferation und
Aktivierung CD4+ und CD8+ T-Zellen, potenziert diéytotoxizitat CD8+ T-
Lymphozyten und nattrlicher Killerzellen und stineul die B-Zellfunktion. Somit
spielt dieses Zytokin eine wesentliche Rolle bai Bmdammung viraler Infektionen
[21]. Bei HIV-Infizierten wurde bereits eine verndierte IL-2-Produktion von CD4+ T-
Zellen [22] aber auch CD8+ T-Zellen [23] beschrigbavas ebenfalls zu dem
Funktionsverlust HIV spezifischer Zellen beitradg&mnte.

1.4.2 HIV-assoziierte Apoptose der T-Lymphozyten

Die Apoptose ist eine sehr gut regulierte Form deltodes, die eigentlich dazu dient,
eine konstante Lymphozytenzahl aufrecht zu erhaltenHinblick auf die stetige
Erneuerung und Proliferation vorhandener Zellen umdibermaflige Immunreaktionen
im Rahmen von Infektionen zu verhindern [24]. Vingre HIV sind in der Lage, diese
regulatorischen Mechanismen zu ihren Gunsten zehrasichen. Einiges deutet darauf
hin, dass eine gesteigerte Apoptoserate lymphatisZbllen im Rahmen einer HIV-
Infektion eine groRe Bedeutung bei der Zerstérueg ldhmunsystems und somit beim
Kontrollverlust Uber das HI-Virus hat. Neben der ygiblogisch gesteigerten
Apoptoserate, als Folge des gesteigerten Zellumsatn Rahmen der chronischen
Immunaktivierung bei HIV, hat dieses Virus diversBtrategien, um den
programmierten Zelltod sowohl in infizierten alschunichtinfizierten Zellen zu
induzieren [24, 25]. Zu den bedeutendsten Mechasmshierbei gehoren die folgenden
zwei Hauptpfade der Apoptose: ,activation-inducetl death* (AICD), der tber den
Rezeptor CD95 (Fas) und seinen Liganden vermitelt[26], und ,activated T-cell
autonomous death” (ACAD), der mit Bcl-2 assoziist{27].



Der Fas-Ligand (Fas-L/CD95-L) befindet sich in dstembranen von aktivierten
zytotoxischen CD8+ und CD4+ T-Zellen und bindetdam Fas-Rezeptor (Fas/CD95)
in der Membran der antigenprasentierenden Zield2B¢ Dadurch werden Caspasen
aktiviert, die den programmierten Zelltod auslodeas Fas/Fas-L System spielt nicht
nur bei den antiviralen Wirtsmechanismen eine Ratedern auch bei der Kontrolle
der Immunantwort. Der Fas-Rezeptor wird zum ein@m \antigenprasentierenden
Zellen, aber auch von aktivierten Lymphozyten exyert, so dass sich aktivierte T-
Zellen Uber diesen Apoptosepfad selbst eliminiedeginnen und somit eine
Uberreaktion des Immunsystems verhindern konner. [2@ Rahmen einer HIV-
Infektion werden Genprodukte kodiert, wie gp120f Nied Tat, die sowohl zu einer
gesteigerten Expression von CD95 als auch seingantien fihren und somit eine
gesteigerte Apoptoserate nach sich ziehen [24].

Der Pfad ACAD wird auch als intrinsischer Apoptdsepbezeichnet und wird Uber
intrazellulare Sensoren, wie beispielsweise das oFsappressorgen p53, initiiert. Es
folgt die Zusammensetzung proapoptotischer Molekirieche zur Familie von bcl-2
gehdren, und oligomerische Poren in der Mitochamdriembran bilden. Das Resultat
ist die Freisetzung proapoptotischer Substanzer, @ytochrom C, SMAC(second
mitochondria-derived activator of caspase) und BtMI in den zytoplasmatischen
Raum, was wiederum mit dem Verlust des mitochoteltiaMembranpotentials
einhergeht und durch antiapoptotische Proteinebefie/bcl-XL geblockt werden kann
[24]. Diverse Genprodukte, unter anderem kodierden Regionen Env, Vpr, Tat, des
HIV Genoms, greifen in dieses System ein und filhzeneiner eingeschrankten
Produktion oder Funktion des antiapoptotischen dhnst bcl-2 und somit zu einer

gesteigerten Apoptoserate in HIV-infizierten Indiwen [24, 25].

1.4.3 Lytische Granula und ihre Hauptkomponenten Ganzyme und Perforin

Die Wirkung einer zytotoxischen T-Zelle beruht vallem darauf, dass sie
calciumabhangig lytische Granula freisetzt, sobald auf der Zielzelle einen
spezifischen Peptid-HLA-Komplex erkennt. Die Gransind modifizierte Lysosomen,
welche zytotoxische Effektorproteine enthalten. eSin davon, das Perforin,
polymerisiert in der Membran der Zielzelle und bilddadurch Poren, welche das



Eindringen von Granzymen, einer weiteren Gruppebfbektorproteinen, erméglichen.
Vor allem Granzym B wurde in den Granula von Zelhait zytotoxischer Aktivitat
nachgewiesen. Bei den Granzymen handelt es sicBenmproteasen, die im Inneren
der Zielzelle eine Enzymkaskade von Caspasen ak#wi und somit den
programmierten Zelltod, die Apoptose initiieren J3Bs gibt Studien, die zeigen, dass
sowohl die Expression von Perforin als auch vonn@&m B in Zellen, die ihre
Proliferationsfahigkeit als Folge eines gesteigeri&ellumsatzes verloren haben,
vermindert ist [31]. Dies konnte eine mdgliche Witsa fir den Funktionsverlust von

CD8+ T-Zellen im Laufe einer chronischen Infektsein [31].

1.5 Chronische Immunaktivierung als typisches Merkmal aer HIV-Infektion

Die HIV-Infektion ist charakterisiert durch den techreitenden Abfall der CD4+ T-
Zellen und eine chronische Uberaktivierung des Imgyatems. Es wird vermutet, dass
hier ein enger Zusammenhang besteht, da man methnuender Viruslast gleichzeitig
einen gesteigerten Zellumsatz und ein Abfallen @e#d-Zellzahl beobachtet hat [32].
Tatséachlich besteht sogar ein enger Zusammenhaisglen dem Ausmald der T-Zell-
Aktivierung und dem klinischen Verlauf einer HIVtéktion. Der Nachweis einer
erhohten Immunaktivierung scheint ebenso wie di&l-ZPBllzahl oder die Viruslast ein
zuverlassiger, ja vielleicht sogar besserer pradiktParameter Gber das Fortschreiten
der HIV-Infektion in das Stadium AIDS zu sein [3Besonders interessant in diesem
Zusammenhang sind HIV infizierte Schimpansen, dib als einzige Spezies neben
dem Menschen mit HIV infizieren lassen, jedoch high AIDS erkranken. Bei ihnen
lasst sich keine Uberaktivierung der T-Lymphozyteachweisen [34]. Scheinbar
kommt es hierbei durch Nef Genprodukte zu einemugilerten Expression von TCR-
CD3 (T-Zell Rezeptor CD3) und somit zu einer Verdarten T-Zell-Aktivierung.
Diese Funktion ist wohl im Laufe der Virusevolutiorerloren und somit unter
Umstanden die erh6hte Pathogenitat des Virus beemsighen verursacht [35], [36]
Verschiedene Oberflachenproteine und SerumparameierCD38, HLA-DR, CD25,
CD69, CD70, Neopterin, Tumornekrosefaktor Rezeptg-11 und [3>-Mikroglobulin,
werden zur Quantifizierung der T-Zell-Aktivierung efangezogen. Als

aussagekraftigster Parameter unter den Aktivienmagsern gilt die Expression von



CD38. Dabei handelt es sich um ein multifunktioeai@nsmembranes Glykoprotein,
dessen Expression schon in den frihsten Stadiefi-detl-Aktivierung gesteigert ist.

Physiologisch ist die Expression von CD38 assdzimit vermehrten Zell-Zell-

Kontakten, einer gesteigerten Zytokinproduktion weider beschleunigten CD4+ T-
Zell-Proliferation [32]. Man findet diesen MarkeeibHIV-negativen Individuen vor

allem auf der Oberflache naiver T-Lymphozyten, vedlor im Rahmen einer HIV-

Infektion vor allem CD8+ Memory-T-Zellen CD38 exmieren [37]. Die Hohe der
Expression von CD38 auf CD8+ T-Zellen generell &bert stark mit der Viruslast und
lasst vermuten, dass CD38 als Aktivierungsmarkehain Indikator der fortlaufenden
Virusreplikation sein kann [37].

Allerdings sollte man nicht vergessen, dass einmumaktivierung Grundlage einer
jeden gesunden Immunantwort ist. Abzugrenzen hrengd jedoch die UberméaRige
Immunaktivierung im Rahmen einer HIV-Infektion. Ihwird eine prognostische
Bedeutung im Bezug auf die Entwicklung von AIDS wheim Verlust der CD4+ T-

Zellen zugesprochen [33, 38]. Eine Erklarung hierkdnnte sein, dass HIV eine
beschleunigte Proliferation, Expansion und einenrfriveten Zelltod der T-

Lymphozyten nach sich zieht. Der erhohte Zellumsat#fgrund einer unkontrollierten
Aktivierung, konnte zu einer Erschopfung der regatieen Fahigkeiten des
Immunsystems fihren und auf diesem Wege eine Abealuer Zellzahl und

Funktionsfahigkeit verursachen [39, 40].

1.6 Proliferationsverhalten und verfrihte klonale Erschopfung in Rahmen einer
HIV-Infektion

Eine chronische Aktivierung von T-Zellen, wie mare sm Rahmen einer HIV-
Infektion findet, kann zur Entstehung HIV-spezifisc, CD8+ T-Zellen fihren, die
zwar in der Lage sind, Zytokine wie INKInterferon gamma) zu produzieren, aber
unfahig sind, sich weiter zu teilen [41]. Der Vestluler Proliferationsfahigkeit stellt das
Stadium der sog. ,replikative senescence” dar umank eventuell Folge einer
andauernden Antigenstimulation sein [42]. Als belssas Merkmal dieses Stadiums

gelten stark verkirzte Telomere.



Als Telomere bezeichnet man die genetischen Sequeran den Enden der
Chromosomen, welche von groR3er Bedeutung fir dibilgait der Chromosomen sind.
Bei jeder durchlaufenen Zellteilung werden die Tedoe verklrzt, bis keine weitere
Zellteilung mehr mdglich ist. Sie dienen somit awalk Schutzmechanismus gegen
unlimitiertes Wachstum [43]. Es gibt einzelne Bbt& dass HIV-infizierte Personen,
CD8+ T-Zellen mit reduzierter proliferativer Kapt#i und verkirzten Telomeren
besitzen, mdglicherweise als Folge einer chronisd¢hrenunaktivierung und verfrihten
klonalen Erschopfung [44]. Der genaue PhéanotyphsolZellen ist noch nicht sicher
identifiziert, jedoch findet man gehauft eine BE)gmien von CD57 auf der
Zelloberflache [41]. Weiterhin kann das Kernantig€it7 als Proliferationsmarker
verwendet werden, da es nur von Zellen exprimiénd,vdie sich im Replikationszyklus
befinden [33]. Ein inadaquates ProliferationsvadraHIV-spezifischer CD8+ T-Zellen
konnte ebenfalls eine Ursache fur den Kontrolha&rides Immunsystems tber das HI-

Virus sein.

1.7 Zielsetzung

HIV-spezifische zytotoxische T-Lymphozyten spieleime bedeutende Rolle in der
Immunantwort gegen HIV-1 und der Kontrolle der VWim&. Trotz allem kommt es
jedoch im Verlauf der Infektion bei den meistenB#enen zum Anstieg der Viruslast,
zum Abfall der CD4-Zellzahl und zum Ausbruch vonDS, obwohl auch in diesem
fortgeschrittenen Stadium der Infektion CD8+ T-Zatlworten mittels INR-
Produktion nachgewiesen werden kdnnen [18, 45-Bifjen statistisch signifikanten
Unterschied der IN\=Produktion durch CD8+ T-Zellen bei HIV-Infiziertedie in der
Erkrankung fortschreiten, und solchen, die das itiber Jahre hinweg spontan
kontrollieren, liel3 sich nicht nachweisen [47].ifsalso davon auszugehen, dass CD8+
T-Zellen im fortgeschrittenen, chronischen Stadiden Infektion funktionelle Licken
aufweisen, die sich nicht durch INBasierte Untersuchungsmethoden nachweisen oder
durch ,Escape” Mechanismen erklaren lassen.

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es daher, weitefiektorfunktionen CD8+ T-Zellen zu
untersuchen. Wir haben HIV-spezifische CD8+ T-Zell®n 28 Patienten mit einer
HIV- Infektion auf deren Fahigkeit, weitere Zytokirzu synthetisieren (TNFund IL-



2), untersucht. Weiterhin haben wir unser Augennaerfidie Effektorfunktion Zytolyse
(mittels Perforin und Granzyme B), die Proliferasfahigkeit (mittels CD57 und
Ki67), den Aktivierungszustand (mittels CD38 undA4DR) und die Empfanglichkeit
fur Apoptose (mittels bcl-2 und CD95) gelegt. Dieubjpzierten Studien zu
Immunaktivierung, Apoptose und Proliferationsgeskte beschranken sich zur Zeit
der Durchfihrung dieser Arbeit auf die Gesamtheit @D4+ und CD8+ Zellen. Viel
wichtiger fur eine konkrete Beurteilung im Verlagifhier HIV-Infektion scheint jedoch
die Untersuchung HIV spezifischer, CD8+ T-Zellenllg® was in der chronischen,
fortschreitenden Infektion bisher noch nicht gebemeist. Um eine bessere Aussage
treffen zu kbnnen, wurde zum Vergleich eine Grugpe sechs HIV Infizierten
untersucht, die ohne antiretrovirale Therapie i dlage sind, die Viramie zu

kontrollieren.
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2 Patienten, Materialien und Methoden

2.1 Patienten

Fur die vorliegende Studie wurden 28 HIV-infiziefatienten des Massachussetts
General Hospital (MGH) und des Lemuel Shattuck Habpin Boston,
Massachussetts/USA untersucht. 22 von ihnen befiasida in einem fortgeschrittenen
Stadium der Infektion und wurden zur Kohorte derogPessors gezéhlt. Als
Kontrollgruppe wurden sechs Patienten mit asymptsctzer HIV-1 Infektion,
sogenannte Controllers, in die Studie mit einbempg#eren Viruslast Uber einen
Zeitraum von mindestens zwei Jahren ohne antireadevTherapie unter 10000 RNA-
Kopien/ml lag und deren CD4-Zellzahl nicht abfiélifisch relevante Daten sind
Tabelle 1 zu entnehmen). Fir die Kohorte der Pesgms musste mindestens eines der
folgenden Kriterien erflllt sein. Viruslast 45000 RNA-Kopien/ml (Roche Amplicor
Assay Version 1.0), CD4-Zellzakl 350/ul oder das Auftreten einer opportunistischen
Infektion als eindeutiges Kriterium fir das StadiudiDS. Die Obergrenze der
Viruslast lag Assay-bedingt am Lemuel Shattuck Haspbei >500000 RNA-
Kopien/ml und am MGH bei >750000 RNA-Kopien/ml. ZuBeitpunkt der ersten
Blutentnahme waren alle in diese Kohorte eingessaoen Patienten fir mindestens 3
Monate unbehandelt, hatten also keine hochaktiveetovirale Therapie (HAART)
erhalten.

Das Studienprotokoll wurde von der Ethikkommissides Massachussetts General
Hospital und des Lamuel Shattuk Hospital genehnfitie beteiligten Patienten gaben

ihr schriftliches Einverstandnis zur Studienteilmah
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. ) _ A2 SI9
| o1 | eis0 | sso  ozes 57; 06,07 | o2 o0
8 | C2 4970 | 709 01;24 13,57 06;- B57 KF11
S | c3| 1190 | 468 03 0818 os07 | BBEIB
- ’ ’ : B8 FL8
S "ca | 49 | 837] 0230 4457 05,18 |  B57 KFL1
© [7Cs5 | 1290 | 945 02,74 44,53 04,07 B8 FL8
Cé | 1210 | 602] 02 14:40 03,08 A2 SL9
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_ . | 1 A2SL9
S| P1| 12000| 12| 0301:0201 3544 04010704,
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2 [ P4 | 45700 571 26,30 18,38 05,12 A2 SL9
S| P5 | 48700 | 400  03;25 42,5701 03;- A3 QK10
S| ps | 49900 | 320 0168 08,57 o7:18| oo o
— | P7 | 58000 460 0201,24] 1552 03,12 A2 SL9
= 17P8 | 67600 447 0201,3|  40015] 01,03 A3 QKL0
o
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O
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D_ . . .
5| Pl0| 94500| 592 01;24 08;18 o712 oonS
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Tabelle 1: Klinisch relevante Patientendaten der Catrollers (C) und der Progressors (PI-PIV)

(ID: Identifikation der Patienten; VL: Viruslast;lA: Humanes Leukozytenantigen)
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2.2 Peptide

Die von uns zur Stimulierung von PBMC (Peripherdbd®l Mononuclear Cells)

verwendeten synthetischen Peptide waren zwischemn@6l9 Aminosauren lang und
Uberlappten um 10 Aminosauren. Die insgesamt 4]fiidee deckten alle von HIV

exprimierten Proteine (Gag, Nef, Rev, Tat, Vpu, Mpol, Env und Vif) ab und wurden
entsprechend der Consensus-Sequenz Stamm B 20036]3%ergestellt. Inre Synthese
erfolgte mit Hilfe eines automatischen Peptidsysitters (MBS 396; Advanced

Chemtech, Louisville, Ky.) unter der Verwendung dduorenylmethoxycarbonyl-

Methode.

Um Immunantworten gegen einzelne Epitope nachzwneisvurde zunéachst eine
Matrix eingesetzt, die verschiedene Peptidpoolsielt Jedes einzelne Peptid war
hierbei immer in zwei verschiedenen Pools vertretBri sich Uberschneidenden
positiven Ergebnissen konnte in einem zweiten Bliggrsuch gezielt die

Immunantwort gegen ein einzelnes Peptid bestaggten [47].

2.3 Antikorper

2.3.1 Antikorper fur den INF y-ELISpot

Antikorper INFy-ELISpot Firma

1. Anti-human IFNy MABTECH AB
2. Biotin (Anti-human IFNy) MABTECH AB
3. Streptavidin-ALP-PG MABTECH AB

Tabelle 2: Antikdrper INF y-ELISpot

2.3.2 Antikorper fur die Intrazellulare Zytokinfarbung (I CS)

Oberflachenantikorper Markierung |Firma

Anti human CD8 PerCP BD Bioscience

Tabelle 3: Oberflachenantikérper
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Intrazellulare Antikorper

Markierung

Firma

Anti-Human INFy

APC

BD Pharmingen

Anti-Human TNFx

FITC

BD Pharmingen

Anti-Human IL-2

PE

BD Pharmingen

Tabelle 4: Intrazellulare Antikdrper

2.3.3 Tetramere und Antikorper fir die Tetramerfarbung

Class | iTAg™ MHC Tetramers

BECKMAN COULTER

B8 EI8 HLA-B*0801-APC
B8 FL8 HLA-B*0801-APC
B57 KF11 HLA-B*0801-APC
A2 SL9 HLA-A*0201-APC
A3QK10 HLA-A*0201-APC

Tabelle 5: Tetramere

Antikorper fur Oberflachenfarbung Markierung Firm a

Anti human CD8 PerCP BD

Anti human CD38 PE BD Pharmingen
Anti human CD57 FITC BD Pharmingen
Anti human CD95 PE Pharmingen
Anti-HLA-DR PE Becton Dickinson

Tabelle 6: Oberflachenantikdrper Tetramerfarbung

Antikorper fur intrazellulare Farbung Markierung | Firma

Anti human Perforin FITC Pharmingen

Anti human Ki67 FITC BD Pharmingen

Anti human Granzyme B PE Caltag Laboratories
Anti human Bcl-2 FITC Caltag Laboratories

Tabelle 7: Intrazellulare Antikdrper Tetramerfarbun g
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Isolierung von peripheren mononukledren Zellen au¥/ollblut (PBMC)

Uber einen Ficoll-Gradienten

Mit Hilfe des Ficoll-Gradienten wurden PBMC aus ddtut von HIV infizierten
Patienten isoliert. Dazu wurde EDTA-BIut gleichngiftn etwa 15ml Portionen auf
50ml Zentrifugenrdhrchen verteilt und 1:1 mit raemperierten Medium verdinnt.
Hierfir wurde R10 Medium verwendet. AnschlieRendrdeu das verdiinnte Blut
vorsichtig mit Ficoll (Histopaque-1077, SIGMA) undehichtet und fur 30 Min bei
1500 rpm (Raumtemperatur, 120s Anlaufzeit, ohnerBe) zentrifugiert.

Nach der Ficoll-Histopaque-Zentrifugation entstdoigende Verteilung: Aufgrund der
hoheren Dichte sammelten sich Erythrozyten und @oayten am Grund des
Zentrifugenrohrchens. Als zweite Lage folgte diedHschicht. Die weniger dichten
mononukledren Zellen wie Lymphozyten (B- und T-Lympyten), NK-Zellen und
Monozyten sammelten sich oberhalb der Ficollschictdt unterhalb des Mediums und
konnten abgesaugt werden.

Das abgesaugte Gemisch aus PBMC, Medium und Riaollie mit Medium verdiinnt
und danach fir 10 min bei 1500 rpm (Raumtemperatut, Bremse) zentrifugiert.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgesaugt und edéstandene Zellpellet in
ausreichend Medium resuspendiert. Dieser Waschragrgaurde noch weitere zwei
Mal wiederholt.

Das zuletzt erhaltene Zellpellet wurde in R10 Mediwesuspendiert. Die Zellen
konnten dann gezahlt werden und bis zur weiteremw®iedung bei 37°C im
Brutschrank aufbewahrt werden.

2.4.2 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mit Hilfe em®@lastik-Hemacytometer. Daflr
wurden die Zellen gut resuspendiert und ein Aliqdatvon in einem geeigneten
Verhéltnis mit DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffegadine, Cellgro Mediatech Inc.)
und Trypanblau (0,4% L6sung, Cellgro Mediatech)inerdinnt (in der Regel eine
Verdinnung um den Faktor 10, 50 oder 100). Da ote Zellen durch Trypanblau
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angefarbt werden, erméglichte diese Farbung di¢éirBesing der Zelldichte, sowie der
Vitalitat der Zellen.

Jede Zahlkammer enthielt neun GroRR3quadranten, thidemum alle in weitere neun
Quadranten unterteilt waren. Zur Zelldichtebestimguwurden jeweils zwei

GrolRquadranten gezahlt. Die dabei erhaltene Zéllkblwurde mit dem Mal3 der

Verdinnung V multipliziert und durch die Anzahl dggzahlten Quadranten Q geteilt.

Dabei erhielt man die Anzahl der Zellen 40l. Die Formel lautete also:

PBMC/ml = N x V/Q x18 Zellen/ml

2.4.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen

Die einzufrierenden Zellen wurden zunachst geadit anschlieRend bei 1500rpm flr
10min bei 4°C zentrifugiert. In der Zwischenzeitrde ausreichend Losung vorbereitet,
in welche die Zellen vor dem Einfrieren aufgenommemden. Diese bestand aus FCS
(Fetal Bovine Serum, SIGMA) und 10% DMSO (Dimethyisxid (CHs).SO, Fisher
Biotech). Nach dem Zentrifugieren wurde der Uberdtabgesaugt und das Pellet in
einem kleinen Volumen resuspendiert. AnschlieRende die Einfrierlosung langsam
hinzu pipettiert. Die Kryor6hrchen wurden mit jelgeiml der Suspension befullt und
tiefgefroren. Anschliel3end konnten die Zellen iagsigstickstoff bei —190°C beliebig
lange gelagert werden. Ein Rohrchen enthielt in Begel zwischen 10 und 20
Millionen Zellen.

Um kryokonservierte Zellen wieder fiur Experimenta zerwenden, wurden die
eingefrorenen Zellen im Wasserbad oder in der Hamz aufgetaut und sofort zweimal
mit Medium (R10) gewaschen.

Da das im Einfriermedium enthaltene DMSO zytotolisst, wurden die Zellen stets

zlgig bearbeitet. Dies galt sowohl fur das Einérerals auch fur das Auftauen.
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2.5 Immunologische Methoden

2.5.1 INFy-ELISpot

Zur Detektion HIV-spezifischer CD8+ T-Zell-lmmunardrten wurde ein IFN
Elispot verwendet. Hierbei wurden frische oder amrtgg aufgetaute PBMC HIV
infizierter Patienten durch Zugabe der zuvor bsrbischriebenen Peptide stimuliert.
Dabei produziertes IFNwurde mit Hilfe spezifischer Antikérper auf einglembran
gebunden und konnte im weiteren Verlauf durch Avdarsichtbar gemacht werden.
Hierzu musste zundchst am Vortag eine 96-well-Biiglatte mit IFNy-Antikorper
(Anti-Human mAb 1-DK1) beschichtet werden. Pro #lavurden 5ul Antikdrper und
10ml steriles DPBS mit einer Multikanalpipette atfggen. AnschlieRend wurde diese
Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Am folgenden Tag weurdie Platte vor Gebrauch
sechsmal mit 1% FCS haltigem DPBS gewaschen uras jétell mit 30ul R10 (RPMI
1640 mit 10% FCS) befullt. Danach wurden jeweilspli0der einzelnen Peptidpools
oder Peptide (Konzentration 200ug/ml) dazu pipettidls letztes wurden dann
zwischen 0,5 und 1x20PBMC pro Well hinzu gegeben. Es folgte eine 14 b6-
stiindige Inkubationsphase bei 37°C und 5%CO

Als Negativkontrolle wurden PBMC ohne Zugabe stiengnder Peptide und als
Positivkontrolle PBMC mit Phytohemagglutinin (PAkikubiert.

Am dritten Tag wurde der Elispot entwickelt. Dazurden die Platten zunachst erneut
sechsmal mit DPBS gewaschen. Das produzierteylffidftete nun an der Membran,
gebunden an den ersten Antikdrper. Als nachsteslavdann 5ul des zweiten anti-
IFNy-Antikorpers (anti-humanes IFM-mAb 7 B6-1-Biotin) in 10ml DPBS verdinnt
und mit Hilfe einer Multikanalpipette auf die Phlattaufgetragen. Nach einer
einstindigen Inkubation bei Raumtemperatur wurden FRlatten erneut sechsmal
gewaschen und es wurden 5ul Streptavidin in 10nB®Bur Platte dazugegeben. Die
Platten wurden damit fir 45min bei Raumtemperahd im Dunkeln inkubiert. Nach
einem weiteren Waschvorgang mit DPBS wurden digdPlagefarbt. Dazu wurden pro
Platte von den beiden Farbreagenzien jeweils 1801 (Nitroblau Tetrazolium) und
BCIP (Bromochloroindolyl-Phosphat) in 10ml TRIS-Ruf(pH 9,5) verdinnt und mit
einer Multikanalpipette aufgetragen. Bereits nadnigen Minuten wurden einzelne
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dunkle Punkte sichtbar. Das endgultige Ergebnisntemach ca. 20min abgelesen
werden.

Anschlieend wurden die Platten mit 0,05% TweenZRolypoxiethylen-20-
Sorbitanmonolaurat, Fisher Biotech) in DPBS dezieft und der Farbungsprozess
durch Waschen der Platten unter flieRendem Leitwagser unterbrochen. Vor der
Auswertung mussten die Platten getrocknet werden.

Die IFN-y Produktion wurde mit Hilfe eines Elispotplatterdgerats direkt visualisiert
und gezahlt und in Form von SFC (spot forming $gii® 1x16 eingesetzte Zellen
ausgedruckt.

Die Negativkontrollen lagen immer bei 30 SFC pro 1x1Deingesetzte Zellen. Ein
Well wurde dann als positiv gewertet wenn mindest®® SFC/1x1DPBMC gezéhlt
wurden und dieser Wert mindestens dreimal héhedetsHintergrundwert war. Als
obere Grenze hatten wir 200 Punkte pro Well gesdtztein Z&hlen daruber hinaus

nicht mehr reproduzierbar war.

2.5.2 Durchflusszytometrie

Mit Hilfe der Durchflusszytometrie (FACS = Fluoresce Activated Cell Sorting)
konnten wir die Expression bestimmter Antigene zlfularer Ebene analysieren. Der
Nachweis der Antigene erfolgte mit Hilfe von fluesekenzmarkierten Antikdrpern, die

sich an das gesuchte Antigen anlagerten.

18



2.5.3 Intrazellulare Zytokin Farbung (ICS)

Um die Zytokinproduktion CD8+ T-Zellen zu unterseoh verwendeten wir die
Methode der intrazellularen Farbung. Wir untersechtlie INF-, TNFa- und IL2-
Produktion. Indem wir die Zellen fur alle drei Zigne in demselben Ansatz farbten,
war im weiteren Verlauf eine Aussage dartber mbglab die CD8+ T-Zellen des
jeweiligen Patienten nur ein bestimmtes Zytokin rodeehrere zur gleichen Zeit
produzierten.

Fur diesen Versuch wurden sowohl frische als auth\@rtag aufgetaute Zellen
verwendet, die in R10-Medium aufgenommen wurden.

Die zu untersuchenden PBMC wurden in einem Volunaen 1ml in die FACS-
Rohrchen gegeben. Die ideale Zellzahl hierbei lgetn2 Millionen Zellen pro FACS-
Rohrchen. Dazu wurden dann 20ul Peptid (KonzeotraflOOul/ml) pipettiert. Als
kostimulatorische Faktoren wurden noch jeweils CDR8 und CD49d (Konzentration
1pg/ml) dazugegeben. Daraufhin wurden die PBMCefiie Stunde bei 37°C und 5%
CO, (Kohlendioxid) inkubiert. Anschliel3end wurde Brelia A dazugegeben, um die
Zytokinsekretion zu hemmen. Darauf folgt eine setihglige Inkubation bei 37°C, 5%
CO.. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit 1% H@8igem DPBS gewaschen
und dabei jeweils 10min bei 1500rpm zentrifugi@er Uberstand wurde vorsichtig
abgeschdttet.

Als erster Antikdrper wurden daraufhin der Obettfid@gcantikorper anti-CD8-PerCP
(5ul) dazu gegeben. Zellen und Antikdrper wurdem3@imin bei 4°C inkubiert. Nach
einem Waschgang mit 1% FCShaltigem DPBS wurdenZditeen mit jeweils 100ul
Fix/Perm Solution A (Caltag) fixiert. Die FACS-Rd@men wurden daraufhin zur
Inkubation Gber Nacht im Kihlraum aufbewahrt.

Am zweiten Tag wurden die Zellen erneut mit 1% F&l&pem DPBS gewaschen und
fur 10min bei 1700rpm und 4°C zentrifugiert. Ab rhisollten mdoglichst alle
Waschschritte bei 4°C ablaufen.

Um die Zellen permeabel zu machen, wurden sie 3amid mit jeweils 100u! Fix/Perm
Solution B (Caltag) bei Raumtemperatur und im Dumkakubiert. Pro FACS-
Rohrchen wurden 7ul IFMAPC, 10ul TNFe-FITC und 15 pl IL2-PE dazupipettiert.
Nach weiteren 30min bei 4°C wurden die Zellen npaleimal mit 1% FCS haltigem

DPBS gewaschen und in DPBS resuspendiert.
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Als Negativkontrolle diente ein Réhrchen mit dezighen Anzahl PBMC, welches kein
Peptid erhielt, ansonsten jedoch gleich prozessiartde. Somit liel3 sich eine falsch
positive Zytokinproduktion ausschliel3en.

Es erfolgte die durchflusszytometrische Auswertang FACS-Calibur. Anschliel3end
konnten die erhobenen Daten mit Hilfe der entspedbn Software (Cellquest)

bearbeitet und gesichert werden.

2.5.4 Tetramerfarbung

T-Zellen erkennen Antigene, die an HLA-Molekulerf dar Oberflache einer Zielzelle
gebunden sind. Diese Erkennung durch den T-Zelhtereist spezifisch flr das
prasentierte Epitop und ein bestimmtes HLA-Allelnes Individuums. Die
Tetramerfarbung macht sich dies zu Nutze und erictitgkeine hoch sensible und
spezifische ldentifizierung antigenspezifischerl&eldurch deren Bindung an losliche
Peptid-HLA-Komplexe, die mit einem entsprechendearbBtoff (Streptavidin)
gekoppelt sind. Da monomerische Komplexe erfahrgegsi3 nur schwach binden,
werden in der Regel Tetramere verwendet.

Bei der Verwendung dieser Methode in unserem Ewrpat wurden die zu
untersuchenden PBMCs eines Patienten auf funf FRGI8<chen verteilt (ca. 1 Mio.
Zellen/R6éhrchen) und einmal mit 1%FCS haltigem DRR®aschen, anschlieRend bei
1500 rpm fir 10 Minuten zentrifugiert und der Ubarsl abgegossen. Als
Negativkontrolle enthielt ein Réhrchen nur den CDerflachenantikérper und kein
Tetramer. Dann wurden je 2 pl des jeweiligen Te&aniabhangig vom HLA-Typ des
Patienten und dem zu untersuchenden Epitop) irideelnen Rohrchen gegeben und
fur 30 min. mit den Zellen inkubiert. Die Zellen wien erneut in DPBS/1%FCS
gewaschen. Als nachster Schritt wurden die Obdréiaantikérper (CD8-PerCP, CD57-
FITC, HLA-DR-PE, CD38-PE, CD95-PE) dazu gegebentdigte eine Inkubation von
weiteren 30 min. bei 4°C. Die Zellen wurden ernaiit1% FCS/DPBS gewaschen und
mit je 100ul Fix/Perm A zur Fixation mindestensrii bei Raumtemperatur oder 4°C

inkubiert.
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Abbildung 2: Pipettierungsmuster der Tetramerféarbung

Nach einem weiteren Waschgang mit 1% FCS/DPBS wwume Rohrchen 100ul
Fix/Perm B dazugefigt und 15 min. bei Raumtemperahkubiert. Auf die

anschlieBende 30-minitige Inkubation mit den irgHatEren Antikbrpern bei 4°C
folgte eine zweimalige Waschung mit 1%FCS/DPBS iealie Auswertung am FACS-
Calibur. Die Verteilung der extra- und intrazeli@é Antikorper auf die einzelnen
FACS-Ansatze geht aus Abb. 2 hervor.

2.6 Statistische Methoden

Die Auswertung, Analyse und graphische Darstelldegerhobenen Daten erfolgte mit
Hilfe des Programms Graph Pad Prism 3.0. Fir derglsfeh der untersuchten
Patientengruppen miteinander wurde der Mann-Whitniéest herangezogen. Zur
Untersuchung einer méglicherweise bestehenden latioe der erhobenen Daten zu

Viruslast beziehungsweise CD4-Zellzahl diente liedre Regressionsanalyse.
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3 Ergebnisse

3.1 Screening der Patienten auf CD8+ T-Zellantworten nitels INFy-Elispot

HIV-spezifische, INf-positive CD8+ T-Zellantworten sind stark und brgéfachert in
Patienten mit fortgeschrittener HIV-Infektion.

Untersucht wurden 22 HIV-infizierte Patienten, dieh in einem fortgeschrittenen
Stadium ihrer Erkrankung befanden und die ViruslastBlut nicht unterdriicken
konnten. Diese wurden mit zunehmender Viruslastién Untergruppen (Progressors;
PI-PIV in Tabelle ] aufgeteilt. Die mittlere Viruslast der Progressaler vier Gruppen
lag bei 205653 Kopien/ml (variierte von 7670 bi®@61 Kopien/ml); die mittlere CD4
Zahl war 275/ul (variierte von 3 bis 992 /ul). Mig INF Elispot wurden, unter
Verwendung eines Peptidsets, das alle von HIV exprien Proteine abdeckte, sowohl
Breite als auch Hohe der CD8+ T-Zellantworten weht (siehe Abbildung 3). In
allen untersuchten HIV-Infizierten lieRen sich aille Immunantworten gegen
mindestens zwei verschiedene immunogene Regionecthwessen, wobei die
genetischen Regionen des HI-Virus Gag, Pol, Neftamd am haufigsten eine CD8+ T-
Zellantwort hervorriefen (siehe Abbildung 3). Diehwiachsten CD8+ T-Zellantworten
wurden in Patient P1, mit einer Viruslast von n28A0 und einer CD4-Zellzahl von 12
nachgewiesen. Bei ihm wurden nur drei CD8+ T-Zélemten mit einer Gesamtstéarke
von 710 SFC/1DPBMC. Breite oder Starke der CD8+ T-Zellantwort@miierten stark
und auch nach grindlicher Auswertung liel3 sich Keisammenhang zur Viruslast oder
CD4-Zellzahl herstellen (Daten hierzu bereits viendtlicht [18]). Zum Beispiel zeigte
der Untersuchte P16 (VL: 278000 Kopien/ml; CD4-Zafil: 58/ul) eine deutlich
starkere zellulare Immunantwort als P2 (VL: 7670pkea/ml; CD4-Zellzahl:992/ul).
Als wir nun die CD8+ T-Zellantworten dieser Patemtmit denen einer Gruppe aus
Long Term Non Progressors verglichen, so liel3 sieder in der Starke noch in der
Breite der Antworten ein signifikanter Unterschigzbtstellen (Daten hierzu bereits
veroffentlicht [47]). Die INF Produktion der CD8+ T-Zellen schien also keine sage
Uber die Wirksamkeit dieser Immunantworten zu machks stellte sich also die Frage,

worin sich diese beiden Patientengruppen dennotgrsaneiden.
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A CD8 T-Zell Antworten im INFy Elispot
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Abbildung 3: CD8 T-Zell Antworten im INFy Elispot

(A) Gesamtheit der CD8+ T-Zellantworten gemessen ttels INF-y Elispot fur jedes HIV Protein
und jeden der 22 Progressors in Verbindung mit derjeweiligen CD4-Zellzahl. (B) Prozentualer
Anteil eines einzelnen HIV-Proteins an der gesamterBreite der HIV-spezifischen CD8+ T-

Zellantworten aller untersuchten Personen.
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3.2 Untersuchung HIV-spezifischer CD8+ T-Zellen auf dieProduktion der
Zytokine TNFe und IL-2

Die Mehrzahl der antigenspezifischen Zellen hatRdibigkeit, zusatzlich zu INFauch
TNFa zu produzieren.

Alle Peptide, die im Elispot (siehe 3.1) eine Immantwort > 350 SFC/Mio. PBMC
hervorriefen, dienten der anschlieRenden Stimulater CD8+ T-Zellen in der ICS.

In diesem Experiment wurden nur 26 Patienten unthits da von P3 und P18 nicht
genugend Zellen vorhanden waren. Bei den Versudtetite sich heraus, dass
zusatzlich zur INF Produktion, die bei den HIV-spezifischen CD8+ TiZe
nachgewiesen werden konnte, alle CD8+ T-Zellen aldka produzierten und diese
Fahigkeit, trotz weit fortgeschrittener Infektionicht verloren. Durchschnittlich liel3
sich in 53% (6-71%) der CD8+ T-Lymphozyten, die {N¥foduzierten, zusatzlich eine
TNFa Produktion nachweisen (Abbildung 4A). Siehe hiemit Progressor P9 ein
typisches Patientenbeispiel in Abbildung 5. Die walsme bildeten zwei
Versuchspersonen aus der Gruppe der Progressorderoen nur eine geringe THF
Produktion, mit 12% bei P1 und 6% bei P8 (sieheiliobg 4A und Abbildung 6),
nachgewiesen werden k. Dabei handelte es sich hedmht um Patienten mit der
hdchsten Viruslast oder der geringsten CD4-ZellAsldhe_Tabelle )1 Ein Beispiel
dafur, dass sich keine Korrelation zwischen TNProduktion und CDA4-Zellzahl
(R2=0,0017; p=0,8616) oder Viruslast (R2=0,03330,4416) finden liel3, ist Patient
P19, bei dem sich, trotz niedrigster CD4-Zellzatwh \B/pl in, 58% der IN¥ positiven
Zellen TNFx nachweisen lie3. Auch bei P22, mit der hdchstenusiast von
>750000/ml, liel3 sich in 55% der INFpositiven Zellen TNE nachweisen (siehe
Abbildung 4B und C).

In der Vergleichsgruppe, bestehend aus sechs dlemrofand sich das gleiche
Ergebnis. Auch hier liel3 sich in den CD8+ T-Zelldler Versuchspersonen, zusatzlich
zu INFy auch TNRx nachweisen. Der Durchschnittswert lag bei 58% @ilemg: 24-
78%) fur den Anteil TNE produzierender Zellen von den IXpositiven Zellen (siehe
Abbildung 4A). Auch hier lief3 sich kein statistissignifikanter Zusammenhang zu
Viruslast und CD4-Zellzahl ermitteln (siehe Abbidy 4B und C).
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Abbildung 4: TNFa Produktion

(A) Anteil TNFa produzierender Zellen unter den INFy positiven CD8+ T-Zellen aller Probanden
(B) Keine Korrelation zwischen TNFa-Produktion und CD4-Zellzahl(R2=0,0017; p=0,8616){C)
Keine Korrelation zwischen TNFa-Produktion und Viruslast(R?=0,0017; p=0,8616);
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Abbildung 5: Beispiel fur eine ausgepragte INk- und TNFa- Produktion bei Progressor P9
(VL: 83400Kopien/ml; CD4-Zellzahl; 316/ul);

(A) Negativkontrolle CD8+ T-Zellen unter den Lymphazyten im eingeblendeten Gate; (B) INf~
Produktion CD8+ T-Zellen nach Stimulation durch Pepid 44 in %; (C) Darstellung ausschlief3lich
CD8+ T-Zellen: Im rechten oberen Quadranten Produkion von INFy und TNFa durch CD8+ T-
Zellen in %;
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Abbildung 6: Ausnahmebeispiel fir eine geringe TNB-Produktion: Progressor P1
(VL: 12900Kopien/ml; CD4-Zellzahl: 12/ul)

(A) Negativkontrolle: CD8+ T-Zellen unter den Lymphozyten im eingeblendeten Gate ohne INF
Produktion; (B): INF y-Produktion CD8+ T-Zellen nach Stimulation durch Peotid B44 AW11; (C)

Darstellung ausschlie3lich CD8+ T-Zellen. Im rechte unteren Quadranten sieht man CD8+ T-
Zellen, die INFy produzieren; eine TNFa Produktion lasst sich hier kaum nachweisen, wie mmin

den oberen Quadranten sieht (C)

Die Produktion von IL-2 lief3 sich hingegen nur xeinigen HIV-spezifischen CD8+ T-
Zellen nachweisen. Bei den Progressors P2, P7,uRd1P21 war dies beispielsweise
der Fall (siehe Abbildung 7). Durchschnittlich wees25,3% (Verteilung:13%-31%) der

INFy positiven CD8+ T-Zellen dieser vier Patienten emusatzliche IL-2 Produktion
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auf. In der Gruppe der Controller liel3 sich eine2llProduktion INF positiver Zellen
bei zwei Patienten (C1 und C4) nachweisen (siehbilddng 7). Hier produzierten
durchschnittlich sogar nur 13,2% (Verteilung 129%84)4INFy positiver Zellen IL-2.
Ein Zusammenhang zu klinischem Verlauf, ViruslasR0867; p=0,5712) und CD4-
Zellzahl(R?2=0,00003; p=0,9910) bestand nicht (sighbildung 8).

IL2 Produktion
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Abbildung 7: Anteil IL-2 produzierender Zellen unter den INFy positiven CD8+ T-Zellen einzelner
Progressors (P2, P7, P11, P21) und Controllers (CC4);
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Abbildung 8: (A) Keine Korrelation zwischen IL-2-Produktion und CD4-Zellzahl (R2=0,00003;
p=0,9910); (B) Keine Korrelation zwischen IL-2-Prodiktion und Viruslast (R2=0,0867; p=0,5712);
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3.3 Untersuchung HIV-spezifischer CD8+T-Zellen auf Apoposeanfalligkeit,
Lysefahigkeit, Aktivierungsgrad und Proliferationsfahigkeit

Scheinbar keine vermehrte Anfalligkeit fir Apoptbse Progressors im Vergleich zu
Controllers.

In T-Lymphozyten von HIV-infizierten Personen koamine vermehrte Expression von
CD95 auf der Zelloberflache [48] und eine vermitegeExpression von bcl-2
nachgewiesen werden [25]. Deswegen untersuchterdieiHIV-spezifischen Zellen
unserer Patienten auf die Expression dieser Matekim heraus zu finden, ob
maoglicherweise ein Unterschied in der Apoptosedigkdit zwischen Patienten in
einem weit fortgeschrittenen oder gut kontrolliar&tadium der Infektion besteht.

Wir stellten fest, dass in allen finf Versuchsgremppm Mittel 98,85% (Verteilung
88,9%-100%) der HIV-spezifischen, tetramerpositiiilen CD95 exprimieren. Es
fanden sich keine signifikanten Unterschiede zwasclden einzelnen Gruppen (siehe
Abbildung 9A). Betrachtete man die Gesamtheit deB€ T-Zellen, und nicht nur die
HIV spezifischen CD8+ T-Zellen, so bot sich ein liires Bild (siehe Abbildung 9B).
Abbildung 10A zeigt mit Progressor P17 einen typest Patienten. Die Expression von
CD95 liel3 sich hier bei 99% aller CD8+ T-Zellen Imaeisen und bei 100% der
tetramerpositiven Zellen. Die einzige AusnahmedigdPatient P14, bei dem nur 53,4%
der CD8+ T-Zellen CD95 exprimierten (siehe AbbilgurOB).

Auch bei der Untersuchung der bcl-2 Expression kamé& zu einem ahnlichen
Ergebnis. Es lie3 sich kein signifikanter Unterschizwischen der Gruppe der
Controllers und den Gruppen der Progressors féstste=Ur die bcl-2 Expression
fanden sich hohere Werte fur die Gruppe der Cdetrolerglichen mit den vier
Gruppen der Progressors. Dieser Unterschied bilj@eli@ch nur einen Trend und war
nicht statistisch signifikant, auch nicht fir derd§ten sich darstellenden Unterschied
zwischen der Gruppe der C und PIV (p=0,1939) (sAdbia@ldungl11A und B).
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Abbildung 9: Anteil CD95 positiver T-Zellen von allen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 9 (B), CD95
bulk) und von spezifischen tetramerpositiven Zellen(Abb. 9 (A), CD95 tetr pos), jeweils in den

untersuchten Patientengruppen.
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Abbildung 10: Beispiel fir eine ausgepragte CD95 Bpression bei Progressor P17
(VL: 287000 Kopien/ml; CD4-Zellzahl: 231/ul);

(A) Nahezu alle CD8+ T-Zellen dieses Patienten expnieren CD95; unter den tetramerpositiven

sind es sogar 100% (rechter oberer Quadrant) (B) Reentenbeispiel P14 (VL: 225000 Kopien/ml;
CD4-Zellzahl: 414/pl) Bei diesem Patienten exprimien als einzige Ausnahme nur 56% der CD8+
T-Zellen CD95, unter den tetramerpositiven und soni HIV spezifischen sind es jedoch 99,9%

(rechter oberer Quadrant).
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Abbildung 11: Anteil bcl-2 positiver T-Zellen von dlen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 11 (B), bcl-2
bulk) und von spezifischen tetramerpositiven Zellen(Abb. 11 (A), bcl-2 tetr pos), jeweils in den
untersuchten Patientengruppen. Kein statistisch sigjfikanter Unterschied, lediglich ein Trend im

Vergleich zu C: p*=0,1272; p**=0,2810; p***=0,1939;

Keine verminderte Perforin oder Granzym B Produktio®i Progressors im Vergleich
zu Controllers

Perforin und Granzym B sind als wichtige Mediatordar CD8+ T-Zelltoxizitat
bekannt [49] und ihre mangelhafte Expression imlatgreiner progredienten HIV-
Infektion wurde in der Literatur diskutiert [20, 480]. Die bisherigen Studien lieferten
jedoch widerspriichliche Daten, weswegen wir aucteren Kohorte auf diese Marker
untersuchten.

Wir konnten in unseren Patientengruppen keine scéedliche Perforinexpression
zeigen. Im Durchschnitt der sechs Controller zeigt®,97% (Verteilung 15,1%-54,3%)
der HIV spezifischen T-Lymphozyten eine Perforirgquktion. Bei den Gruppen der
Progressors variierten die Durchschnittswerte vamp@e zu Gruppe mit 23,4%
(Verteilung 12,2%-43,3%) fir PI, 20,5% (Verteilur3g4%-33,96%) fur PIl, 58,1%
(Verteilung 37,3%-76,7%) fur Pl und 52,9% (Velteig 8,9%-91,3%) fir PIV. Die
beiden Patientengruppen mit den hdchsten Virusiasiesen also sogar die meisten
Perforin produzierenden Zellen auf (siehe AbbildL2)g

Auch beim Vergleich der Gruppen im Hinblick auf @eanzym B Expression liel3t sich
kein Unterschied zwischen Progressors und Contsollfeststellen. Unter den
Controllern lief3t sich bei durchschnittlich 73,64e(teilung 57,3%-81,7%) der HIV-
spezifischen Zellen eine Granzym B Expression nagtem. Mit durchschnittlich
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79,3% (Verteilung 64,9%-92,5%) fur Pl, 73,5% (Véweg 32,2%-90,99%) fur PII,

85,2% (Verteilung 72,3%-95,7%) fur PIIl und 70,4%e(teilung 64,6%-77,1%) fur

PIV an Granzym B exprimierenden Zellen, lagen dierM der Progressors und
Controller sehr nahe bei einander (siehe Abbildli8 Auch exprimierten ein hoher
Anteil der tetramerpositiven Zellen bei Patientem chronisch progredienter Infektion
sowohl Perforin als auch Granzyme B (siehe Abbigdi® und Abbildung 13), so dass
sich eine eingeschrankte Zytotoxizitat gegeniber@®8+ T-Zellen eines Controllers

mit unseren Daten nicht belegen lie3. Siehe hiemach zwei Patientenbeispiele in
Abbildung 14.
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Abbildung 12: Anteil Perforin positiver T-Zellen von allen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 12 (B),

perf bulk) und von spezifischen tetramerpositiven 2llen (Abb. 12 (A), perf tetr pos), jeweils in den

untersuchten Patientengruppen.
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Abbildung 13: Anteil Granzyme B positive T-Zellen won allen CD8+ T-Lymphozyten (Abb.13 (B),
GB bulk) und von spezifischen tetramerpositiven Zéén (Abb. 13 (A), GB tetr pos), jeweils in den
untersuchten Patientengruppen ohne signifikanten Uterschied untereinander.
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Abbildung 14: Beispiel fur die Granzyme B Expression des Progesors P6

(VL: 49900 Kopien/ml; CD4-Zellzahl: 320/ul)

(A) linkes Bild: 0,54% aller CD8+ T-Zellen dieses Btienten sind spezifisch fir das getestete HIV-
Epitop; rechtes Bild: 91,1% der HIV spezifischen étramerpositiven T-Zellen exprimieren

Granzyme B, 60,85% exprimieren Perforin und 59% egrimieren beide lytischen Komponenten;

(B) Patientenbeispiel P10 (VL: 94500 Kopien/ml; CD4ellzahl: 592/ul) linkes Bild: 0,56% aller

CD8+ T-Zellen dieses Patienten sind spezifisch fittas getestete HIV-Epitop; rechtes Bild: 60,3%
der HIV spezifischen tetramerpositiven T-Zellen expmieren Granzyme B, 22,1% exprimieren

Perforin und 19,6% exprimieren beide lytischen Kommpnenten.

Signifikant hohere Expression des AktivierungsmarkeD38 bei allen vier Gruppen
der Progressors, verglichen zur Gruppe der Conénll

Da eine verstarkte Immunaktivierung bei HIV-Infiden beschrieben wurde [32, 33],
untersuchten wir zunachst die Expression der Adtiingsmarker CD38 und HLA-DR
auf HIV spezifischen CD8+T-Zellen.
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In der Gruppe PI zeigte sich im Mittel eine CD38pEession von 65,7% (Verteilung
49,3%-99,2%), in der Gruppe PIll 52,5% (Verteilureg226-92,2%), in der Gruppe Pl
86,8% (Verteilung 71,1%-94,8%) und in der Grupp¥® HB,5% (Verteilung 57,9%-
94,6%) (siehe Abbildung 15).

Bei P1, einem Patienten mit sehr niedriger Virduslasd CD4-Zellzahl (siehe Tabelle
1), fand sich der hochste Anteil CD38+ Zellen urden tetramerpositiven CD8+ T-
Zellen (siehe Abbildungl16). Dennoch wurde deutladss die beiden Patientengruppen
mit der gréf3ten Virusbelastung auch am meisten C®&8imierten (siehe Abbildung
15). Durchschnittlich exprimierten also 71% derasterpositiven Zellen der Probanden
aus den Gruppen PI-PIV CD38 (siehe P1 als Beidpietfir in Abbildung 16).
Betrachtete man hingegen die Gruppe der Contraitestellte man fest, dass nur 21,9%
der tetramerpositiven Zellen den Aktivierungsmark€D38 exprimierten. Am
deutlichsten wurde dies bei Patient C4, dessensMsti unter der Nachweisgrenze von
50 RNA-Kopien/ml lag und dessen HIV-spezifische yiriphozyten nur zu 2,4% den
Aktivierungsmarker CD38 exprimierten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass wir einticdeuKorrelation der CD38
Expression mit steigender Viruslast (R2=0,51; p80)Y) und abnehmender CD4
Zellzahl (R?=0,5153; p<0,0001) nachweisen konnsgehe Abbildung 17A und B).
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Abbildung 15: Anteil CD38 positiver T-Zellen von alen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 15 (B), CD38
bulk) und von tetramerpositiven Zellen (Abb. 15 (A) CD38 tetr pos), jeweils in den untersuchten
Patientengruppen. Signifikant mehr CD38 Expressiontetramerpositiver Zellen bei PI-PIV im
Vergleich zu C: p*=<0,0001; p**=0,0274; p***=0,0003 p****0,0121 (A). Signifikant ist der
Unterschied auch bei Betrachtung der Gesamten CD38¥#Zellen (B).
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Abbildung 16: Beispiel fur  die CD38 Expression des Progressors P1
(VL: 12900 Kopien/ml; CD4-Zellzahl: 12/ul)

80,5 % der tetramerpositiven Zellen sind hier CD3&ositiv (rechter oberer Quandrant)
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Abbildung 17: Korrelation der CD38 Expression mit der Viruslast und der CD4-Zellzahl
(A) Auftragung der CD38 Produktion HIV spezifischer Zellen gegen die Viruslast der untersuchten
Patienten. Es zeigt sich eine deutliche positive Klation (R2=0,51; p=0,0001). (B) Auftragung der
CD38 Produktion HIV spezifischer Zellen gegen die D4-Zellzahl der untersuchten Patienten. Es
zeigt sich eine deutliche negative Korrelation, d.hje hoher die CD4-Zellzahl ist, umso geringer ist
die CD38 Expression (R2=0,5153; p<0,0001).

Diese Ergebnisse lielRen sich durch Untersuchungzdesten Aktivierungsmarkers,

HLA-DR, nicht wiederholen. Hier fand sich kein sséisch signifikanter Unterschied

zwischen Controllers und Progressors. Unter den gressors exprimierten
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durchschnittlich 85,7% und unter den Controllern286 der tetramerpositiven Zellen
HLA-DR (siehe Abbildung 18A und B).
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Abbildung 18: Anteil HLA-DR positiver CD8+ T-Zellen von allen CD8+T-Lymphozyten (Abb. 18
(B), HLA-DR bulk) und von tetramerpositiven Zellen (Abb. 18 (A), HLA-DR tetr pos), jeweils in

den untersuchten Patientengruppen ohne statistiscignifikanten Unterschied.

Keine eingeschrankte Proliferationsfahigkeit anhater verwendeten Marker CD57
und Ki67.

Im Folgenden untersuchten wir mdogliche Auswirkungeler nachgewiesenen
Immunaktivierung. Eine chronische Aktivierung deD&r T-Zellen, wie man sie bei
HIV nachgewiesen hat, konnte zu einer verfriihtealiferativen Erschopfung der
Zellen fuhren.

Wir untersuchten die Expression des Proliferaticargers CD57 und stellten fest, dass
die HIV-spezifischen Zellen der Controllergrupp&v&s mehr CD57 exprimierten als
die der Progressors (siehe Abbildung 19A). Der ladhgte Unterschied zeigte sich fir
die HIV spezifischen, tetramerpositiven Zellen zkisn den Gruppen C und PI
(p=0,0745). Der Unterschied war allerdings niclatistisch signifikant (p=0,0745). Im
Durchschnitt liel3 sich der Marker bei 58,7% derat@terpositiven Zellen der Gruppe C
nachweisen und bei 47, 2% der Gruppen PI-PIV. Ahinif 20 zeigt beispielhaft einen
Patienten aus der Gruppe der Progressors. Hier ingepien 61,4% der
tetramerpositiven Zellen CD57. Betrachtete man le@igsweise die CD57 Expression
in allen CD8+ T-Zellen, und nicht nur in den HIVesfischen Zellen, so liel3 sich ein

Unterschied nicht mehr ausmachen (siehe Abbild#ig).1Somit konnten wir in den
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verschiedenen untersuchten Patientengruppen

Expression mit der Viruslast der Patienten zeigen.

keitsammenhang der CD57
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Abbildung 19: Anteil CD57 positiver T-Zellen von alen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 19 (B), CD57

bulk) und von tetramerpositiven Zellen (Abb.19 (A),CD57 tetr pos), jeweils in den untersuchten

Patientengruppen. Kein signifikanter Unterschied imVergleich zu C allerdings ein erkennbarer

Trend der tetramerpositiven T-Zellen hin zu einer geringeren CD57 Expression.
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Abbildung 20:

Beispiel  fir

die
(VL: 83400 Kopien/ml; CD4-Zellzahl: 316/ul)

CD57

Expression des

Progressors P9

Im rechten oberen Quadranten befinden sich die teamerpositiven Zellen, welche CD57

exprimieren, in diesem Fall 61,4%.

Auch bei dem Nachweis des Kernantigens Ki67 ergetb ein &hnliches Ergebnis. Es
lie3 sich kein deutlicher Unterschied zwischen R¥sgors und Controllern zeigen

36



(siehe Abbildung 21A und B). Das Kernantigen, dam weplizierenden Zellen
exprimiert wird, liel3 sich durchschnittlich in 3% (Variation zw. 1,52% und 4,75%)
der tetramerpositiven CD8+T-Lymphozyten der Cotgrahachweisen und in 6,5% der
tetramerpositiven Zellen der Progressors. Die Woteede waren nicht statistisch
signifikant. Es fand sich in der Gruppe Pl mit 18plim Mittel der grof3te Anteil Ki67
positiver Zellen im Vergleich zu Pl mit 4,7%, Plhit 5,9% und PIV mit 5,1%.
Vereinzelte Patienten unter den Progressors fialesm der Reihe und wiesen eine
vermehrte Ki67 Expression auf, wie zum Beispiel 8 25,6%, P11 mit 17,6%, P1
mit 15,4% und P15 mit 13,9% der HIV spezifischerilede Eine Korrelation mit
Viruslast oder CD4 Zahl gab es nicht. Allerdingsreen diese erhdhten Expressionen
alle durch die Farbung mit demselben Tetramer @rtenamlich durch das Epitop A2
SLO.

Ki67 tetr pos A Ki67 bulk B
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Abbildung 21: Anteil Ki67 positiver T-Zellen von allen CD8+ T-Lymphozyten (Abb. 21 (B), Ki67
bulk) und von spezifischen tetramerpositiven Zellen(Abb. 21 (A), Ki67 tetr pos), jeweils in den

untersuchten Patientengruppen.
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4  Diskussion

CD8+ T-Zellen werden fur die Kontrolle der HIV-Ifigion als besonders wichtig
angesehen [6, 7, 51]. Dies wird am besten durclDégetion der CD8+ T-Zellen im
Tierversuch an Makaken belegt. Entfernt man duiclere monoklonalen Antikorper
alle CD8+ T-Lymphozyten, sind die Tiere nicht mehrder Lage, die Viramie zu
kontrollieren [6]. Im akuten Stadium der HIV-Infel beim Menschen ist der Anstieg
HIV-spezifischer CD8+ T-Zellen mit einem massivebféll der Viruslast assoziiert [9,
51, 52]. Fur diesen Zeitpunkt der Infektion wurdarmdem zahlreiche virale Escape-
Mutationen beschrieben - sowohl beim Affen als abeim Menschen -, was einen
starken Immundruck durch CD8+ T-Zellen belegt [18, 15]

Die genaue Bedeutung HIV-spezifischer CD8+ T-Zellmmm Zeitpunkt einer weit
fortgeschrittenen Infektion ist noch groRtenteilsgeklart. Nach Durchlaufen der
Plateauphase kommt es bei fast allen Patientememeerneuten Anstieg der Viruslast.
Dies geschieht trotz fortbestehender virusspeni@is€€D8+ T-Zellantworten und ohne
Escape-Mutationen, was darauf schlieBen lasst, diase CD8+ T-Zellantworten das
Virus weiterhin erkennen [18]. Obwohl also im Angastadium einer Infektion
funktionstichtige Effektor-T-Zellen generiert wendeverlieren diese im Laufe eines
chronischen Infektionsverlaufes ihre Effektivit®diese Ermudung virusspezifischer
Zellen wurde als erstes bei Mausen mit persisttgenLCMV(Lymphozytare
ChoriomeningitisvirugInfektion beobachtet [53], wurde jedoch bald aufir
chronische Infektionen beim Menschen, wie HCV(H#sa€ Virus), HBV(Hepatitis B
Virus) und HIV vermutet [54, 55].

4.1 Produktion der Zytokine INFy, TNFa und IL-2 und deren Bedeutung fur
den Funktionsverlust zytotoxischer T-Lymphozyten

Wir untersuchten zusatzlich zu INKlie Produktion von TNé und IL-2. Studien an
anderen chronisch persistierenden Viren, wie zBMV, zeigen einen zunehmenden
Funktionsverlust zytotoxischer T-Lymphozyten undarwn Korrelation mit einer
ansteigenden Viruslast. Hierbei verlieren die CO8Zellen als erstes die Fahigkeit IL-
2 zu produzieren, als nachstes die Fahigkeit ddfaTRroduktion wahrend sich zuletzt

eine INF Produktion nachweisen liel3. Wir stellten fest,sdsish HIV in diesem Punkt
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anders verhélt, da wir bei allen untersuchten Rtere (Controllers und Progressors)
eine fortbestehende Produktion von iNiind TNFe fanden. Eine IL-2-Produktion lief3
sich zum Zeitpunkt unserer Untersuchung nur veedinmachweisen, wobei sich
Controllers und Progressors auch hierbei nicht reakéeden haben. Desweiteren
konnten wir fir keines der untersuchten ZytokineeeKorrelation zu Viruslast oder
CD4-Zellzahl feststellen.

In zahlreichen Studien wurde bereits eine {NAFfoduktion HIV-spezifischer CD8+ T-
Zellen nachgewiesen und hiermit die Breite undKetdler HIV-spezifischen CD8+ T-
Zellantwort untersucht [18, 47, 56]. Jedoch ist solenzeitlich in Frage gestellt
worden, ob die INf~Produktion der geeignete Parameter ist, um eirfektefe
Immunantwort nachzuweisen. Einige Studien zei¢gne Korrelation zwischen der
Hohe und Breite durch INFProduktion nachgewiesener CD8+ T-Zellen und dedCD
Zellzahl oder Viruslast und lielBen vermuten, dasseal Antworten im Verlauf der
Erkrankung an Effektivitat verlieren [18, 47, 5Andererseits haben neuere Studien
wiederrum gezeigt, dass eine relative Immundomin&ag-spezifischer INfF
Antworten mit der Kontrolle der Virusreplikation keliert sind [56, 58]. Dies laft
vermuten, dass unterschiedliche Epitope Immunanénounterschiedlicher Effizienz
hervorrufen kdnnen, auch wenn deren Quantitat lyleicsein scheint. Auch innerhalb
eines Individuums scheint es Epitop-spezifische imamtworten mit unterschiedlicher
Funktionalitat zu geben [59].

Neben dem Epitop, das eine Immunantwort induzsetieint auch die Anzahl und Art
der Zytokine, die eine HIV-spezifische CD8+ T-Ze#lasatzlich zu INf produziert,
von gréf3ter Bedeutung zu sein [17, 59]. An einepindn Kollektiv von Patienten in
der chronischen Plateauphase der HIV-Infektion wardaten erhoben, die zeigen,
dass HIV-spezifische CD8+ T-Zellen, die INEnd TNFx produzieren, eher Zielzellen
in vitro lysieren kobnnen, als solche, die nur iNBroduzieren [60]. Weitere Studien
haben bereits gezeigt, dass HIV-spezifische CD8Zellen beispielsweise im
Vergleich zu CMV(Zytomegalievirus)-spezifischen [Bel, bei fortbestehender INF
Produktion, signifikant weniger IL-2 produzieren3[261] und zusatzlich mit einem
phanotypisch niedrigeren Differenzierungsgrad die&ellen korellieren [23], was
durchaus eine mogliche Ursache fir eine eingesktednZellfunktion sein kénnte. Es

wirde also nicht Uberraschen, wenn Controllers engléich zu Progressors keine oder
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nur eine gering eingeschrankte IL-2-Produktion aai$e&n, was wir jedoch mit unseren
Daten nicht belegen konnten. Peretz et al. [57ghdbngegen erst vor kurzem gezeigt,
dass Progressors signifikant weniger CD8+ T-Zdblesitzen, die sowohl INfals auch
IL-2 produzieren, als sogenannte Slow Progressties,ihre HIV-Infektion besser
kontrollieren. Hingegen zeigte sich keine Differdve der Betrachtung der alleinigen
INFy-Produktion [59]. Mit unseren Ergebnissen konntendies nicht bestéatigen. Betts
et al. [50] haben mittels polychromatischer Durab$izytometrie funf CDS8-T-
Zellfunktionen gleichzeitig untersucht, dazu gebort Degranulation (CD107a),
Zytokin- (INFy, TNFu, IL-2) und Chemokinproduktion (MIP-1R). Hierbeiigte sich,
dass HIV infizierte Nonprogressors eine qualitatnterschiedliche und wahrscheinlich
Uberlegene HIV spezifische CD8+ T-Zellantwort emtwln im Gegensatz zu HIV
infizierten Progressors. Uberwiegend schien bei Bevgressors die Expression von
MIP-113 gefolgt von CD 107a und dann INérhalten zu sein. Die Produktion von IL-2
und TNFe war sehr gering. Erstaunlicherweise dominierte die MIP-13-Produktion
die HIV-spezifische CD8-T-Zellantwort und nicht INFMdglicherweise hat man
bisher die Frequenz HIV-spezifischer T-Zellantworteinterschatzt, indem man
lediglich die Produktion von INfals Indikator hierfur betrachtete [52]. In der Gpe
der Nonprogressors fanden Betts et al. Zellpoparatn, die fir alle funf Funktionen
positiv waren und hierbei auch eine deutlich Katieh mit der Viruslast aufwiesen
[52]. Unsere Daten hingegen zeigten keinerlei fikpmten Unterschied zwischen den
beiden Gruppen. Das Sekretionsverhalten beider g&@rupvar im Bezug auf alle drei
Zytokine gleich und es zeigte sich auch keine Htatien mit der Viruslast oder CD4-
Zellzahl, so dass die genaue Bedeutung der vonuaoteysuchten Zytokine fir den

Infektionsverlauf weiterhin unklar bleibt.

4.2 Charakterisierung zytotoxischer T-Zellen mittels Teramerstaining zur
Untersuchung HIV spezifischer CD8+ T-Lymphozyten

Bisher publizierte Studien zu weiteren wichtigegdtischaften von CD8+ T-Zellen wie
Immunaktivierung, Apoptoseneigung und Proliferatlmeschranken sich grofRteils auf
die Untersuchung der Gesamtheit der CD4+ und CD&ellen. Um deren genaue
Bedeutung fur den Verlauf einer HIV-Infektion beaileén zu kdnnen, untersuchten wir
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mittels Tetramerfarbung gezielt HIV-spezifische GD8-Zellen in der chronischen

Phase der Infektion.

4.2.1 Vor- und Nachteile der Tetramerfarbung

Im Laufe der letzten Jahre haben sich mit Entwicgluder Tetramerfarbung die
Moglichkeiten, antigenspezifische CD8+ T-Zellen magowneisen, erweitert [62]. Sie
bietet die Mdglichkeit, direkt, hoch spezifisch usghsitiv bereits geringste Zellmengen
durch oberflachliche Farbung sichtbar zu machenchAgine Kombination mit
Funktionstests ist moglich [63]. Nicht alle anngpezifischen, tetramerpositiven
Zellen reagieren in den Funktionstests. Manchmaérsgert nur ein Bruchteil HIV-
spezifischer Zellen ein Zytokin [64], weshalb dietfmerfarbung sehr viel genauer als
ein Funktionstest alleine ist . Der wesentliche INait der Tetramerfarbung ist, dass die
Herstellung der Tetramere sehr aufwendig und teser Zudem muss fir die
Tetramerherstellung das genaue Epitop mit HLA-Rdgin bekannt sein, was nicht
notig ist, wenn man Uberlappende Peptide verwergigtlisse fur die Gesamtheit der
HIV-spezifischen Zellen eines HIV-Infizierten kamman natirlich nicht ziehen. Man
darf nicht auRer Acht lassen, dass uns lediglinok begrenzte Anzahl von Epitopen bei
den von uns durchgefuhrten Untersuchungen zur Ygarfg stand. Dafir hat man
allerdings die Madglichkeit, gezielt HIV-spezifischéellen nachzuweisen, ohne sie
zusatzlich zu stimulieren und unter Umstanden ihRivénotyp zu verandern. Im
Rahmen der Tetramerfarbung kann bereits nach kaibstindigen Inkubation mit dem
jeweiligen zu untersuchenden Tetramer eine Anti&dgsbung erfolgen. Im Gegensatz
hierzu werden die zu untersuchenden Lymphozyten der intrazellularen
Zytokinfarbung fur 6 Stunden gemeinsam mit den ‘esmieten Peptiden und
zusatzlichen kostimulatorischen Faktoren inkubidrévor eine Farbung mit dem
jeweiligen Antikdrper moglich ist. Hierbei bleibnhklar, in wie weit die untersuchten
Lymphozyten sich durch die Stimulation und langekulmation von ihrem

ursprunglichen Phanotyp entfernt haben.
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4.2.2 Apoptoseanfalligkeit als mogliche Ursache fiur dennterschiedlichen
Krankheitsverlauf zwischen Controllers und Progressrs

Apoptose kann durch membranstandige Rezeptorerzigtlwerden, die zur Gruppe
der TNF-Rezeptor-Superfamilie gehdren. Sowohl arf @berflache CD4+ als auch
CD8+ T-Zellen HIV-positiver Probanden ist eine g@égptrte Expression von CD95
nachgewiesen worden [65]. Diese korrelierte mieestarkeren Anfalligkeit der Zellen
fur Apoptose und einem schwereren Krankheitsveradf 48, 65]. Die Beobachtung,
dass T-Zellen aus dem peripheren Blut HIV-Infizerin Kultur ohne jeden exogenen
Stimulus am programmierten Zelltod zugrunde gehk@sst vermuten, dass der
intrinsische, bcl-2 abhangige Apoptosepfad ebenfaft der HIV induzierten T-Zell
Zerstorung beteiligt ist [66]. Beschrieben wurdeneeideutliche Korrelation der
gesteigerten Apoptoserate mit einer vermindertgoré&ssion von bcl-2, wie sie in HIV-
positiven Individuen nachgewiesen werden konntd. [Rbttlerweile ist auch in HIV-
spezifischen CD8+ T-Zellen HIV-infizierter Indiviegn im Gegensatz zu HIV-
negativen Probanden eine deutlich verminderte EBsma von bcl-2 und eine
gesteigerte Sensitivitat gegeniiber CD95 vermitteéNgoptose nachgewiesen worden
[67]. Die erhohte Empfindlichkeit der T-Zellen fi#ypoptose ist moglicherweise die
Folge einer sowohl fir CD4+, als auch CD8+ T-Zelleeschriebenen tberschiel3enden
Immunaktivierung[32], die mit einer vermindertenggssion von bcl-2 korreliert zu
sein scheint [68]. Interessanterweise ist die hasmlinfektion von Schimpansen mit
HIV-1 assoziiert mit einem Fehlen von Immunaktivieg und einer normalen
Expression von bcl-2 [34]. Ahnliche Schliisse lasste Untersuchung zu, die im
Rahmen einer HIV-2-Infektion einen geringeren Aldrungsgrad der Lymphozyten
und eine niedrigere Apoptoserate im Vergleich zu-Hilzeigte [69]. Bereits vor einiger
Zeit wurde auch bei der Untersuchung HIV-infiziert€ontroller eine geringere
Apotoserate festgestellt [70].

Erstaunlicherweise konnten wir keinen Unterschiesh@chen fur die Expression von
CD95 zwischen den von uns untersuchten Gruppenociedand sich bei der
Betrachtung der bcl-2-Expression HIV-spezifischalleh ein héherer Anteil in der
Gruppe der Controller. Dieser Unterschied stelite @inen Trend dar und war nicht
statistisch signifikant. Vielleicht wurden hierfldie falschen Marker untersucht.

Interessante Untersuchungen zu einem neuen MasgkeApbptoseinduktion, namlich
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programmed death 1 (PD-1), zeigten in mehrereni&tudass dieser bei Patienten mit
fortgeschrittenem Krankheitsstadium erhoht ist [BB, 72].

4.2.3 Verminderte zytolytische Fahigkeit CD8+ T-Zellen a$ Ursache fur den

unterschiedlichen Krankheitsverlauf bei Progressorsind Controllers

Perforin und Granzyme B sind zytotoxische Effektolekile und spielen eine
bedeutende Rolle in der zytotoxischen T-Zell-Ak&vi[49, 73]. Diverse Studien deuten
auf eine gestorte Expression lytischer Komponetendér fortgeschrittenen HIV-
Infektion hin [20, 46, 50]. Frihere Studien habezeajgt, dass HIV spezifische CD8+
T-Zellen deutlich weniger Perforin exprimieren d&sispielsweise CMV spezifische
Zellen desselben Donors, obwohl in der Gesamtheit @D8+ T-Zellen zahlreiche
Zellen positiv waren fur Perforin [20]. Hingegenigen neuere Untersuchungen, dass
die meisten Zellen, die spezifisch sind fur Viredie chronische Infektionen
hervorrufen, wenig Perforin exprimieren und zwaalimangig davon, ob es sich um
HIV-positive oder -negative Untersuchungspersonamdilt [50]. Hierzu fanden
Migueles et al. [44,] dass obwohl sich in beidemgpen (Progrssors und Controllers)
eine Vielzahl HIV-spezifischer Zellen nachweiseerf3li nur Controllers eine hohe
Perforinexpression aufwiesen, und diese war miereguten Proliferationkapazitat
gekoppelt [46].

Dies konnten wir mit unseren Untersuchungen nidstdtigen. Unsere Daten zeigten,
sowohl bei Controllers als auch bei Progressors ammahernd gleiche Expression von
Perforin und Granzyme B. Einen Unterschied zwischieasspezifischen Zellen und
der Gesamtheit der CD8+ T-Zellen konnten wir ebiénfaicht ausmachen. Lediglich
die beiden Gruppen der Progressors, die im Grumrgteich die Patienten mit den
hdchsten Viruslasten enthielten, zeigten die h@&PRsrforinexpression mit tber 50%
der HIV spezifischen Zellen. Eine mogliche Hypothesvare, dass in diesen
Patientengruppen die Iytischen Granula nicht mettleert werden konnen. Es ware
andererseits auch moglich, dass die CD8+ T-Zelleaimem bestimmten Zeitpunkt die
Fahigkeit verloren haben, das Virus bzw. virusiefie Zellen zu erkennen, zum

Beispiel aufgrund von viralen ,Escape“-Mutationddie Zellen kénnten somit nicht
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aktiviert werden und eine daraufhin folgende Emtlag der lytischen Granula bliebe

auch aus.

4.2.4 Hyperaktivierung des Immunsystems als mdgliche Ursdne fur das

Fortschreiten der Infektion.

Chronische Immunaktivierung ist ein Charakteristikeiner fortschreitenden HIV-
Infektion. Schon langer konnte gezeigt werden, disshronische Hyperaktivitat des
Immunsystems ein unabhéangiger prognostischer Mdikeden Krankheitsfortschritt
ist [32] und mit einem schlechteren Krankheitsudrlassoziiert ist, obwohl der zu
Grunde liegende Mechanismus hierzu noch ungeld&fB88, 74]. Eine weit verbreitete
These ist, dass die Hyperaktivitat der T-Lymphozyta einer verstarkten Proliferation,
gehauftem Zelltod und mit der Zeit zu einer Ersé¢hig des Immunsystems flhrt [33].
Vor allem Untersuchungen an Schimpansen belegen B8edeutung der
Hyperaktivierung fur die HIV-Infektion. Diese lagsesich zwar mit HIV infizieren,
erkranken jedoch nicht an AIDS. Eine Hyperaktivdatr T-Lymphozyten lasst sich bei
ihnen nicht nachweisen. Ahnliches sieht man bdspiEse auch bei Mangabeyaffen,
dem natirlichen Wirt von SIV (simian immunodefiagnvirus), in denen man zwar
eine hohe Viruslast, aber keine chronische Immuwiekting und auch keine
eingeschrankte Lebenserwartung der Tiere findet TB). Im Gegensatz dazu zeigen
Rhesus Makaken, nach Infektion mit SIV eine del#di¢mmunaktivierung und einen
darmatischen Krankheitsverlauf bis hin zum Vollbiioh AIDS und frihzeitigem Tod.
Durch eine Behandlung dieser Affen mit monoklonatenikdrpern versuchte man die
zellulare Immunaktivierung zu unterbinden und efteosich dadurch moglicherweise
einen benigneren Krankheitsverlauf [77]. Die Hemmuder Immunaktivierung konnte
jedoch keinen milderen Krankheitsverlauf induziefé]. Der Grund hierfir kdnnte
sein, dass jede physiologische Immunantwort eierigsen Immunaktivierung bedarf.
Da es sich im Rahmen einer HIV-Infektion aber vetfioln um eine Uberschiel3ende
Aktivierung des Immunsystems handelt, ware es safieressant zu sehen, welche
Folge eine teilweise Dampfung einer Immunaktivigyinétte.

Arbeiten an akut infizierten HIV-Patienten zeigtemen deutlichen Zusammenhang
zwischen Viruslast und der Expression von Aktiviggsmarkern [32]. Untersucht
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wurden hierbei jedoch die Gesamtheit der T-LymphazyEs stellt sich jedoch die
Frage, ob auch HIV-spezifische Zellen, die eineddkdng in der Kontrolle des Virus
haben, von dieser Aktivierung betroffen sind. Paypagt al. haben gezeigt, dass durch
die HIV Infektion sowohl HIV-spezifische CD8+ T-Zeh direkt, als auch nicht HIV-
spezifische CD8+ T-Zellen (z.B. spezifisch fur EBEpstein Barr Virus) oder CMV
(Zytomegalievirus) aktiviert werden [79]. Unseret®a ergaben, dass die Expression
von CD38 auf der Gesamtheit der CD8+ T-Zellen h&ighifikant mit der Viruslast und
negativ mit der CD4-Zellzahl korrelierte. Daribéndus konnten wir zeigen, dass diese
Korrelation fur HIV-spezifische CD8+ T-Zellen nostérker war.

Es ware moglich, dass die Immunaktivierung, indazieirch die steigende Viruslast,
eine zu spat kommende Reaktion des Immunsystemsnistdas Virus wieder in den
Griff zu bekommen. Die aktivierten HIV-spezifisch€D8+ T-Zellen haben jedoch
bereits im Verlauf der latenten Phase der Infektwchtige Effektorfunktionen verloren
und sind nicht mehr in der Lage, das Fortschreat@ninfektion zu verhindern. Weiter
verbreitet ist jedoch die Theorie, dass die HIVekifon CD8+ T-Zellen aktiviert und
diese aufgrund von gesteigerter Proliferation uedruhter Alterung nach und nach
ihre Funktionstuchtigkeit verlieren. Die chronischktivierung kann unserer Meinung
nach jedoch nicht allein fur den Funktionsverlust HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen
verantwortlich gemacht werden, denn funktionstigghimmunantworten gegen andere
Viruserkrankungen (CMV, EBV, Influenza) bleiben BeBlich trotz hoher Viruslasten
in HIV-infizierten Patienten erhalten [52]. AulRRemdemisste die Reduktion der
Immunaktivierung, wie sie nach Beginn einer amue@tralen Therapie auftritt, eine
Funktionsverbesserung HIV-spezifischer CD8+ T-Zel&ifweisen, was jedoch nicht
der Fall zu sein scheint [52].

Die Expression eines weiteren Aktivierungsmarkd#dA-DR, war ausgepragt in
unserer Untersuchung, zeigte jedoch keine sigmféa Unterschiede zwischen
Controllers und Progressors. Daruberhinaus warAdeeil HLA-DR exprimierender
CD8+ T-Zellen unter den HIV-spezifischen Zellen s zu 25 % hoéher als in der
Gesamtheit der CD8+ T-Zellen, und zwar sowohl in @euppe der Controllers, als
auch in den Gruppen der Progressors. Es verwurtiiess, die Expression von HLA-DR
in allen untersuchten Gruppen anndhernd gleicheru scheint, schliel3lich handelt es

sich hierbei ja auch um einen Aktivierungsmarked unan wirde ein &hnliches
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Expressionsmuster erwarten wie wir es bei CD38 lgmsehaben. Dies liel3 uns
annehmen, dass die Expression von HLA-DR auch dandere Faktoren beinflusst
werden kann. Eine erhohte Expression von HLA-DR Kiambination mit einer

niedrigen Expression von CD38, wie wir sie in ussderuppe der Controllers fanden,
wurde bereits in der Gesamtheit der CD8+ T-Zellpatponen und mittlerweile auch

bei HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen in asymptomatise HIV-infizierten Individuen

mit stabilen CD4+ T-Zellen beobachtet [80, 81].viied vermutet, dass in diesem Fall
eine hohe Expression von HLA-DR, trotz geringemiviktungsgrad der Zellen, einen
Indikator fur eine ausgepragte Proliferationskagdazdarstellt, da man bei diesen Zellen
eine potente Proliferationskapazitat und keine Esgion von CD57, einem Marker flr

eine eingeschrankte Proliferation, nachweisen le[8il].

4.2.5 Eingeschrankte Funktion zytotoxischer T-Lymphozytendurch frihzeitige
Zellalterung und Proliferationsverlust

Als weitere mogliche Folge der Uberaktivierung uhdache fiir den Funktionsverlust
zytotoxischer T-Lymphozyten im Laufe einer fortsstenden HIV-Infektion nimmt

man eine frihzeitige Lymphozytenalterung und eindamit einhergehenden
Proliferationsverlust der T-Zellen an [41, 43, 4&s gibt Studien, die bei HIV-

infizierten Patienten &hnliche immunologische Eggraften nachweisen konnten, wie
sie typischerweise in gesunden, jedoch gealtertensighen zu finden sind [82]. Dies
legt ebenfalls die Vermutung nahe, dass es duéidigfe Immunaktivierung, wie sie
bei HIV-Infizierten stattfindet, zu einer Art Veduch der Immunresourcen kommt.
Man weil3, dass humane T-Lymphozyten die Eigensdiatfen, nur eine bestimmte
Anzahl an Zellteilungen zu durchlaufen, bevor siglas Stadium der sog. Replikativen
Senescence eintreten. In diesem Stadium findere kéallteilung, sondern nur noch
eine metabolische Grundaktivitat statt [43, 83heEmangelhafte Proliferationsfahigkeit
der Zellen ist unter anderem gekennzeichnet durcine e gesteigerte

Oberflachenexpression von CD57, welches ein gdeerslarker fur kurze Telomere

und zahlreiche zuriickliegende Zellteilungen ist][4¥ir konnten jedoch anhand der
Expression der Proliferationsmarker CD57 und Ki@&inkn statistisch signifikanten
Unterschied zwischen den Gruppen der Progressaisden Gruppe der Controller
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feststellen, und zwar weder bei Betrachtung dera@éseit der CD8+ T-Lymphozyten
noch bei dem gesonderten Vergleich HIV spezifis&elen. Dennoch fanden wir eine
Uberraschende Tendenz: die Expression von CD5HRUBpezifischen Zellen war in
der Gruppe der Controllers hoher als in der GruggreProgressors. Virusspezifische
CD8+ T-Zellen der Controllers wirden somit eine mocgeringere
Proliferationskapazitat besitzen als die der Prsgpes [41, 43]. Die Aktivierung des
Immunsystems und die daraus resultierende Prdidessteigerung der T-Zellen ist
eine gesunde und notwendige Reaktion des Immumsgstem eine Infektion zu
bekdmpfen. Moglicherweise liegt bei Controllern gesundes Aktivierungsmald vor,
das im Rahmen einer effektiveren Immunantwort geges HI-Virus zu einer
physiologischen Proliferation von CD8+ T-Zellen fiiih

Es ware jedoch andererseits moglich, dass CD57t midn als Indikator fur die
Replikative Senescence dient. Le Priol et al. fiBften erst vor kurzem ausfuhrliche
Genanalysen zur Charakterisierung CD8+/CD57+ Tefelurch. Untersucht wurden
120 HIV-Infizierte, unabhéngig vom Stadium der Emdung. Trotz eingeschrankter
Proliferationkapazitat hatten CD57 positive Zel&ne antigenspezifische, zytotoxische
Funktion, eine intakte Zell-Zell-Interaktion mit ddJmgebung und eine, zwar
veranderte, aber sehr gute Migrationskapazitatailem in nichtlymphatische Gewebe.
Diese Eigenschaften schienen unabhangig vom HIWuStau sein, denn HIV-positive
Individuen unterschieden sich hierbei nicht vonugelen HIV-negativen Probanden
[84].
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5 Zusammenfassung

Zytotoxische CD8+ T-Zellen spielen eine bedeutdRdle in der Immunantwort gegen
HIV-1. Trotz allem kommt es jedoch im Verlauf demfdktion bei den meisten
Betroffenen zum Anstieg der Viruslast und Abfalr d&D4 Zellzahl, obwohl auch in
diesem fortgeschrittenen Stadium der Infektion sspezifische CD8+ T-Zellantworten
mittels INFy-Produktion nachgewiesen werden kdnnen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, weitérgktionelle und phanotypische
Merkmale von CD8+ T-Zellen zu untersuchen, um emgliche Ursache flr die im
Verlauf der Infektion ineffizient werdende Immunamntt zu finden.

Einen statistisch signifikanten Unterschied der -fNPProduktion CD8+ T-Zellen
zwischen Progressors und Controllers liel3 sichemsittNF+ Elispot bei den von uns
untersuchten Patienten nicht nachweisen. Es istddson auszugehen, dass CD8+-T-
Zellen im fortgeschrittenen, chronischen Stadium kidektion funktionelle Licken
aufweisen, die sich nicht durch IMBasierte Untersuchungsmethoden nachweisen
lassen.

Anhand intrazellularer Zytokinfarbung lie3 sich bhangig vom Schweregrad der
Infektion eine erhaltene Produktion der Zytoking=yNund TNFe, nicht hingegen eine
Produktion von IL-2 nachweisen.

Bei der Untersuchung HIV spezifischer CD8+ T-Zellemit Hilfe von
Tetramerfarbungen zeigte sich in Bezug auf denwitingsgrad, gemessen an der
CD38-Expression, ein deutlicher Unterschied zwisdRegressors und Controllers, der
innerhalb der HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen im Ykich zur gesamten CD8+ T-
Zellpopulation noch ausgepragter zu erkennen waer lgab es eine signifikante
positive Korrelation zur Viruslast und eine sigk#nte negative Korrelation zur CD4-
Zellzahl der HIV-Infizierten. Anhand des Aktiviergemarkers HLA-DR liel3 sich
dieser Unterschied nicht nachweisen.

Im Bezug auf die Proliferationsfahigkeit, Apoptosgxindlichkeit und lytische
Funktion HIV-spezifischer Zellen konnte kein stasish signifikanter Unterschied
zwischen Progressors und Controllers ausgemacilewer

Schlusse fur die Gesamtheit der HIV-spezifischelileAeeines HIV-Infizierten kann

man naturlich nicht ziehen. Man darf nicht au3ehtAlassen, dass uns lediglich eine
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begrenzte Anzahl von Epitopen bei den durchgefahetersuchungen zur Verfiigung
stand.

Es wurde jedoch deutlich, dass es feine Untersehied Trends zu geben scheint, die
eine gezielte weiterfihrende Untersuchung erfordéfeiterhin ist auch zu bedenken,
dass moglicherweise andere Faktoren, als die vos wuntersuchten, fir den
unterschiedlichen Krankheitsverlauf verantwortlgghn konnen.

Welche Faktoren nun tatsdchlich die Ursache sinflirdadass das menschliche
Immunsystem gegen das HI-Virus in der Regel friUbder spéater verliert, bleibt
weiterhin offen. Sehr wahrscheinlich handelt ed dierbei um das Zusammenspiel
mehrerer Mechanismen. Die gezielte Untersuchung-$ti®zifischer Zellen ist bei der

weiteren Erforschung der genauen Zusammenhéangkissiarh.
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6 Abkurzungsverzeichnis

ACAD
AICD
AIDS
Apo-1
BCIP

Bcl-2/Bcl-XL

C
CD95

CD95-L

CFSE
CmMmvV
CO2
DPBS
DMSO
EBV
Env

FACS
Fas

Fas-L

FCS
HAART
HBV
HCV
HIV
HLA
HLA-DR
HtrA2/OMI
Gag
gp120
ICS

ID

IL-2
INFy
Ki67
LCMV
MGH
NBT

activated T-cell autonomous death

activation-induced cell death

aquiered immunodeficiency syndrome

andere Bezeichnung fur CD95 oder Fas
Bromochloroindolyl-Phosphat

antiapoptotische Proteine

Controller

Fas-Rezeptor, Mitglied der TNF-Rezeptorfamiismdung von
Fas-L an Fas induziert den programmierten Zelltod,;
Fas-Ligand, Mitglied der TNF-Familie membsgindiger
Cytokine; Bindung von Fas-L an Fas induziert den
programmierten Zelltod;

Carboxyfluorescein-Succinimidyl Ester

Zytomegalievirus

Kohlendioxid

Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline

Dimethylsulfoxid (CH),SO

Epstein Barr Virus

HIV-Gen, codiert fur Transmembranglykoproteifig,die Fusion
und das Einschleusen des Virus

Fluorescence Activated Cell Sorting

CD95, Mitglied der TNF-Rezeptorfamilie; Bindwan Fas-L an
Fas induziert den programmierten Zelltod,

CD95-L, Mitglied der TNF-Familie membranstiysa Cytokine;
Bindung von Fas-L an Fas induziert den programaezielltod,;
Fetal Bovine Serum

high active antiretroviral therapy

Hepatitis B Virus

Hepatitis C Virus

human immunodeficiency virus

humane Leukozytenantigene
Aktivierungsmarker

proapoptotische Serinprotease

HIV-Gen, codiert Proteine fur Viruskern unetkix
Glykoprotein auf der Oberflache des HI-¥iru

Intrazellulare Zytokinfarbung

Identification

Interleukin 2

Interferon gamma

Kernantigen, dient als Proliferationsmarker
Lymphozytares Choriomeningitisvirus

Massachussetts General Hospital

Nitroblau Tetrazolium
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Nef

Pl

Pl

Pl
PIV
p53
PAH
PBMC
Pol

RNA

SFC

SIvV
SMAC
Tat
TCR-CD3
TNFa
USA

Vpr

VL

HIV-Gen, verstarkte Virusreplikation, Downregtibn von CD4
und HLA-Klasse-ll

Progressor Gruppe |

Progressor Gruppe II

Progressor Gruppe Il

Progressor Gruppe IV

Tumorsuppressorgen

Phytohemagglutinin

Peripheral Blood Mononuclear Cells

HIV-Gencodiert fur die Reverse Transkriptasetéase und
Integrase

Ribonucleotid Acid

Spot Forming Cells

Simian Immunodeficiency Virus

Second Mitochondria-Derived Activator of @ase
HIV-Gen, dient als Transkriptionsverstarker

T-Zell Rezeptor CD3

Tumornekrosefaktor alpha

United States of America

HIV-Gen, verantwortlich fur DNA-Transport in deellkern,
Erh6hung der Virionenproduktion und das Anhaltes de
Zellzyklus

Viruslast
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