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1 Einleitung 

 

1.1 HIV und AIDS: Epidemiologie 

Die Zahl der mit dem humanen Immundefizienzvirus (HIV) infizierten Menschen hat 

im Verlauf des letzten Jahrzehnts pandemische Ausmaße angenommen; der 

weltweite Kampf gegen AIDS ist damit zur größten, nicht nur medizinischen 

Herausforderung des 21.Jahrhunderts avanciert. 

 

Die Zahl der Menschen, die Ende 2005 mit HIV/AIDS lebten, hat laut UNAIDS/WHO 

Statusbericht vom Dezember mit 38,6 Millionen die Prognosen von 1992 um über 

50% übertroffen (93). Allein im Jahr 2005 haben sich weltweit 4,1 Millionen 

Menschen neu infiziert (davon in Deutschland 2.600 (80)), über 3 Millionen sind an 

ihrer Immunschwäche verstorben (davon in Deutschland 750 (80)). Das entspricht in 

etwa 17.000 Neuansteckungen und fast 9.000 Toten pro Tag.  

 

Da jahrelange, intensive Forschung bisher nicht zur Entwicklung einer 

Schutzimpfung geführt hat und in naher Zukunft laut Experten auch nicht zu erwarten 

ist, verbleiben als einzige Möglichkeiten, die Epidemie einzudämmen, die 

lebenslange medikamentöse Therapie und die Aufklärung der Betroffenen und 

gesunden Bevölkerung, vor allem aus Risikogruppen. In Uganda konnte durch diese 

Strategie der Kondom-Verbrauch bei jungen Frauen verdoppelt und damit die 

Infektionsrate deutlich vermindert werden (93). In einigen Teilen Afrikas und Asiens 

konnte durch Gabe einer Einzeldosis Nevirapine die Übertragungsrate von der 

Mutter auf das Kind unter der Geburt halbiert werden (36). In Brasilien werden 

Patienten mit generischen (ohne die Lizenz der Patenthalter produzierten) 

Medikamenten kostenlos behandelt (2,9). 
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1.2 Die primäre HIV-Infektion 

1.2.1  Das Humane Immundefizienzvirus  

Die Struktur und der Replikationszyklus des HIV-1 als einem Prototypen der 

humanpathogenen Lentiviren (Retroviren) waren in den vergangenen Jahrzehnten 

Gegenstand intensivster Forschung. Das Virus besteht aus einer Doppelstrang-RNA 

und insgesamt 15 Proteinen, die auf einen Kern, eine Hülle, weitere Enzyme und 

Proteine entfallen. Der primäre Rezeptor für HIV ist das Oberflächenmolekül CD4. 

Das virale Hüllprotein gp120 bindet CD4 mit hoher Affinität und ermöglicht somit 

nach zusätzlicher Bindung eines Co-Rezeptors (CCR-5, CXCR-4) die Infektion von 

hauptsächlich T-Helfer-Zellen und Monozyten/Makrophagen. Zentrales Enzym bei 

der weiteren Prozessierung, insbesondere der RNA/DNA, in der Wirtszelle ist die 

reverse Transkriptase (48). 

 

1.2.2  Der Verlauf der HIV-Infektion 

Das Hauptmerkmal der Infektion mit dem HI-Virus ist der fortschreitende CD4+ T-

Zell-Verlust. Die Virus-Replikation findet dabei hauptsächlich im lymphatischen 

Gewebe statt, überwiegend in CD4+ T-Lymphozyten der Keimzentren, die in der 

chronischen Phase hyperplastisch und mit CD8+ T-Zellen infiltriert sind (45,90,92). 

 

Die HIV-Infektion wird klinisch in vier Phasen unterteilt: Die akute oder 

Primärinfektion (PHI), die klinisch asymptomatische Phase, die symptomatische 

Phase, in der erste HIV-assoziierte Erkrankungen auftreten, und AIDS (Syndrom der 

erworbenen Immundefizienz), das durch den Ausbruch verschiedener 

opportunistischer Infektionen gekennzeichnet ist. Dabei handelt es sich überwiegend 

um die Reaktivierung endogener Erreger (z.B. CMV, TB, Pneumocystis carinii, 

Toxoplasma gondii). 

Die PHI-Phase wird in der Mehrzahl der Fälle von einem häufig verkannten akuten 

viralen Syndrom begleitet mit Symptomen wie Fieber, Halsschmerzen, 

Lymphknotenschwellungen, einem nicht juckenden Exanthem an Stamm und 

Gesicht, Durchfall und Gewichtsverlust (51). In dieser Phase besteht ein 

ausgeprägter CD4+ T-Zell-Verlust und eine hohe Plasmavirämie. Diese selektive 
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Depletion HIV-spezifischer CD4+ T-Zellen im MALT führt zu qualitativen Defekten im 

Immunsystem (12,92). Im weiteren Verlauf hin zu einer chronischen Infektion steigen 

die CD4+ T-Zellzahlen wieder an, und die initial sehr hohe Viruslast pegelt sich auf 

einem niedrigeren Niveau ein (48,76). Diese Abnahme erfolgt zeitgleich mit dem 

Einsetzen der HIV-spezifischen CTL-Antwort. Etwa zeitgleich wird der humorale Arm 

der Immunantwort aktiviert. Dieser Prozeß der Serokonversion ist am Ende der vier 

bis acht Wochen dauernden Primärinfektion zu beobachten. 

Die asymptomatische Phase ist durch sinkende CD4+ T-Zellzahlen und eine 

andauernde Virusreplikation im lymphatischen Gewebe gekennzeichnet, die im Blut 

zu einem interindividuell unterschiedlichen Niveau der Virämie („set point“) führt. 

Während dieser Phase können bei den meisten Patienten sowohl ausgeprägte CTL-

Antworten gegen HIV-Proteine als auch neutralisierende Antikörper nachgewiesen 

werden. Es wurde gezeigt, dass in sogenannten „long term non progressors“ (LTNP) 

und bei einigen Patienten, die während der Primärinfektion behandelt wurden, 

robuste HIV-spezifische T-Helfer-Zell-Antworten messbar sind (81,82), die bei 

Patienten mit einer voranschreitenden Immunschwäche (sog. Progressors) in dieser 

Ausprägung nicht zu finden sind (17,33). 

Die symptomatische Phase mit Übergang zu AIDS ist von einer profunden 

Immunsuppression geprägt. Die Virusreplikation steigt unkontrolliert an und es 

kommt zu einem progredienten Verlust von HIV-spezifischen CD4+ T-Zellen im 

peripheren Blut und im GALT (Lymphatisches Darmgewebe) (65a). Opportunistische 

Infektionen sowie bestimmte maligne Proliferationen (z.B. Non-Hodgkin-Lymphome, 

Kaposi-Sarkome) können nicht mehr kontrolliert werden. Das Vollbild der AIDS-

Erkrankung führt unbehandelt innerhalb kurzer Zeit zum Tod. 

 

Schon früh konnte gezeigt werden, dass die HIV-Infektion zu einer Aktivierung des 

gesamten Immunsystems mit einem daraus resultierenden erhöhten T-Zell-Umsatz 

führt, die sich unter Therapie zurückbildet. Dieser erhöhte Umsatz an T-Zellen ist 

durch ein Missverhältnis von Verbrauch zu Regeneration gekennzeichnet (12, 25, 

32). 

In der akuten Infektion ist die CTL-Antwort meistens gegen weniger Epitope gerichtet 

als in der chronischen Infektion, da in dieser Phase die Diversifizierung des Virus 

noch nicht so weit fortgeschritten ist (4). Diese Entwicklung der CTL nach einem 
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scheinbar vorbestimmten Muster wurde in einer weiteren Studie primär infizierter 

Patienten bestätigt (99). Mit fortschreitender Erkrankung und Verringerung der 

Viruslast unter antiretrovitaler Therapie nimmt die Stärke der CTL-Antwort wieder ab 

(6,35,52), was darauf hindeutet, dass die Stärke der CTL-Antwort von der Viruslast 

mitbestimmt wird (12,15,27,69). Das heißt, eine messbare CTL-Antwort hängt von 

der Antigenpräsenz ab. 

Auch HIV-spezifische T-Helfer-Zellen spielen eine wichtige Rolle in der 

Immunantwort gegen HIV (51a) und sind vornehmlich in LTNPs (81,82, 97a), aber 

auch bei chronisch Infizierten nachweisbar (79). Walker et al. konnten eine negative 

Korrelation zwischen der T-Helfer-Zellzahl und der Plasmavirämie (81) sowie eine 

positive Korrelation zwischen diesen Zellen und der HIV-spezifischen CTL-Antwort 

zeigen (51b).  

Ergänzend wiesen Pantaleo et al. ein Zustandekommen funktioneller CTL-Antworten 

nur beim Vorhandensein dual IFN-gamma und IL-2 sezernierender CD8+ T-Zellen 

nach, unabhängig von der T-Helfer-Zell-Präsenz (101). 

 

1.2.3  Die Behandlung der HIV-Infektion 

Durch die Einführung von nukleosidanalogen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren 

(NRTIs) und nachfolgend von Proteasehemmern (PIs) und Nicht-Nukleosidanalogen-

RTIs (NNRTIs) konnten Morbidität und Mortalität massiv gesenkt werden (16,75). Mit 

der Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapien (HAART), der Kombination 

von drei oder mehr Medikamenten aus mindestens zwei Substanzklassen, wurde 

eine rasche und teilweise über Jahre anhaltende Senkung der Plasmavirämie auf 

Werte unterhalb der Nachweisgrenzen der verfügbaren Assays erreicht (37,65,83). 

Einhergehend mit der Unterdrückung der Virusreplikation kommt es zu einem 

signifikanten Anstieg der CD4+ T-Zellzahlen (10,37), auch bei Patienten mit sehr 

niedrigen Ausgangswerten (39,64). Die anfängliche Hoffnung, HIV mit Hilfe solcher 

Therapieansätze innerhalb von nur zwei bis drei Jahren eradizieren zu können (78), 

erfüllte sich jedoch nicht. 

Seit einigen Jahren wird auch versucht, außer den klassischen Zielproteinen RT und 

Protease andere virale Komponenten zu hemmen. So gibt es bereits Substanzen, 

die den Co-Rezeptor CCR5 auf den Zellen blockieren (CCR5-Hemmer) oder an 
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Virusproteine binden und somit die Infektion der Zelle mit HIV behindern („Entry-

Inhibitoren“). Sogenannte Budding-Blocker stören die Ausschleusung der 

reproduzierten HI-Viren aus der infizierten Zelle (50). Eine weitere Substanzgruppe, 

die kurz vor der Zulassung steht, sind die Integrasehemmer. 

 

Immunologisches oder virologisches Therapieversagen, körperliche und psychische 

Nebenwirkungen, Medikamentenunverträglichkeit und eine schlechte 

Therapieadhärenz können im klinischen Alltag Gründe für einen Abbruch der 

Therapie für einige Wochen, Monate oder gar Jahre sein.  

Strukturierte Therapieunterbrechungen werden jedoch auch im Zusammenhang mit 

der Ausbildung oder Verstärkung einer HIV-spezifischen Immunität untersucht, 

nachdem Fälle wie der sogenannte „Berlin-Patient“ bekannt wurden (60). Dieser 

konnte nach der Erstbehandlung während der Primärinfektion und nachfolgenden 

krankheitsbedingten Therapieunterbrechungen über Jahre ein virologisches set point 

level unterhalb von 500 RNA-Kopien/ml halten, dies ohne ART und bei stabilen 

CD4+ T-Zellzahlen. 

Folgeuntersuchungen zeigten jedoch bald, dass es sich bei Patienten mit endogener 

Kontrolle der Viruslast um anekdotische Fälle handelte, die entweder in der akuten 

Phase der HIV-Infektion (PHI) (60,73,82,95a) oder bei initial sehr niedriger Viruslast 

behandelt wurden (95). Bei der überwältigenden Mehrheit der Patienten, die erst 

während der chronischen Infektion behandelt wurden, gab es trotz teilweise 

jahrelanger Unterdrückung der Viruslast auf Werte unterhalb der Nachweisgrenze 

innerhalb von Tagen oder Wochen nach Absetzen der Therapie einen ausgeprägten 

viralen „Rebound“ (18,25,32,40,44,67,77,84) auf prätherapeutische Werte (41). In 

den meisten Fällen wurden einhergehend mit dem Anstieg der Viruslast auch eine 

erneute CD4+ T-Zell-Abnahme sowie der Anstieg verschiedener 

Aktivierungsparameter beobachtet. Es kommt also frühzeitig während der Infektion 

zu einem selektiven Immundefekt, insbesondere der HIV-spezifischen T-Zellen, der 

durch ART nicht mehr reversibel gemacht werden kann. 

Im Affenmodell konnte später gezeigt werden, dass STI (strukturierte 

Therapieunterbrechungen) bei der Behandlung der frühen Infektion zu einer 

verbesserten Kontrolle der Viruslast führen können, die durch eine verstärkte virus-

spezifische CTL-Antwort vermittelt wird (89). Auch im Menschen konnte mit Anstieg 
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der Viruslast teilweise eine Erhöhung der HIV-spezifischen CTL beobachtet werden 

(30,77,82,85). Diese ging aber nur in wenigen Fällen auch mit einer verbesserten 

Viruskontrolle einher (82). 

Daher sind die Möglichkeiten und der Einsatz von (endogenen) Vakzinierungen als 

zusätzliche, zukünftige Behandlungsstrategie ein bedeutender Bestandteil der HIV-

Forschung. 

Nach Rosenberg et al. ist der zunehmende Virus-Kontrollverlust im Verlauf der 

Infektion auf funktionelle Defizite der HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen 

zurückzuführen. Dieser Defekt könne durch Stimulierung der HIV-spezifischen T-

Helferzell-Antwort behoben werden. Diese Stimulierung gelänge in vitro durch 

Zugabe autologer, während der Serokonversionsphase konservierter CD4+ T-Zellen 

und in vivo durch eine Impfung mit HIV-Peptid-codierender DNA (59a). 

Douek et al. zeigten, dass eine Impfung mit SIV-Peptid-codierender DNA vor dem 

großen Verlust an HIV-spezifischen CD4+ T-Gedächtniszellen im Darm (GALT) 

während der primären HIV-Infektion schützen kann (65b). Kelleher et al. wiesen 

nach, dass dieser selektive Untergang an CD4+ T-Gedächtniszellen dem 

Vorhandensein bestimmter Moleküle (CCR-5, CD127, CTLA-4) auf der CD4+ 

Zelloberfläche geschuldet ist, die damit eine Infektion der Zelle begünstigen (99a). 

 

1.3 Zielsetzung der Arbeit 

Ziel dieser Arbeit ist es, immunologische und genetische Parameter zu 

charakterisieren, die mit der endogenen Kontrolle der Virusreplikation durch HIV-

spezifische Immunantworten nach primärer HIV-Infektion (PHI) assoziiert sind. 

 

Dabei soll der immunologische Einfluß eines frühzeitigen Beginns einer 

antiretroviralen Therapie und strukturierter Therapieunterbrechungen (STI) auf eine 

mögliche endogene Kontrolle der Virusreplikation nach primärer HIV-Infektion näher 

beleuchtet werden. 
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2  Material und Methoden 
 

2.1  Patienten 

Die Untersuchungen erfolgten an Materialien von Patienten in der 

Serokonversionsphase der HIV-Infektion, die in Zusammenarbeit mit Dr. Heiko 

Jessen in Berlin rekrutiert wurden. In die Studie eingeschlossen wurden 20 

homosexuelle Männer im Alter zwischen 22 und 38 Jahren, die folgende Kriterien 

erfüllen mussten: 

 

- PHI-Symptomatik und/oder 

- Negativer HIV-Antikörper-Test (ELISA) in der Vorgeschichte (>6 Monate) 

- Positiver Virus-Nachweis mittels PCR 

 

Alle Teilnehmer wurden unverzüglich mit einer hochaktiven, antiretroviralen Therapie 

behandelt (HAART). Über einen Zeitraum von mindestens einem Jahr wurde eine 

medikamentöse HIV-Therapie mit strukturierten, Viruslast-gesteuerten 

Therapieunterbrechungen (STI) durchgeführt. Das heißt, nachdem die HI-Viruslast 

(VL) im peripheren Blut unter der Nachweisgrenze von 50 RNA-Kopien/ml lag, 

erfolgte eine Therapiepause. Sobald die Viruslast die Grenze von >5000 RNA-

Kopien/ml (s. Walker et al. (53)) überschritt, begann ein neuer Therapiezyklus. Um zu 

gewährleisten, dass die Viruslast nach Absetzen von HAART während der STI ihren 

individuellen „set point level“ erreicht hatte, musste die 2.STI von mindestens 

dreimonatiger Dauer sein. 

 

2.2  Blutabnahmen 

Es wurden Blutproben an Baseline (Tag 0), am Ende jedes Therapieblocks und am 

Ende jeder Therapiepause genommen. Zu allen Zeitpunkten wurde die Anzahl der 

Lymphozyten-Subpopulationen (T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen, CD4+ 

und CD8+ T-Zellen, HLA-DR+ T-Zellen und CD45RA+ CD4+ T-Zellen) aus frischem 

Blut bestimmt. Zusätzlich wurden PBMC aus ca. 30ml Blut isoliert und 

kryokonserviert. Daraus erfolgten Analysen der Plasmaviruslast, T-Zellzahlen, 
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Aktivierung und Proliferation der Lymphozyten sowie der HIV-spezifischen CTL-

Antworten im peripheren Blut. 

2.3  Isolierung von PBMC (peripheral blood mononuclear 

cells) 

PBMC wurden aus Vacutainer CPTTM Cell Preparation Tubes, die Natriumcitrat als 

Antikoagulanz enthielten, mittels Dichte-Gradientenzentrifugation isoliert. Diese 

Röhrchen wurden gewählt, um eine standardisierte Form der Isolierung zu 

gewährleisten und um die Möglichkeit zu haben, aus dem Plasma nachträglich die 

Viruslast zu bestimmen (dieser Test wird für heparinisiertes Blut nicht empfohlen). 

Pro Patient wurden 3 bis 5 Röhrchen à ca. 8 Milliliter venösen Bluts prozessiert. 

Die CPTs wurden bei Raumtemperatur für 20 Minuten bei 1600xg  (3000 Upm) 

zentrifugiert. Dabei entsteht wie bei einer klassischen Ficoll-Separation eine 

Lymphozytenschicht, die im Fall der CPT-tubes durch ein Gel von den dichteren 

Erythrozyten getrennt wird,  während das Plasma im Überstand verbleibt. Von dem 

Plasma wurden je 2 ml in 3 Nunc Kryoröhrchen eingefroren. Die auf dem Gel 

liegenden Lymphozyten wurden in ein 50ml-Polypropylenröhrchen überführt und die 

CPTs mit je 8 bis 10ml PBS gewaschen, um noch anhaftende Zellen zu ernten. Die 

Zellen wurden bei 4°C für 10 Minuten bei 400xg (1500 Upm) zentrifugiert und der 

Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 4.5ml RPMI resuspendiert und die Zellzahl 

bestimmt. Bei weniger als 25 Millionen Zellen wurden diese auf 5 Einfrierröhrchen 

verteilt, bei mehr à 5 Millionen/Röhrchen eingefroren. Nach Zugabe der gleichen 

Menge Einfriermediums wurden die Zellen zügig in 1.8ml-Aliquots auf zuvor 

beschriftete Kryoröhrchen verteilt und in einer Kryobox bei –80°C eingefroren. Am 

nächsten Tag wurden sie in flüssigen Stickstoff überführt. 

 

Einfriermedium: 

30% RPMI 

30% Plasma-Expander (Gelifundol) 

20% FCS 

20% DMSO 
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 Firma Katalognummer 

Vacutainer CPT Becton Dickinson 16549 

Zentrifuge Sigma 3K-1  

5ml-Pipette serologisch Falcon 35 6543 

10ml-Pipette serologisch Falcon 35 6551 

25ml-Pipette serologisch Falcon 35 6525 

Cryotube 1.8ml Nunc 377 267 

50ml-Polypropylenröhrchen Falcon 35 2070 

PBS GibcoBRL 14190-094 

RPMI GibcoBRL 21875-034 

FCS HyClone CH30160.03 

Gelifundol Biotest 184.190-09 

DMSO (Dimethylsulfoxid) Fluka 41640 

Cryobox Stratagene  

 

2.4  Durchflußzytometrie 

PBMC wurden bei 37°C aufgetaut und zu 12ml kaltem FACS-Puffer in einem 15ml-

Falcon-Röhrchen gegeben. Die Zellen wurden bei 4°C für 6 Minuten bei 400g 

(1500Upm) abzentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Pellet wurde in 

[(Anzahl der Färbungen-1) x100] µl FACS-Puffer aufgenommen und auf Eis 

aufbewahrt. Die jeweiligen Antikörper-Kombinationen wurden als Gebrauchslösung 

hergestellt und für mehrere Wochen bei 4°C aufbewahrt. Es wurden - bis auf Ki-67 - 

ausschliesslich direkt fluoreszenzgekoppelte monoklonale Antikörper verwendet. Pro 

Färbung wurden 2.5µl der APC- und 7.5µl der FITC-, PE- und PerCP-Antikörper von 

Becton Dickinson eingesetzt, von TCR-APC 2µl und von den restlichen Antikörpern 

5µl. Für die extrazelluläre Färbung wurden 100ul der jeweiligen Antikörper-

Stammlösung in FACS-Röhrchen vorgelegt, je 100µl Zellsuspension zugegeben und 

der Ansatz für 30 Minuten im Kühlschrank inkubiert, dann mit 2 ml kaltem PBS 

versetzt und bei 4°C für 5 Minuten bei 400xg abzentrifugiert. Alle weiteren 

Zentrifugationsschritte erfolgten unter diesen Bedingungen. Die Zellen wurden dann 

fixiert: die extrazellulär gefärbten mit 300µl 2% PFA/PBS und die intrazellulär zu 

färbenden mit 500µl 2% PFA. Für die Färbung der intrazellulären Antigene wurden 
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die Zellen nach 20 Minuten Fixierung im Kühlschrank bei 2000xg abzentrifugiert und 

mit 1 ml PBS gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte durch Zugabe von 500µl 

Permeabilisierungspuffer (PP) und eine weitere Zentrifugation. Die Zellen wurden 

dann in 100µl PP aufgenommen, mit je 5µl Ki-67-FITC versetzt und für 20 Minuten im 

Kühlschrank gefärbt. Nach Zugabe von 2ml Waschpuffer wurden die Zellen für 

weitere 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert und dann abzentrifugiert.  Es folgten 

ein Waschschritt mit 1 ml Waschpuffer und einer mit 750 µl BSA-Puffer, dann wurden 

die Zellen mit 300 µl 1% PFA fixiert und gemessen. 

Für die Einstellung der Kompensation am Durchflußzytometer wurden je ca. 50 µl 

Zellsuspension in fünf Röhrchen überführt und mit einer Isotypkontrolle oder jeweils 

einem einzelnen Antikörper in jeder der vier Farben gefärbt. 

Die Messungen erfolgten an einem FACSCalibur™. Es wurden, soweit möglich, 

jeweils 40.000 CD3+ T-Zellen im lifegate gemessen oder 20.000 CD4+  bzw. CD8+ T-

Zellen. 

Pufferlösungen: 

FACS-Puffer      Permeabilisierungspuffer (PP) 

2% FCS      0.1% Saponin 

0.1% Azid      0.1% BSA 

in PBS       0.1% Azid  

in PBS 

Waschpuffer      BSA-Puffer 

0.3% Saponin      0.1% BSA 

0.1% BSA      0.1% Azid 

0.1% Azid      in PBS 

in PBS 

 

Verwendete Materialien und Antikörper: 

 Firma Katalognummer 

15ml  Röhrchen Falcon 35 2096 

FACS-Röhrchen Falcon 35 2052 

10x PBS GibcoBRL 14200-067 

FCS HyClone CH30160.03 

Saponin Sigma S-7900 

BSA Sigma B-4287 

Natriumazid Merck 1.06688.0100 

Paraformaldehyd Serva 31628 
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�CD3-PerCP Becton Dickinson 347 344 

�CD3-APC Becton Dickinson 340 440 

�CD4-PerCP Becton Dickinson 347 324 

�CD4-FITC Becton Dickinson 340 133 

�CD4-PE Becton Dickinson 347 327 

�CD4-APC Becton Dickinson 340 443 

�CD8-PerCP Becton Dickinson 347 314 

�CD8-FITC Becton Dickinson 347 313 

�CD8-PE Becton Dickinson 340 046 

�CD14-FITC Becton Dickinson 347 493 

�CD19-PE Becton Dickinson 349 209 

�CD25-PE Becton Dickinson 345 797 

�CD28-PE Becton Dickinson 348 047 

�CD38-APC Becton Dickinson 340 439 

�CD45RA-PE Pharmingen 31265X 

�CD45R0-FITC Pharmingen 31304X 

�CD45R0-APC Becton Dickinson 340 438 

�CD62L-FITC Cymbus Biotechnology CBL 523F 

�CD69-PE Becton Dickinson 347 827 

�CD95-FITC Becton Dickinson 340 479 

�CD122-PE Becton Dickinson 340 254 

�CD103-PE DAKO R7188 

�HLA-DR-PE Becton Dickinson 347 367 

�CCR5-PE Pharmingen 36465X 

�CXCR4-APC Pharmingen 36199X 

����/ � TCR-APC Pharmingen 555718 

�Ki-67-FITC DAKO F0053 

 

2.5  Charakterisierung HIV-spezifischer CTL mittels ELISpot 

Um zu analysieren, gegen welche Epitope von HIV spezifische CTL vorhanden sind, 

wurden ELISpots eingesetzt, da mit dieser Methode eine große Anzahl an Peptiden 

getestet werden kann (29,57,66,68,87). 

Nach HLA-Typisierung der jeweiligen Patienten wurden die jeweils optimalen Peptide 

eingesetzt. Die Sequenzen dieser optimalen Peptide für den jeweiligen HLA-Typ 

wurden der Los Alamos Immunology Database entnommen (28,www.hiv-

web.lanl.gov/content/immunology/tables/ctl_summary.html). 



 16 

2.5.1  Beschichten der Platten 

Für die ELISpots wurden 96-Well-Filterplatten mit dem �-IFN-�-Antikörper 1-DK1 

(dem „ersten“ oder sogenannten „Fang“(capture)-Antikörper) beschichtet. Dazu 

wurde der Antikörper 1:2000 in PBS verdünnt (Endkonzentration 0.5 µg/ml) und je 

100 µl in die wells verteilt. Die Platten wurden über Nacht im Kühlschrank inkubiert 

und dort gelagert. 

 

 Firma Katalognummer 

Multiscreen®-IP sterile Platten 

0.45µm 

Millipore MAIPS4510 

�-IFN-�-Antikörper 1-DK1 Mabtech AB 3420-3-21 

PBS GibcoBRL 14190-094 

elektronische Multikanalpipette   

2.5.2  Auftauen der Zellen 

PBMC wurden bei 37°C aufgetaut und in ein 15 ml-Röhrchen mit 12 ml R10 

überführt. Die Einfrierröhrchen wurden mit 1 ml R10 gewaschen. Die Zellen wurden 

bei 4°C für 10 Minuten bei 1500 Upm abzentrifugiert und der Überstand abgesaugt. 

Die Pellets wurden in 10 ml 37°C warmem R10 resuspendiert und nochmals 

abzentrifugiert. Nach Absaugen des Überstands wurden die Pellets erneut in 10 ml 

warmem R10 aufgenommen und für einige Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% 

CO2 vorinkubiert. Die Zellen wurden vor dem Zählen 1:10 in PBS verdünnt und mit 

Trypanblau in einer Neubauer-Zählkammer gezählt. Die Zellzahl wurde dann auf 

1x106/ml eingestellt. 

 

R10 

RPMI 

10% FCS 

1:100 Hepes-Puffer 

1:100 PenStrep 
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 Firma Katalognummer 

15ml  Röhrchen Falcon 35 2096 

RPMI GibcoBRL 21875-034 

FCS HyClone CH30160.03 

Hepes-Puffer 1M GibcoBRL 15630-056 

Penicillin-Streptomycin GibcoBRL 15070-063 

Trypanblau-Lösung 0.4% GibcoBRL 15250-061 

2.5.3  Vorbereiten der Platte 

Die Platten wurden mit einer elektronischen Multikanalpipette mit 200 µl PBS / 1% 

FCS pro Well sechsmal gewaschen. Dies erfolgte durch Befüllen und nachfolgendes 

Ausschlagen der Platte. Nach dem letzten Ausschlagen wurden die Wells mit 30 µl 

R10 befüllt, um ein Austrocknen zu verhindern. 

Die gewaschenen Platten wurden mit je 10 µl der  ausgewählten Peptide und 

nachfolgend mit je 100 µl Zellsuspension (≡ 100.000 Zellen) befüllt und über Nacht, 

mindestens aber für 12 Stunden, bei 37°C und 5% CO2 inkubiert. Die 

Negativkontrolle wurde nur mit Zellen befüllt, die Positivkontrolle mit 10 µl PHA. 

 

 Firma Katalognummer 

Peptide 200µg/ml  

Stocklsg:2mg/ml10%DMSO/RPMI 

MGH EMC nicht käuflich 

PHA , 25µg/ml in R10 Sigma L-9132 

 

2.5.4  Farbreaktion 

Die Platten wurden nach der Inkubation wie oben sechsmal mit PBS gewaschen und 

mit 100µl des zweiten, biotinylierten �-IFN-�-Antikörpers 7-B6-1 (1:2000 in PBS 

verdünnt, Endkonzentration 0.5 µg/ml) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer bis 

anderthalb Stunden wurde die Platte erneut sechsmal mit PBS gewaschen und mit 

100 µl 1:2000 in PBS verdünnter Streptavidin-alkaliner Phosphatase im Dunkeln bei 

Raumtemperatur inkubiert. Nach 45 Minuten wurde die Platte sechsmal gewaschen 

und 100 µl der Substratlösung zugegeben. Diese wurde frisch mit 1:100 NBT und 

1:100 BCIP in Tris-Puffer (s.u.) angesetzt. Die Farbreaktion lief bei Raumtemperatur 
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für ca. 10 bis 20 Minuten, bis die entstehenden spots sich dunkelblau gefärbt hatten. 

Die Platte wurde dann ausgeschlagen und mit 200 µl PBS /Tween inkubiert. Nach 10 

Minuten wurde die Platte mit Wasser gründlich gespült und trocknen gelassen. Die 

Lagerung erfolgte im Dunkeln, um ein Verblassen der Punkte zu verhindern.  

Die Auszählung erfolgte frühestens 24 Stunden später manuell unter dem Mikroskop. 

Dabei wurde pro Well ein Hintergrund von 50 SFC (spot forming cells) pro 106  

eingesetzter Zellen abgezogen. 

 

Tris-Puffer pH9.5     BCIP 

0.1M Tris      15mg BCIP in 1ml  DMF 

0.5mM MgCl2∗6H2O    NBT 

PBS /Tween      30mg NBT in 1ml  70% DMF 

0.05% Tween20 in PBS 

 

 Firma Katalognummer 

PBS GibcoBRL 14190-094 

�-IFN-�-Antikörpers 7-B6-1 Biotin Mabtech AB 3420-6-13 

Streptavidin-alkaline Phosphatase Mabtech AB 3310-8 

5-bromo-4-chloro-indolylphosphat 

(BCIP) 

Bio-Rad 170-6532 

Nitroblue tetrazolium (NBT) Bio-Rad 170-6539 

Dimethylformamid (DMF) Sigma D4551 

Tris GibcoBRL 15504-020 

MgCl2∗6H2O Merck 5833 

Tween20 Merck 822184 

 

2.6  Bestimmung der Plasmavirämie 

Die Bestimmung der Viruslast im Plasma erfolgte mittels Roche Amplicor PCR 

Version 3.0, bei Werten oberhalb des linearen Messbereichs im Verdünnungsansatz. 
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2.7  HLA-Typisierung 

Die Bestimmung der HLA-Klasse-I-Oberflächenantigene erfolgte serologisch durch 

Nachweis von Komplement-vermittelter Zytotoxizität von HLA-Antiseren, 

Doppelfluoreszenz-Färbung mit Carboxy-Fluorescein und Ethidiumbromid. Die 

Auswertung erfolgte mittels Fluoreszenz-Mikroskop. 

 

2.8  Statistik 

Aufgrund der sehr geringen Fallzahl und der damit verbundenen eingegrenzten 

Aussagekraft der Ergebnisse wurde auf eine umfassende, statistische Auswertung 

verzichtet. Die Berechnung der Mittelwerte und Mediane erfolgte mittels Excel von 

Microsoft Office. 
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3 Ergebnisse 
 

3.1  Hintergrund 

An der Studie nahmen ursprünglich 20 Patienten teil. 5 von ihnen schieden während 

des Untersuchungszeitraums aufgrund mangelnder Compliance aus, so dass die 

Daten von 15 Patienten in die Auswertung eingehen. 

Die überwiegende Mehrheit aller 15 Patienten litt zum Zeitpunkt des 

Studieneinschlusses unter einer Akutsymptomatik im Rahmen ihrer frischen HIV-

Infektion (PHI). Alle Teilnehmer hatten anamnestisch in ihrer Vorgeschichte (>6 

Monate) einen negativen HIV-Antikörper-Test (ELISA) vorzuweisen. Ebenso gelang 

zu diesem Zeitpunkt der Nachweis des HI-Virus in den 15 Patientenseren mittels 

PCR (s. Abb. 3.2.1). 

 

Alle Teilnehmer wurden unverzüglich mit einer hochaktiven, antiretroviralen Therapie 

behandelt (HAART). 8 Patienten erhielten ddi, EFV und NFV (vor 1.STI) bzw. ABC 

(nach 1.STI), die restlichen 7 Patienten wurden mit AZT/3TC und LPV/r behandelt. 

8 Patienten bekamen zusätzlich Hydroxyurea 500-1000mg/d. In der ausführlich 

untersuchten Gruppe konnte jedoch bei keinem der diversen Parameter ein 

auffallender Unterschied zwischen der mit Hydroxyurea (HU) behandelten und der 

Gruppe, die ausschließlich die Dreifachkombination bekam, festgestellt werden, wie 

auch von D. Cooper et al. beschrieben (13a). Es wird daher bei der Darstellung der 

einzelnen Verläufe nicht mehr explizit darauf hingewiesen. 

Über einen Zeitraum von mindestens einem Jahr wurde eine medikamentöse HIV-

Therapie mit strukturierten, Viruslast-gesteuerten Therapieunterbrechungen (STI) 

durchgeführt. Das heißt, nachdem die HI-Viruslast (VL) im peripheren Blut unter der 

Nachweisgrenze von 50 RNA-Kopien/ml lag, erfolgte eine Therapiepause. Sobald die 

Viruslast die Grenze von >5000 RNA-Kopien/ml überschritt (s. Walker et al. (53)), 

begann ein neuer Therapiezyklus. 

Analysen erfolgten vor Therapiebeginn, am Ende jedes Therapieblocks und am Ende 

jeder Pause. 
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Nach 2 Pausen wurde der individuelle, virologische „set point level“ ermittelt; also 

das Niveau, auf dem sich bei jedem Patienten die Viruslast ohne ART einpendelte. 

Um zu gewährleisten, dass die Viruslast des jeweiligen Patienten auch tatsächlich 

den individuellen set point erreicht hatte, hatte die 2. Therapiepause eine Dauer von 

mindestens 3 Monaten. 

 

Nach Abschluß der Studie und Auswertung der gewonnenen Daten ließen sich die 

Patienten arbiträr in 2 Gruppen einteilen: Die Gruppe der sogenannten „Controller“  

(3 von 15 Patienten) und diejenige der „Non-Controller“ (12 von 15 Patienten). 

Patienten aus der Controller-Gruppe waren in der Lage, die Menge des HI-Virus in 

ihrem Blut ohne medikamentöse Unterstützung über einen längeren Zeitraum unter 

5.000 RNA-Kopien/ml zu halten (53), den Patienten der Non-Controller-Gruppe 

gelang es ohne HAART nicht, die Menge der Virusreplikation unterhalb dieser 

Grenze zu halten; sie lagen zum Teil deutlich darüber. 

 

3.2  Immunologische Ausgangsparameter  

Im Folgenden ist die Patientengruppe anhand einiger Parameter zum Zeitpunkt des 

Studienbeginns („Baseline“) näher charakterisiert worden. 

 

 CD4+T-Zellen CD8+T-Zellen Viruslast ELISA 
 (Baseline) (Baseline) (Baseline) Negativ 
 /ul /ul copies/ml (Baseline) 
     
Alle Patienten 514 1046 1.868.833 4 

n=15 (+/- 292) (+/- 837) (+/- 1.571.650)  
     

Controller 526 786 1.101.167 1 
n=3 (+- 188) (+/- 381) (+/- 1.305.272)  

     
Non-Controller 511 1111 2.060.750 3 

n=12 (+/- 314) (+/- 912) (+/- 1.614.803)  
Tab. 3.2.1: Ausgangsmittelwerte 
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Bemerkenswert ist, dass sich beide Gruppen in ihren mittleren Ausgangswerten nicht 

wesentlich voneinander unterschieden, die Patienten beider Gruppen zu Beginn also 

im Mittel einen vergleichbaren zellulären Immunstatus hatten. 

Im Detail betrachtet ergibt sich bei den CD4+ T-Helferzellen, als einem der 

Hauptangriffsziele des HI-Virus, keine Differenz zwischen den Gruppen. Die 

Controller verfügten im Mittel über 526 (Range: 275-661), die Non-Controller über 

511 Helferzellen/ul (Range: 175-1201). In beiden Gruppen sind also sowohl 

Patienten mit relativ hohen als auch mit relativ niedrigen Helferzellwerten enthalten. 

Ähnliches gilt für die CD8+ zytotoxischen T-Zellen, die bei fast allen Patienten 

(11/15) als Antwort ihres Immunsystems auf die frische HIV-Infektion angestiegen 

sind. 

Die Patienten der Controller-Gruppe verfügten im Mittel über 786 CD8+ T-Zellen/ul 

(Range: 339-1272), diejenigen der Non-Controller-Gruppe über 1111 Zellen/ul 

(Range: 369-3823), so dass sich auch in Bezug auf diese Zellen in beiden Gruppen 

ein weites Spektrum fand. 

Ein diskreter Unterschied zwischen den Gruppen ergab sich bei der Menge der HI-

Viren im peripheren Blut zu Beginn der Untersuchung. Die Controller verfügten im 

Mittel über 1.101.167 RNA-Kopien pro ml mit Werten zwischen 1.500 und 2.935.000 

copies/ml. Bei den Non-Controllern ergaben sich Werte zwischen 17.000 und 

5.600.000 cop./ml, der Mittelwert von 2.060.750 cop./ml liegt hier doppelt so hoch. 

Allerdings muss erwähnt werden, dass bei der Bewertung der Virusmenge im Blut 

des Patienten sowohl in der akuten als auch später in der chronischen Phase im 

klinischen Alltag neben den Absolutzahlen vielmehr die relative Höhe – also die log-

Stufe – entscheidend ist. Und auch in diesem Punkt ergibt sich zwischen den 

Gruppen keine entscheidende Differenz (s. Abb. 3.3.1: 6,04 in C vs. 6,31 in NC). 

Von den 15 Patienten in der akuten Phase der Serokonversion waren bei insgesamt 

4 Patienten noch keine Antikörper gegen HIV mittels ELISA nachweisbar, dies betrifft 

bei den Controllern 1 Patienten, in der Gruppe der Non-Controller 3 Patienten. 

Es sei erwähnt, dass zwar die Mehrzahl, aber nicht alle Patienten die damaligen 

Kriterien für einen sofortigen Beginn der HAART, nämlich eine Viruslast von >50.000 

cop./ml (2 von 15 Patienten haben <50.000 RNA-Kopien) und eine CD4+ Zellzahl 

von <350/ul (9 von 15 Patienten haben >350 Helferzellen), erfüllten (58). 
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3.3  Viruslast im Verlauf 

Das Hauptkriterium für die Einstufung der 15 Patienten in die Gruppe der Controller 

oder Non-Controller war die Fähigkeit des Immunsystems des jeweiligen Patienten, 

nach Absetzen der antiretroviralen Therapie die Menge des HI-Virus im Blut über 

einen entsprechend langen Zeitraum (Dauer der 2.STI mind. 3 Monate) auf einem 

niedrigen Niveau, nämlich unterhalb 5.000 RNA-Kopien/ml, halten zu können. 
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Abb. 3.3.1: Verlauf der Viruslast in log 

 

Dabei ergibt sich bei Betrachtung des Verlaufs der Viruslast folgendes Bild: 

Die Viruslast wurde auf der y-Achse in log aufgetragen. So lassen sich Werte, die 

sich im Verlauf um mehrere Zehnerpotenzen ändern, optisch besser nachvollziehbar 

darstellen. 

Beim Vergleich der Viruslasten zu Beginn und in der 1.Pause lässt sich feststellen, 

dass allen Patienten durch den ersten ART-Block eine deutliche Reduktion der HI-

Viruslast im peripheren Blut gelang. Bei den Non-Controllern gelang ein Abfall um 

1,5, bei den Controllern um 2 log-Stufen. In Zahlen ausgedrückt fiel die Viruslast bei 

allen Patienten von mittleren 1.868.833 cop./ml auf 30.463 cop./ml, bei den 

Controllern von 1.101.167 auf 6000 cop./ml, bei den Non-Controllern von 2.060.750 

auf 35.900 cop./ml (s. Tab. 3.3.1). 
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Durch den zweiten ART-Block erzielten die Patienten der Non-Controller keine 

deutliche Verbesserung im Hinblick auf ihre Viruslasten, ihnen gelang in der zweiten 

Pause kein weiterer Abfall oder gar eine Kontrolle der Virusmenge. In Absolutzahlen 

betrachtet lag die Viruslast bei 59.005 cop./ml, in der ersten Pause lag sie noch bei 

35.900 cop./ml (in log: 4,56 in 1.Pause vs. 4,77 in 2.Pause). 

Ein erneuter, geringer Abfall um 0,3 log durch den zweiten ART-Block lässt sich bei 

den Controllern verzeichnen, ihre Viruslast fiel im Mittel von 6000 cop./ml in der 

ersten Pause auf 2833 cop./ml in der zweiten Pause (in log: 3,78 in 1.Pause vs. 3,45 

in 2.Pause). 

 

 Viruslast Viruslast Viruslast Viruslast 
 (Baseline) (1.Pause) (2.Pause) Median 
 copies/ml copies/ml copies/ml copies/ml 
     
Alle Patienten 1.868.833 30.463 44.962 59.000 

n=15 (+/- 1.571.650) (+/- 34.584) (+/- 33.470) 2.Pause 

     
Controller 1.101.167 6.000 2.833 3.000 

n=3 (+/- 1.305.272) (+/- 5.000) (+/- 623) set point/2.Pause 

     
Non-Controller 2.060.750 35.900 59.005 66.000 

n=12 (+/- 1.614.803) (+/- 35.969) (+/- 26.546) 2.Pause 
Tab. 3.3.1: Viruslastmittelwerte im Verlauf 

 

Die Patienten der Controller-Gruppe erreichten damit ihren „set point“ der Viruslast 

im Median bei 3.000 cop./ml. Die Non-Controller lagen in dieser Phase bei medianen 

66.000 cop./ml. 

 

3.4  Aktivierung und Proliferation von CD8+ T-Zellen 

Eines der Hauptmerkmale der HIV-Infektion ist der erhöhte Anteil an proliferierenden 

CD4+ und CD8+ T-Zellen sowohl in der akuten als auch chronischen Phase der HIV-

Infektion. Dieser wird anhand der verstärkten Expression des nukleären Antigens Ki-

67 gemessen, das in allen Phasen des Zellzyklus außer der G0-Phase exprimiert 

wird und somit charakteristisch für proliferierende Zellen ist (34,88). 
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Abb. 3.4.1 zeigt den Verlauf des Anteils Ki67+CD8+ T-Zellen. Zu Baseline lag mit 

21,5% bei den Controllern und 15,5 % bei den Non-Controllern ein deutlich erhöhter 

Anteil an proliferierenden, zytotoxischen T-Zellen vor. Dieser sank in beiden Gruppen 

parallel zur Viruslast bis zur 1.Pause auf 10,7% bei den Controllern und auf 3,7% bei 

den Non-Controllern. 
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Abb. 3.4.1: Verlauf der Aktivierungsparameter  

 

Im weiteren Verlauf stieg der Anteil bei den Non-Controllern auf 13,7% an, passend 

zur im Vergleich zur 1.Pause nun wieder höheren Viruslast in der 2.Pause. Bei den 

Controllern sank der Anteil an Ki67+CD8+ T-Zellen auch hier parallel zur Viruslast 

weiter ab auf 7,1%. 

 

Zusätzlich zur Proliferation wurden ein früher (innerhalb der ersten 12-24 Stunden) 

und ein später (innerhalb der ersten 1 bis 2 Tage) Aktivierungsmarker im Verlauf 

untersucht (1,4,28,32a,43,54a,90). 

Die Expression des spät im Rahmen der Aktivierung eines Lymphozyten exprimierten 

Markers HLA-DR auf CD8+ T-Zellen fiel von Baseline 29,8% (Controller) bzw. 55,4% 

(Non-Controller) auf 10,2% bei den Controllern und auf 19,7% bei den Non-

Controllern in der 1.Pause. Bei beiden Gruppen stieg der Anteil an HLA-DR 

exprimierenden CD8+ T-Zellen zum Zeitpunkt der 2.Pause wiederum an, auf 30,9% 
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bei den Non-Controllern und auf 18% bei den Controllern; gegenläufig zur 

gesunkenen Viruslast. 

Der Anteil den frühen Aktivierungsmarker CD25 exprimierender CD8+ T-Zellen 

unterlag sowohl in der Gruppe der Controller als auch der Non-Controller im 

gesamten Verlauf nur geringen Schwankungen. Ein Zusammenhang z.B. mit der 

Viruslast ließ sich nicht feststellen. 

 

3.5  Qualität der CD8-Antwort im ELISpot 

Die ELISpots dienen der breiten Erfassung der CTL-Antwort, da mit ihnen eine große 

Anzahl von Peptiden mit einer relativ geringen Zellzahl getestet werden kann. So 

liefert der ELISpot eine Aussage über die Spezifität der Zelle durch den Nachweis 

ihrer Fähigkeit, IFN gamma zu produzieren. 

Bei den ELISpots wurden acht bis zwölf Aminosäuren lange HLA Klasse I-

restringierte Peptide verwendet, die als optimal beschrieben waren, also denen 

entsprechen, die bei der Infektion einer Zelle bei entsprechender HLA-Restriktion 

präsentiert werden können. 

In Depletionsversuchen konnte gezeigt werden, dass die Produktion von IFN gamma 

nach Stimulation mit HLA Klasse I-Peptiden mehrheitlich auf CD8+ T-Zellen 

beschränkt war (4,7). Es wurden daher unfraktionierte PBMC in diesem Assay 

eingesetzt, die gleichzeitig auch als Antigen-präsentierende Zellen fungierten. Die so 

erzielten Ergebnisse wurden als „Punkt-bildende Zellen“ (spot forming cells, SFC) pro 

Million eingesetzter Zellen angegeben. ELISpots zeigen auch bei gefrorenem 

Material gute Ergebnisse, so dass PBMCs retrospektiv analysiert werden konnten. 

Zur Darstellung der Ergebnisse wurden alle zu einem Zeitpunkt mit verschiedenen 

Peptiden erhaltenen SFC addiert. 

 

Alle Patienten erkannten zum Zeitpunkt Baseline von allen angebotenen HLA-

gematchten Peptiden im Mittel 14,6%. Im weiteren Verlauf generierten alle Patienten 

noch im Durchschnitt gegen zusätzliche 50,82% aller Peptide eine CTL-Antwort. 

Insgesamt wurden vom Gesamtkollektiv der Patienten durchschnittlich 65,5% aller 

eingesetzten Peptide erkannt (s.Tab. 3.5.1). 
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 WB-Banden 
Erkannte 
Peptide Neuerkannte 

Erkannte 
Peptide 

 (Baseline) (Baseline) Peptide (insgesamt) 
  % % % 
     
Alle Patienten 4 von 7 14,6 50,82 65,6 

n=15     
     

Controller 3 von 7 26,7 56,7 83,3 
n=3     

     
Non-Controller 5 von 7 11,7 49,4 61,2 

n=12     
Tab. 3.5.1: Peptidmittelwerte im Verlauf 

 

Beim Vergleich der beiden Patienten-Gruppen zeigen sich folgende Unterschiede: 

1. Die CTL-Antwort der Controller ist bereits zu Baseline breiter als die der Non-

Controller: Die Controller erkannten bereits initial 26,7% aller offerierten Peptide, bei 

den Non-Controllern liegt der Anteil bei 11,7%. 

2. Auch mit zunehmender Infektionsdauer bleibt diese Differenz zwischen den beiden 

Gruppen erhalten: Die Controller konnten während des gesamten STI-Regimes ihre 

CTL-Antwort gegen die einzelnen Viruspeptide auf durchschnittlich 56,7% erweitern, 

den Non-Controllern gelang eine Verbreiterung ihrer Immunantwort gegen die HI-Viren 

auf 49,4%. 

3. Am Endpunkt zeichnet sich der prozentual größte Unterschied zwischen den beiden 

Gruppen ab: Die Controller reagierten auf insgesamt 83,3% der Peptide mit einer CTL-

Antwort, bei den Patienten der Non-Controller-Gruppe lösten letztendlich 61,2% der 

viralen Epitope eine mittels IFN gamma-Ausschüttung messbare Immunreaktion der 

CD8+ T-Zellen aus. 

 

Interessanterweise gingen mit fortschreitender Infektionsdauer bei fast der Hälfte aller 

Patienten (7 von 15) Antworten gegen einzelne, früher erkannte Virusepitope verloren. 

Dabei stand der Verlust einer Reaktion auf das Capsidprotein p24 im Vordergrund. Dies 

betraf insgesamt 4 Patienten, davon 1 Controller und 3 Non-Controller. 

 

Desweiteren gilt es zu beachten, wie in der 2.Spalte der Tabelle aufgeführt, dass sich 

die Gruppen untereinander bezüglich ihrer Ausgangsposition in der 
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Serokonversionsphase ihrer akuten HIV-Infektionen nur geringfügig voneinander 

unterschieden. Bei den Controllern waren zu Beginn gegen 3, bei den Non-Controllern 

durchschnittlich gegen 5 Virusbestandteile Antikörper im Western Blot nachweisbar (7 

getestete Regionen: gp120, gp160, p24, p31, p55, p66, gp41-43). Im Mittel hatten alle 

Patienten zusammen genommen gegen 4 von 7 möglichen, im Western Blot getesteten 

HIV-Antigenen bereits zum Zeitpunkt Baseline Antikörper gebildet. 

Dabei sind sowohl in der Gruppe der Controller als auch derjenigen der Non-Controller 

Patienten repräsentiert, die sich in einer späten oder frühen Phase ihrer Serokonversion 

befanden, also bereits Antikörper entweder gegen alle getesteten oder aber noch gegen 

keine der getesteten Regionen gebildet hatten (Range in beiden Gruppen von 0-7 

positive Banden im WB). 

 

3.6  Quantität der CD8-Antwort im ELISpot 

Neben dem Kriterium der Breite - also der Qualität - der CTL-Antwort gegen HIV ist 

noch ein zweites notwendig, um die CTL-Antwort umfassend beurteilen zu können: Die 

Stärke, respektive Quantität. 

Diese soll anhand der folgenden Abbildung näher charakterisiert werden. 
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Abb. 3.6.1: Gesamt-CTL-Antworten im Patientenvergleich 
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Auch in Bezug auf die Stärke der CTL-Antwort ergeben sich zwischen den Gruppen 

Unterschiede. 

Bei den Controllern (blaue Dreiecke) findet sich im Vergleich zu den Non-Controllern 

(rote Quadrate) sowohl zu Beginn der Untersuchung als auch während der 

2.Therapiepause durchschnittlich eine größere Quantität in der CTL-Antwort, das heißt 

deutlich mehr IFN gamma produzierende CD8+ T-Zellen. 

Der Mehrheit aller Patienten ist aber gemein, dass sie ihre einmal erreichte Stärke auch 

aufrechterhalten bzw. sogar leicht verbessern konnten. Bei den Non-Controllern gelang 

dies 67%, bei den Controllern allen. Trotz mehrerer Versuche war es nicht möglich, zum 

Zeitpunkt Baseline bei einem Patienten aus der Controller-Gruppe eine adäquate 

Reaktion im ELISpot zu erzielen, so dass hier eine Kontamination beim ursprünglichen 

Einfrieren der Probe vermutet und daher leider auf eine verwertbare Darstellung 

verzichtet werden mußte. 

 

3.7  Serokonversion und CD8-Antwort im ELISpot 

Unabhängig von der Einteilung der Patienten in 2 Gruppen anhand der Höhe der 

Viruslast im peripheren Blut zum Zeitpunkt der 2.Pause erscheint es ratsam, noch eine 

Betrachtung der Immunantwort der zytotoxischen CD8+ T-Lymphozyten in 

Zusammenhang mit dem individuellen Bandenmuster im Western Blot während der 

Serokonversionsphase vorzunehmen, um die verschiedenen Stadien der 

Serokonversion, in denen sich die Patienten zu Studienbeginn befanden, ausreichend 

zu berücksichtigen. 

 

WB-Banden Patienten 
Erkannte 
Peptide Neuerkannte 

Erkannte 
Peptide 

Anzahl Anzahl (Baseline) Peptide (insgesamt) 
  % % % 
     

0-3 von 7 7 9,5 57,1 66,7 
(Frühe Serokonv.)     
     

4-7 von 7 8 19,2 45,4 64,6 
(Späte Serokonv.)     
Tab. 3.7.1: Peptidmittelwerte im Verlauf  
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7 der insgesamt 15 beobachteten Patienten zeigten zum Zeitpunkt des Studienbeginns 

0, 1, 2 oder 3 der 7 möglichen Banden im Western Blot, sogenannte frühe 

Serokonverter (s. Tab. 3.7.1). Die restlichen 8 Patienten zeigten bereits 4 oder mehr 

Banden im Western Blot, sogenannte späte Serokonverter. 

Erstere erkannten zu Baseline im ELISpot 9,5% aller angebotenen Peptide, Letztere 

erkannten 19,2%. Im weiteren Verlauf verzeichneten die frühen Serokonverter einen 

größeren, prozentualen Zuwachs bei der Rate an neuerkannten Peptiden von 57,1% 

versus 45,4% bei den späten Serokonvertern. Am Ende haben aber im Mittel beide 

Serokonverter-Gruppen prozentual nahezu den gleichen Anteil an Peptiden erkannt 

(66,7% vs. 64,6%). 

 

Die verglichen mit den späten Serokonvertern etwas höhere Rate an neuerkannten 

Peptiden bei den frühen Serokonvertern (57,1% vs. 45,4%) gab Anlaß, die erste 

Gruppe weiter aufzugliedern; in Serokonvertern mit keiner positiven Bande im Western 

Blot und Serokonverter, die bereits gegen 1 bis zu 3 Virusepitope Antikörper gebildet 

hatten (dargestellt in Tabelle 3.7.2). 

 

WB-Banden Patienten 
Erkannte 
Peptide Neuerkannte 

Erkannte 
Peptide 

Anzahl Anzahl (Baseline) Peptide (insgesamt) 
  % % % 
     

0 von 7 2 0 71,4 71,5 
(Prä-Serokonv.)     

     
1-3 von 7 5 13,3 51,4 64,8 

(Frühe Serokonv.)     
     

4-7 von 7 8 19,2 45,4 64,6 
(Späte Serokonv.)     
Tab. 3.7.2: Peptidmittelwerte im Verlauf 

 

2 der 15 Patienten standen erst am Beginn ihrer Serokonversion, sie waren in keiner 

WB-Bande positiv. So erkannten sie zu Baseline keines der offerierten HIV-Peptide (0% 

vs. 13,3 bzw. 19,2%), erzielten dann mit fortschreitender Infektionsdauer aber die 
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höchste Rate an neuerkannten Peptiden unter den nun 3 Serokonverter-Gruppen mit 

71,4% vs. 51,4 bzw. 45,4%. 

Insgesamt wurden in den einzelnen Gruppen 71,5% (Prä-Serokonverter), 64,8% (frühe 

Serokonverter) und 64,6% (späte Serokonverter) der Peptide erkannt. 

 

Von den 3 Controllern gehört ein Patient in die erste Gruppe der Prä-Serokonverter 

(Baseline: 0 von 7 WB-Banden), ein weiterer in die Gruppe der frühen Serokonverter 

(Baseline: 1 von 7 WB-Banden positiv), der dritte (HLA-B 27+) ist der dritten Gruppe 

„späte Serokonverter“ zuzurechnen (Baseline: 7 von 7 WB-Banden positiv).  

 

3.8  Fallbeispiele 

Zur weiteren Veranschaulichung soll jetzt auf einige ausgewählte Patienten 

exemplarisch eingegangen werden. 

 

3.8.1 Patient C1 
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Abb. 3.8.1.1: CTL-Antwort und VL im Verlauf 
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In Abbildung 3.8.1.1 sind die Ergebnisse der ELISpots eines Patienten aus der 

Controller-Gruppe im Verlauf dargestellt. Die einzelnen farbigen Säulen geben in ihrer 

Höhe (linke y-Achse) die Stärke der Immunantwort des Patienten auf die einzelnen 

dargebotenen Virusepitope wieder, also die Zahl der IFN gamma sezernierenden Zellen 

pro vorhandene CD8+ T-Zellen in Prozent. Die Reaktion auf jede Virus-Region ist in 

einer einzelnen Säule dargestellt (s. Legende rechts unten), um gleichzeitig auch eine 

Aussage über die Breite der CTL-Antwort treffen zu können. Für die viralen Bestandteile 

p17, p24, gp120 und nef wurde jeweils 1 Peptid im ELISpot eingesetzt, für die Region 

gp 41 waren es 2. 

Zusätzlich ist im Diagramm noch in Kurvenform der Verlauf der Viruslast abgebildet 

(rechte y-Achse). 

Diesem Patienten gelang es, nach einer initial breiten und starken CTL-Antwort die 

Menge des HI-Virus in seinem Blut nach Beendigung der 2.ART unter Kontrolle (bei 

2.000 RNA-Kopien pro ml) zu halten bei einer initialen Viruslast von 367.000 cop./ml. 

(Der Verlust an Antwortsignalen zum ersten und den letzten beiden untersuchten 

Zeitpunkten erklärt sich aus vermutlichen Verunreinigungen der Proben beim damaligen 

Einfrieren.) Dieser Patient war zu Beginn seiner ersten Therapie mit HIV-Medikamenten 

noch in keiner Bande des Western Blots positiv, gehört also zu den 2 Prä-

Serokonvertern. 

 

3.8.2 Patient C2 

Ergänzend soll nun auf die ELISpot-Ergebnisse eines weiteren Controllers eingegangen 

werden. Dieser Patient war bereits zu Beginn seiner 1.ART im Western Blot voll 

serokonvertiert mit 7 positiven von 7 möglichen Banden. 

Allerdings verfügt dieser Patient über das HLA-Allel B 27, für das in Bezug auf das 

Voranschreiten der HIV-Infektion eine überdurchschnittlich gute Prognose gezeigt 

werden konnte (3,13). 

 

Auch hier wurde dieselbe Darstellungsart wie bei dem vorhergehenden Diagramm 

gewählt. Für die HIV-Region p17 wurden 2, für p24 wurden 3, für gp120 1, für nef 1 und 

für gp 41 4 Peptide eingesetzt. 
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Abb. 3.8.2.1: CTL-Antwort und VL im Verlauf 

 

Die Viruslast war bei komplett abgelaufener Serokonversion initial schon sehr niedrig 

mit 1500 RNA-Kopien pro ml. Mit einer von Beginn an breiten CTL-Antwort, die im 

Verlauf an Stärke noch zunahm, erreichte dieser Patient eine Suppression seiner HI-

Viren-Menge im peripheren Blut auf einem Niveau von 3.500 cop./ml ohne 

medikamentöse Unterstützung während der 2.Pause. 

 

3.8.3 Patient NC 

Im Gegensatz dazu soll auch noch die Betrachtung der ELISpot-Daten eines Non-

Controller-Patienten erfolgen. 

Auch hier erfolgte die Darstellung auf die bereits bekannte Weise. Für die virale Region 

p17 wurde 1 Peptid eingesetzt, für p24 wurden 3 Peptide verwendet, für gp120 2, für 

gp41 2, für nef 8 und für RT insgesamt 4. 

 

Dieser Patient war zum Zeitpunkt Baseline in 2 von 7 möglichen Banden im Western 

Blot positiv. 
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Abb. 3.8.3.1: CTL-Antwort und VL im Verlauf 

 

Der Patient hatte anfänglich eine hohe Viruslast von 1.650.000 RNA-Kopien pro ml. Es 

gelang ihm, während des STI-Regimes eine breite Immunantwort gegen die 

verschiedenen Virusproteine zu generieren und aufrecht zu erhalten. Allerdings liegt 

diese in der Stärke (Höhe der einzelnen Säulen) deutlich unter dem Niveau der beiden 

oben besprochenen Controller-CTL-Antworten. 

Am Endpunkt in der 2.Pause erreichte dieser Patient keine Kontrolle seiner HI-

Virusmenge ohne medikamentöse Unterstützung; die Viruslast lag zu diesem Zeitpunkt 

bei 75.000 cop./ml. 
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4 Diskussion 

 

In den vergangenen 10 Jahren seit Einführung der sogenannten hoch effektiven 

antiretroviralen Therapie (HAART) haben sich die Probleme im Umfeld einer HIV-

Infektion stark verändert. 

So steht heute nicht mehr die Sorge um eine rasche Progression der Immunschwäche 

aufgrund rasch versagender medikamentöser Therapie und das damit verbundene 

Auftreten opportunistischer, tödlicher Krankheiten im Vordergrund (86). Vielmehr 

bestimmen heute die Nebenwirkungen der überlebenswichtigen HIV-Medikamente den 

Umgang mit HIV-Patienten im klinischen Alltag (50,58). Nebenwirkungen wie das 

Lipodystrophie-Syndrom und damit assoziierte Stigmatisierungen, chronische Diarrhoen 

und periphere Nervenschädigungen lassen den Wunsch vieler HIV-Patienten nach 

einer medikamentenfreien Zeit, einer Therapiepause, verständlich erscheinen. 

 

Grundlage für alle folgenden Studien war dabei der Fall des „Berlin Patient“, dem trotz 

mehrfacher Pausen während seiner mit HAART behandelten frischen HIV-Infektion bis 

zum heutigen Tage eine dauerhafte Kontrolle seiner Viruslast gelingt (38,51,60). 

Die Einleitung einer antiretroviralen Therapie (50,58,86) und dessen kontrolliertes 

Absetzen ermöglichen es, dass Immunsystem während der akuten HIV-Infektion durch 

eine definierte Intervention zu beeinflussen und sein Verhalten daraufhin zu 

analysieren. 

 

Vor diesem Hintergrund entstand die Idee zu dieser Arbeit.  

Unter Einsatz von strukturierten Therapieunterbrechungen (STI) sollten immunologische 

Parameter untersucht werden, die mit der Entwicklung einer HIV-spezifischen 

Immunantwort und gegebenenfalls endogenen Kontrolle der Virusreplikation nach 

primärer HIV-Infektion (PHI) assoziiert sind.  Die Parameter wurden unter Therapie, 

also während der Reduktion der aktiven Virusreplikation, und während der Pausen 

untersucht. 
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4.1  Viruslast  

Unter der verabreichten Dreifachkombination kam es wie erwartet bei allen 15 Patienten 

zu einer Abnahme der Virusreplikation. Nach Absetzen der Therapie gelang es drei der 

15 beobachteten HIV-infizierten Patienten, die Viruslast ohne Therapie auf einem 

Niveau von unter 5.000 cop./ml über einen längeren Zeitraum (Dauer der 2.STI >3 

Monate) auch ohne HAART stabil zu halten. Auch Rosenberg et al. und Altfeld et al. 

konnten zeigen, dass strukturierte Therapiepausen zu einer verbesserten 

Immunkontrolle der HIV-Replikation nach behandelter primärer HIV-Infektion führen 

(8,82).  

Bei den ebenfalls in der akuten Phase behandelten restlichen 12 Patienten ließ sich 

dieser Effekt nicht feststellen. Sie zeigten alle innerhalb kurzer Zeit nach Absetzen der 

Therapie einen Wiederanstieg ihrer Viruslast im peripheren Blut (s. Tab. 3.3.1).  

 

Diese Ergebnisse führten zu einer Aufteilung der Patienten in sogenannte „Controller“ 

(n=3) und „Non-Controller“ (n=12). Kritisch ist anzumerken, dass diese Einteilung 

arbiträr erfolgte, aber in Übereinstimmung mit früheren Arbeiten (4,5,81,82). Ebenfalls 

hervorgehoben werden sollte die Tatsache, dass sich die Patienten der beiden Gruppen 

in ihren HI-Virusmengen zum Zeitpunkt Baseline nicht voneinander unterschieden, die 

mittlere Viruslast lag bei beiden Gruppen im einstelligen Millionenbereich (s. Tab. 3.2.1). 

 

Die hier beobachteten Verläufe (s. Abb. 3.3.1) stehen im Einklang mit Studien, die 

ebenfalls einen - bezogen auf die Viruslast und die Mehrzahl der Patienten - nur 

vorübergehend stabilisierenden Effekt durch ein STI-Regime sehen (8,53,74,95a). Das 

Absetzen von HAART führte in anderen Studien auch bei Patienten, die in der 

chronischen Phase der HIV-Infektion behandelt wurden, ebenfalls zum „rebound“ der 

Plasmavirämie (18,25,32,40,44,67,77,84).  

Als Gründe für den (teilweise erst nach über 600 Tagen Therapiepause) beobachteten 

Verlust der zeitweiligen Immunkontrolle über die Virusreplikation wurden die graduelle 

genetische Evolution des infizierenden Virus (96) mit konsekutivem immunologischen 

„escape“ oder potentielle Superinfektionen mit einem zweiten Virus (5) identifiziert. 
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4.2  CD4+ T-Zellen 

Im Rahmen der Studie erfolgten keine intensiveren Untersuchungen der CD4+ T-

Helferzellen (s. Tab. 3.2.1). Dennoch seien kurz ein paar grundsätzliche 

Beobachtungen erwähnt.  

 

Wie bereits aus früheren Veröffentlichungen bekannt ist, sank die Zahl der CD4+ T-

Zellen in den Therapiepausen einhergehend mit der steigenden Plasmavirämie, 

während die der CD8+ T-Zellen zunahm (59,79,98). Dies hatte die Reinversion der vor 

Therapiestopp normalisierten CD4+/CD8+ Ratio zur Folge.  

Solche Veränderungen während der HAART-Pausen wurden bei den meisten 

Untersuchungen zu Therapieunterbrechungen beobachtet (25,30,32,77,95a,100); nur 

eine Arbeitsgruppe stellte keine Veränderungen fest (84,85). Derartige therapiebedingte 

Schwankungen im Verlauf der CD4+ T-Zellzahlen galten sowohl für Controller als auch 

für Non-Controller, zwischen den Gruppen ergaben sich keine Unterschiede. 

 

Zusätzlich führte in den beiden Gruppen eine quasi Normalisierung der absoluten CD4+ 

Zellzahl zu keiner Veränderung des virologischen „set points“. Dies spricht für frühzeitig 

- während der Primärinfektion – entstandene qualitative Defizite im T-Zell-Repertoire, 

die später durch HAART und STI nicht ausgeglichen werden können (65b,99a). 

 

4.3  CD8+ T-Zellen: Proliferation und Aktivierung 

4.3.1  KI-67 

Bei den von uns untersuchten Patienten ergab sich zum Ende des 1.Therapieblocks 

eine Verringerung der Ki-67+CD8+ Lymphozyten bei gleichen Ausgangswerten. Im 

weiteren Verlauf verhielt sich der Anteil proliferierender Zellen wie die Viruslast (s. Abb. 

3.4.1): Bei den Controllern zeigte sich ein weiterer Abfall (bei weiterhin sinkender 

Viruslast), bei den Non-Controllern ein Wiederanstieg (bei wieder zunehmender 

Virusmenge).  

Dies spricht dafür, dass der erhöhte Umsatz durch die Präsenz des Antigens induziert 

wird und nicht über einen homöostatischen Mechanismus (22,25,42,59). Diese 

Annahme wird - nach Wiedereinführung der Therapie - durch die daraufhin 
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abnehmende Proliferation der Zellen bei sinkender Viruslast nochmals bestärkt. Das 

treibende Agens in diesem Geschehen scheint dabei die Antigenpräsenz zu sein. 

 

Ergänzend zeigt sich auch in dieser Studie, was schon aus früheren bekannt ist. Die 

CD8-vermittelte HIV-Immunantwort korreliert mit einer Kontrolle der viralen Replikation 

(43,71,97). In diesem Zusammenhang konnten Schmitz et al. zeigen, dass eine 

Depletion von CD8+ T-Zellen im Tiermodell zu einer unkontrollierten viralen Replikation 

führt (89). 

 

4.3.2  CD25 und HLA-DR 

Parallel zur Proliferation nahm auch der Anteil aktivierter T-Zellen im Blut unter der 

ersten Therapie deutlich ab (s. Abb. 3.4.1), und zwar sowohl in der Gruppe der 

Controller als auch der Non-Controller. Beide hatten zu Baseline im selben Ausmaß 

CD25+ T-Zellen, die Non-Controller verfügten jedoch zu Baseline über doppelt so viele 

HLA-DR+ T-Zellen. In Analogie zum Anteil Ki-67+ T-Zellen war auch die Expression von 

HLA-DR als spätem und CD25 als frühem Aktivierungsmarker bis auf eine Ausnahme 

(s. unten) sowohl bei den Controllern als auch bei den Non-Controllern im weiteren 

Verlauf eng mit der Plasmavirämie verbunden (s. Abb. 3.4.1), auch dies stützt die 

Interpretation der Immunaktivierung als Folge der Antigenpräsenz.  

 

Dieser Rückgang der Expression von Aktivierungsmarkern unter HAART und die 

Korrelation mit der Viruslast wurden auch von anderen Gruppen für PBMC bestätigt 

(22,54). Im Widerspruch hierzu steht allerdings der Viruslast-gegenläufige 

Wiederanstieg an HLA-DR+ T-Zellen in der Gruppe der Controller zum Zeitpunkt der 

2.Pause. Eine mögliche Erklärung für die Hochregulierung später Aktivierungsmarker ist 

die durch HIV angeregte Ausreifung der Zellen in einen terminal differenzierten Status. 

 

Auch andere Arbeiten befassten sich mit der Veränderung der Expression von späten 

Aktivierungs- und Proliferationsmarkern nach Therapieunterbrechung; größtenteils 

stimmen die Ergebnisse mit den hier beschriebenen überein (25,32,72,84,85). Der 

Verlauf der frühen Aktivierungsmarker ist in anderen Studien bisher nicht umfassend 

untersucht worden, so dass keine Vergleiche angestellt werden konnten. 
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4.4  CD8-Antwort: Quantität und Qualität  

Um die Veränderung der Immunregulation nicht nur auf phänotypischer, sondern auch 

auf funktioneller Ebene zu charakterisieren, erfolgten Untersuchungen der Zytokin-

Produktion nach in vitro-Stimulation. Im Rahmen ihrer pleiotropen Effekte spielen 

Zytokine eine wichtige Rolle bei der Entwicklung der Immunantwort im Verlauf einer 

HIV-Infektion. Eine Schlüsselrolle im Zusammenspiel der Zytokine kommt dabei den 

Interleukinen (IL)-12 und IL-4 zu, die hauptsächlich für die Polarisierung zu einer 

zellulären (IL-12) oder einer humoralen (IL-4) Immunantwort verantwortlich gemacht 

werden (70,90). Schon relativ früh wurde deutlich, dass die HIV-Infektion zu Störungen 

der Zytokin-Produktion führt (19-21). Die in dieser Arbeit gesammelten Daten sprechen 

für einen Einfluß der antiretroviralen Therapie im Sinne einer Tendenz zur Zunahme der 

antigeninduzierten Produktion von IFN-gamma . 

 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Analysen der CTL-Antwort im ELISpot 

zeigte sich, dass Patienten, die in der Lage waren, ihre Virusmenge auf niedrigem 

Niveau (<5.000 cop./ml) stabil zu halten (Controller), bereits zu Baseline, im Verlauf und 

am Endpunkt der Untersuchung eine deutlich breitere Immunantwort gegen HIV-

Peptide generieren konnten als die Patienten der Non-Controller-Gruppe (s. Tab. 3.5.1). 

Dabei sind in beiden Gruppen Patienten enthalten, die sich bei HAART-Beginn in einer 

späten oder frühen Phase ihrer Serokonversion befanden. 

So erkannten die 3 Controller zu Beginn der Studie im Mittel 26,7% aller angebotenen 

Peptide, bis zum Endpunkt waren dies insgesamt 83,3%. Die 12 Non-Controller 

generierten zum Zeitpunkt Baseline im Mittel gegen 11,7% aller viralen Epitope eine 

CTL-Antwort, in der Summe kamen sie auf 61,2%. 

Interessanterweise gingen mit fortschreitender Infektionsdauer bei fast der Hälfte aller 

Patienten (7 von 15) Antworten gegen einzelne, früher erkannte Virusepitope verloren. 

Dabei stand der Verlust einer Reaktion auf das Capsidprotein p24 im Vordergrund. Dies 

betraf insgesamt 4 Patienten, davon 1 Controller und 3 Non-Controller. 

 

Auch in Bezug auf die individuelle Stärke der Immunantwort gegen die verschiedenen 

viralen Epitope zeigen die 3 Controller deutlich bessere CTL-Antworten als die 12 

restlichen Probanden (s. Abb. 3.6.1). Sowohl zum Zeitpunkt Baseline als auch in der 

2.Pause verfügen die Controller über doppelt soviele INF-gamma-produzierende CD8+ 
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T-Zellen wie die Non-Controller. Bei einzelner Betrachtung der Patienten zeigt sich 

zudem, dass 100% der Controller und 67% der Non-Controller die ursprüngliche Stärke 

ihrer initialen CTL-Antwort im weiteren Verlauf auch aufrechterhalten konnten. 

 

Diese Ergebnisse der Analysen zum Nachweis HIV-spezifischer CD8+ T-Zellen weisen 

darauf hin, dass es in Ergänzung zur Rekonstitution der T-Zellimmunität gegenüber 

opportunistischen Erregern bei einer Minderheit der Patienten im Verlauf einer früh 

eingeleiteten HAART auch zu einer qualitativen und quantitativen Verbesserung der 

HIV-spezifischen CTL-Antwort kommt (11). Die von anderen Gruppen veröffentlichten 

Beobachtungen, dass Therapieunterbrechungen zu einer Verbesserung der HIV-

spezifischen Immunität führen (31,77,85), kann durch unsere Untersuchung im 

Einzelfall nur eingeschränkt unterstützt werden. 

 

Bemerkenswert ist auch, dass die Stärke der HIV-spezifischen Antworten direkt mit der 

Viruslast verbunden ist und dadurch bei Wiedereinsetzen der Therapie nach der 

Therapiepause wieder abnimmt. Dieser Zusammenhang der Plasmavirämie mit der 

Stärke der HIV-spezifischen CTL-Antwort, hinter dem die Frage nach der treibenden 

Kraft in diesem Geschehen steckt, wurde von einigen Gruppen bestätigt (12,14,15), 

während andere entweder eine negative Korrelation zwischen den beiden Parametern 

(17,26,71,94) oder gar keine Korrelation fanden (1,24,33).  

Diese Diskrepanzen können durch die sehr unterschiedlichen Methoden und 

untersuchten Kohorten erklärt werden. Auch die verschiedenen Fallzahlen und 

Virusmengen im peripheren Blut, unterhalb deren überhaupt von einer endogenen 

Viruskontrolle gesprochen wurde, erschweren die Vergleichbarkeit der Ergebnisse. 

Darüber hinaus liegen in den meisten Fällen Querschnittsstudien und nicht longitudinale 

Beobachtungen wie in unserer Analyse zugrunde.  

 

So müssen die vielversprechenden Daten von Patienten, die noch vor oder während 

der Serokonversion behandelt wurden und in denen nach sequenziellen 

Therapieunterbrechungen eine verstärkte Immunantwort gemessen werden konnte 

(60,72,82,95), noch weiter in größeren und länger laufenden Studien bestätigt werden. 
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4.5  Abhängigkeit des set point levels vom Stadium der 

Serokonversion und genetischen Determinanten 

Um die verschiedenen Stadien der Serokonversion, in denen sich die einzelnen 

Patienten zu Beginn der Studie befanden, sowie ihren möglichen Einfluß auf eine 

endogene Viruskontrolle ausreichend zu berücksichtigen, erfolgte noch eine 

Betrachtung der CTL-Antworten nicht in der bisherigen Gruppierung mit dem Fokus auf 

das Vermögen der Patienten zu einer Hemmung der viralen Replikation, sondern 

vielmehr unter dem Gesichtspunkt, zu welchem Zeitpunkt genau in der primären HIV-

Infektionsphase jeder einzelne Patient mit der HAART begann. 

 

Dabei zeigte sich, dass diejenigen Patienten, die noch keine positive Bande im Western 

Blot vorzuweisen hatten, also erst am Beginn ihrer Serokonversion standen (sog. Prä-

Serokonverter), im Vergleich zu bereits weiter fortgeschrittenen Patienten in der Qualität 

der CD8+ T-Zell-vermittelten Immunantwort einen deutlichen Vorteil hatten (s. Tab. 

3.7.2). Interessanterweise gehören 2 der 3 Controller zu diesen Patienten, die sich 

durch den Beginn ihrer HAART in einem sehr frühen Stadium ihrer Serokonversion 

offensichtlich eine deutliche breitere Immunantwort gegen HIV bewahren bzw. erwerben 

konnten. Dieser medikamentöse Schutz vor dem gerade in der PHI-Phase 

ausgeprägten Verlust der CD4+ T-Gedächtniszellen in der Darmmukosa (GALT) (65b, 

99a) wird einen großen Einfluß auf die frühe immunologische Determination haben. 

Die beiden eben beschriebenen Patienten erkannten zu Baseline keines der offerierten 

HIV-Peptide, erzielten dann mit fortschreitender Infektionsdauer aber die höchste Rate 

an neuerkannten Peptiden unter den nun 3 Serokonverter-Gruppen mit 71,4% (vs. 51,4 

bzw. 45,4%). 

Auch am Endpunkt hatten die beiden „Prä-Serokonverter“ insgesamt auf die meisten 

viralen Epitope reagiert mit 71,5%, die frühen und späten Serokonverter kamen auf 

jeweils knapp 65%. 

Von den 3 Controllern gehört ein Patient in die erste Gruppe der Prä-Serokonverter 

(Baseline: 0 von 7 WB-Banden), ein weiterer in die Gruppe der frühen Serokonverter 

(Baseline: 1 von 7 WB-Banden positov), der dritte (HLA-B 27+) ist der dritten Gruppe 

„späte Serokonverter“ zuzurechnen (Baseline: 7 von 7 WB-Banden positiv). Dies spricht 

für eine Evolution der CTL-Antwort in der Serokonversionsphase parallel zu den 

Antikörper-Antworten. 
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Dieser zuletzt erwähnte Controller-Patient bringt möglicherweise einen weiteren, die 

Fähigkeit zur Viruslast-Kontrolle determinierenden Faktor mit ins Spiel.  

Dieser Patient war zu Beginn seiner HAART bereits voll serokonvertiert, trotzdem 

gelang ihm eine dauerhafte Unterdrückung seiner Virusmenge im peripheren Blut auf 

unter 5.000 cop./ml (s. Abb. 3.8.2.1). Dies könnte der Patient, der über keine breitere 

oder stärkere CTL-Antwort als die beiden anderen Controller verfügt (s. Abb. 3.8.1.1), 

durch einen genetischen Vorteil erreicht haben. Er verfügt über das HLA-Klasse I-Allel 

B 27, das unter anderem zusammen mit dem HLA Allel B 57 in jüngster Zeit in 

Zusammenhang mit sogenannten „long term non progressors“ (LTNP) gebracht wird; 

also Patienten, die über Jahre hinweg ohne äußere Einflüsse ihre Viruslast unter 

Kontrolle behalten (3,13). 

 

4.6  Schlussfolgerungen 

Es ließ sich zeigen, dass sich die starke Immunaktivierung während einer primären HIV-

Infektion unter HAART normalisiert. 

 

Ebenfalls wurde deutlich, dass die Evolution der CTL-Antwort in einem engen 

Zeitfenster stattfindet und mit der Ausreifung von B-Zellantworten und Generierung von 

HIV-spezifischen Antikörpern einhergeht. 

Von der Stärke und Qualität dieser initialen CTL-Antwort ist eine endogene Kontrolle 

der Virusreplikation abhängig, möglicherweise auch vom frühen bis sehr frühen 

Therapiebeginn und noch näher zu charakterisierenden genetischen Determinaten (23). 

 

Seit dem Abbruch der internationalen SMART-Studie mit über 5.400 eingeschlossenen 

Probanden am Anfang dieses Jahres ist auch bekannt, dass für therapieerfahrene 

Patienten in der chronischen Phase ihrer HIV-Infektion CD4-gesteuerte STI keinen 

Vorteil bringen. Das Risiko einer Progression zu AIDS war bei Studienpatienten mit 

einem STI-Regime sogar doppelt so hoch verglichen mit den Patienten, die dauerhaft 

auf eine antiretrovirale Therapie eingestellt waren.  
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So lässt sich abschließend feststellen, dass der therapeutische Nutzen von STI in der 

frühen HIV-Infektion für die Generierung HIV-spezifischer Immunantworten in der 

akuten Phase der HIV-Infektion unbewiesen bleibt (46).  

Aufgrund der in den bisher veröffentlichten Studien verhältnismäßig kurzen 

Beobachtungszeiträume und der - wie auch in dieser Untersuchung – geringen 

Fallzahlen lässt sich allenfalls ein vorübergehender Vorteil für einzelne Patienten 

postulieren (56,62,95a).  

Welche Bedeutung hier eine HIV-Vakzine haben könnte, sei es als genereller 

Impfschutz vor einer Infektion mit HI-Viren oder als immunmodulierendes und -

unterstützendes Therapeutikum nach bereits erfolgter Infektion (=therapeutische 

Impfung), ist momentan Gegenstand der Forschung (47,49,59a,62,62a,6365b,99a). 
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5 Zusammenfassung 

 

Mit der Einführung der hochaktiven antiretroviralen Therapie konnten Mortalität und 

Morbidität der HIV-Infektion drastisch verringert werden. Die anfängliche Hoffnung, das 

Virus durch HAART binnen weniger Jahre vollständig aus dem Organismus des 

Infizierten eradizieren zu können, ließ sich bis heute noch nicht erfüllen. Auch für die 

nahe Zukunft scheint dieses Ziel nicht erreichbar. Gleichwohl werden die bestehenden 

Therapieformen weiterentwickelt, und neue Therapieansätze z.B. in Richtung 

Immunmodulation verfolgt. 

 

Im Rahmen dieser Dissertation sollten immunologische und genetische Parameter 

charakterisiert werden, die mit der Entwicklung einer HIV-spezifischen Immunantwort 

nach primärer HIV-Infektion assoziiert sind. 

Dabei wurden retrospektiv die Auswirkungen der HIV-Therapie und der ebenfalls 

durchgeführten kontrollierten Pausen auf das Immunsystem im Blut analysiert; hierbei 

insbesondere die Effekte auf HIV-spezifische CTL-Antworten. 

 

Generell konnten alle 15 Patienten von dem frühen Therapiebeginn in der akuten Phase 

der Infektion profitieren: Es kam rasch zu einer Abnahme der Plasmavirämie, die mit 

der Verringerung der Immunaktivierung einherging. Allerdings führten die eingesetzten 

Therapieunterbrechungen bei der Mehrzahl der Patienten zu einem Wiederanstieg der 

Viruslast im Blut, die Aktivierung des Immunsystems nahm ebenfalls erneut zu. 

Lediglich 3 Patienten gelang eine längerfristige Kontrolle ihrer Plasmavirämie und 

Immunaktivierung ohne ART. 

In den Analysen der HIV-spezifischen CTL-Antworten zeigte sich, dass diese Patienten 

im Durchschnitt über breitere und stärkere CTL-Antworten gegen einzelne 

Virusbestandteile verfügten und diese auch über längere Zeit aufrechterhalten konnten. 

Desweiteren ergaben sich Anhaltspunkte dafür, dass es offensichtlich von Bedeutung 

ist, zu welchem Zeitpunkt in der Serokonversionsphase mit einer HAART begonnen 

wird. 

Auch eine genetische Prädisposition spielt in diesem Kontext eine nicht zu 

unterschätzende Rolle. 

 



 45 

Insgesamt ließ sich zeigen, dass die anfängliche Breite und Stärke der CTL-Antwort 

gegen HIV ausschlaggebend für eine spätere endogene Kontrolle der Virusreplikation 

ist. Die Evolution dieser Antwort findet während der Serokonversion in einem sehr 

engen Zeitfenster statt, wodurch einer frühzeitig begonnenen antiretroviralen Therapie 

eine besondere Bedeutung zukommt.  

In diesem Zusammenhang bleibt der Stellenwert von strukturierten 

Therapieunterbrechungen für die Generierung einer HIV-spezifischen Immunantwort 

unbewiesen. 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 46 

6 Abkürzungsverzeichnis 

 

 

AIDS  acquired immune deficiency syndrome  

  (erworbenes Immundefizienzsyndrom) 

CD cluster of differentiation 

DC dendritic cell (dendritische Zelle) 

DNA deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsäure) 

FDC follikuläre dendritische Zelle 

HAART hochaktive antiretrovirale Therapie 

HIV human immune deficiency virus (Humanes Immundefizienzvirus) 

HU Hydroxyurea 

IFN-� Interferon-�amma 

IL Interleukin 

LTNP long term non progressor 

MALT mucosa-associated lymphoid tissue  

MHC major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilitätskomplex) 

NNRTI Nicht-Nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor 

NRTI nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor 

PBMC  peripheral blood mononuclear cells  

  (mononukleäre periphere Blutzellen) 

PHI Primäre HIV Infektion 

PI Proteaseinhibitor 

RNA ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 

SFC spot forming cell 

STI structured treatment interruption (strukturierte Therapieunterbrechung) 

RT reverse Transkriptase 

VL Viruslast 
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