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Einleitung 6

1 Einleitung

1.1 HIV-Infektion und AIDS

Die durch das humane Immundefizienzvirus (HIV) verursachte AIDS-Pandemie hat Ausmale
angenommen, die man sich noch vor einem Jahrzehnt kaum vorstellen konnte. Die Zahl der
Menschen, die Ende 2002 mit HIV/AIDS lebten, hat laut UNAIDS/WHO Statusbericht von
Dezember mit 42 Millionen die Prognosen von 1991 um uiber 50% uibertroffen (Abb. 1.1) '’
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Abb. 1.1: Anzahl der Ende 2002 mit HIV/AIDS lebenden Menschen 7’

Seit Beginn der Epidemie Ende der 70er/Anfang der 80er Jahre in Afrika sind uber 25
Millionen Kinder und Erwachsene an den Folgen der Immundefizienz gestorben. Allein im
Jahr 2002 gab es 5 Millionen Neuinfizierte, das sind fast 14.000 pro Tag. Im gleichen
Zeitraum sind 3.1 Millionen Menschen gestorben. In Afrika ist die HIV-Pravalenz unter
Erwachsenen hoher, als man es jemals fur moglich gehalten hat — sie liegt in Botswana bei
38.8%.

Obwohl es erstmals Hinweise auf eine Stabilisierung der Zahl der Neuinfektionen in Afrika

sudlich der Sahara gibt, steigen diese anderswo dramatisch. In der Russischen Foderation hat
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sich die Zahl der registrierten Infektionen in den letzten vier Jahren verzwanzigfacht. In Asien
sind die Pravalenzraten zwar verhaltnismafBig niedrig, dies betrifft jedoch in den
bevolkerungsreichsten Landern der Erde wie China und Indien trotzdem mehrere Millionen
Menschen. Dazu kommt, daf z.B. in einigen indischen Regionen der Anteil HIV-positiver
werdender Mitter hoher liegt als die nationale Pravalenzrate.

Zusitzlich zu dem Elend von Krankheit und Tod hat die Epidemie auch noch verheerende
Folgen auf die Wirtschaft der am starksten betroffenen Lénder. In zehn Jahren wird laut
UNAIDS das Bruttoinlandsprodukt in Sudafrika um 17% unter dem ohne AIDS zu
erwartenden Wert liegen, in Botswana werden sogar 20% Minderung prognostiziert. Dies hat
zur Folge, daf} die armsten Haushalte mit noch 13% weniger Einkommen leben mussen.

Da jahrelange, intensivste Forschung nicht zur Entwicklung einer Schutzimpfung gefuhrt hat
(internationale Experten gehen davon aus, daf es auch in den néchsten funf Jahren nicht dazu
kommen wird), ist die einzige Moglichkeit zur Einddimmung der Epidemie neben
lebenslanger Therapie die Aufklarung der Betroffenen und der potentiellen Neu-Infizierten.
Diese Strategie hat in einigen Landern wie z.B. Uganda zu einer Verminderung der
Infektionsrate gefuhrt — unter anderem hat sich der Kondom-Verbrauch bei 15-24jahrigen
Frauen verdoppelt '”’.

Neuerdings wird auch die Moglichkeit der Einfuhrung von antiretroviralen Therapien in
Entwicklungslandern diskutiert. In vielen Staaten in Afrika und Asien wird werdenden
Mittern die Moglichkeit geboten, mit einer Einzeldosis Nevirapine fur je Mutter und Kind die

% In Brasilien werden

Ubertragunsrate bei der Geburt um die Halfte zu verringern
Betroffene mit sogenannten ,generischen Medikamenten, die ohne die Lizenz der
Patenthalter produziert werden, kostenlos behandelt 29 In Haiti lauft ein Programm, in dem
die Therapie unter Beobachtung verabreicht wird (DOT, directly observed treatment), um

mangelnder Medikamentencompliance und eventuellem Mif3brauch der Drogen vorzubeugen

116

1.2 Das humane Immundefizienzvirus HIV-1

1.2.1 Struktur

HIV-1 ist das prototypische Mitglied der humanpathogenen Lentiviren: Retroviren, die nur

sehr langsam zur Erkrankung fuhren. Lentiviren unterscheiden sich auch durch ihre
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genetische Komplexitit von anderen Retroviren, die meistens aus nur drei Genen bestehen:

gag, pol und env '%.

@

LTR ' LTR

Abb. 1.2.1.1.: Genorganisation von HIV-1®'

HIV dagegen besteht aus insgesamt 15 Proteinen und einer RNA: vier Strukturproteinen des
viralen Kerns, zwei Hullproteinen, drei Enzymen, den genregulatorischen Proteinen Tat und
Rev und den akzessorischen Proteinen Nef, Vpr, Vpu und Vif (Abb. 1.2.1.1).

Das HIV-Genom besteht aus neun offenen Leserastern, die auf 9kb verteilt sind. Die allen

Retroviren gemeinsamen Gene gag, env und pol codieren fur Polyproteine, die nach der

Abb. 1.2.1.2: Elektronenmikroskopische Aufnahme von HIV-Partikeln '

Translation proteolytisch gespalten werden. Der Kern eines viralen Partikels besteht aus den
insgesamt von gag codierten Matrixprotein pl17, dem Capsidprotein p24, dem an die beiden

verpackten genomischen RNA-Strangen bindenden Nucleocapsidprotein p7 und p6.
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Die Virushiulle entsteht bei der Knospung aus Teilen der Wirtszellmembran, in die auller
Membranproteinen der Zelle Trimere der beiden von env codierten Hullproteine gp120 und
gp41 eingelagert werden '’°. Die durch pol kodierten Enzyme Reverse Transkriptase, Protease
und Integrase sowie die akzessorischen Proteine Vif, Vpr und Nef werden ebenfalls in das

Viruspartikel verpackt.

1.2.2 Der Replikationszyklus

Der primare Rezeptor fur HIV ist das Oberflichenmolekul CD4. Das Hullprotein gp120
bindet CD4 mit hoher Affinitat und ermoglicht somit die Infektion hauptsachlich von T-
Helfer-Zellen und Monozyten/Makrophagen. Zur Fusion mit der Zellmembran kommt es aber
erst nach der zusitzlichen Bindung eines Corezeptors'”, hauptsichlich der
Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4. Die dadurch induzierte Konformationsanderung des
gp120/gp41-Komplexes ermoglicht die Verschmelzung der viralen mit der Zellmembran.
Abbildung 1.2.2 zeigt den Replikationszyklus von HIV von der Fusion bis zur Entstehung
neuer viraler Partikel.

Nach der Fusion wird der Viruskern enthullt (uncoating), wodurch der Nucleoprotein-
Komplex freigesetzt wird. Die reverse Transkription erfolgt nach der Anlagerung eines
tRNA"*-primers im Cytosol '"®; die reverse Transkriptase (RT) katalysiert dabei sowohl die
RNA-abhingige als auch die DNA-abhiangige DNA-Polymerisation . Zusitzlich weist RT
eine RNase H-Domane auf, die fur den Abbau des RNA-Teils der entstehenden RNA-DNA-
Hybride zustandig ist. Da RT keine ,,proof-reading®-Aktivitat hat, ist die Fehlerrate bei der
Replikation sehr hoch, mit einer Mutation je 10* bis 10° Basen — dies wiirde bedeuten, daB
kein Virus dem anderen gleicht. Vif scheint in dieser frithen Phase eine wichtige Rolle zu
spielen, da in vif -Deletionsmutanten die DNA-Synthese nicht vollstindig ablaufen kann ',
Der Priintegrationskomplex mit Integrase, p17, RT und Vpr wird nach vollendeter reverser
Transkription in den Zellkern transportiert und die entstandene DNA-Duplex durch die

Integrase in das Genom der Zelle eingebaut '
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Recognition Fusion and
and Binding Penetmlion
- —

Abb. 1.2.2: Replikationszyklus von HIV 7

Die Transkription der viralen Gene erfolgt in aktivierten Zellen durch die Bindung zellulédrer
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB an den im 5° long terminal repeat (LTR) lokalisierten
Promotor. Anfangs ist die Elongationseffizienz sehr niedrig, erst mit der Bildung von Tat
(transactivator of transcription) und seiner Bindung an TAR (transactivating response
element) wird die Produktion von viralen mRNAs ca. 100fach erhoht *.

In der fruhen Phase der Infektion werden die viralen mRNAs mehrfach gespleifit, und es
entstehen hauptsachlich Tat, Rev und Nef. Spater werden jedoch auch un- und einfach
gespleiflite Transkripte im Cytosol benotigt, die in die zur Verpackung notwendigen
Polyproteine translatiert werden oder als genomische RNA dienen. Dazu muf} der in der Zelle
voreingestellte Mechanismus der Zuruckhaltung von nicht gespleiften RNAs im Zellkern
umgangen werden. Rev enthdlt ein nukledres Exportsignal (NES), das den Transport durch

die Kernmembran in beide Richtungen ermoglicht. Durch die Bindung von oligomerisiertem
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Rev an das ,rev responsive element” (RRE) der RNA wird diese durch die nukledre
Exportmaschinerie in das Cytosol transportiert *°.

Im endoplasmatischen Retikulum wird env translatiert, und das entstehende gp160
trimerisiert dort, bevor es glykosyliert wird. Auf dem Weg zur Zellmembran wird es weiter
posttranslational modifiziert und in trimerische gp120/gp41-Komplexe gespalten, die bei der
Knospung in die Virushulle integriert werden. Die Bindung an CD4, das auch im ER
synthetisiert wird, wiirde diesen Vorgang verhindern; hier greift Vpu ein, indem es an CD4
bindet und es in den Ubiquitin-Proteasom-Abbauweg einschleust '. Auch bereits auf der
Oberflache exprimiertes CD4 stort den Aufbau der Viruspartikel; es wird durch Interaktion

mit Nef in den Endosomen abgebaut'"!

. Ausserdem wurde gezeigt, dall Nef die
Oberflachenexpression von MHC-Klasse I-Molekiilen herunterreguliert '*'. Diese beiden
Mechanismen konnten zur Beeintrachtigung der Immunantwort gegen HIV beitragen.

Das Polyprotein Gag sowie das durch eine Verschiebung des Leserasters bei der Translation
entstehende Gag-Pol werden an den Ribosomen synthetisiert '”®. Das N-terminal myristylierte
pl7 dirigiert die Bindung der beiden Polyproteine an die Zellmembran. Dort kommt es durch
die Zusammenlagerung der viralen Proteine zur Knospung eines noch unreifen, nicht
infektiosen Viruspartikels, in dem Gag, Gag-Pol,Vif, Vpr, Nef und zwei genomische RNAs
von einer gpl120 und gp41 enthaltenden Membran umhullt werden. Wahrend der Reifung

werden in einem sequenziellen Prozess die Strukturproteine aus Gag und die Enzyme aus Pol

von der Protease gespalten und rearrangiert, um infektiose Partikel zu ergeben '7°.

1.3 Immunpathogenese der HIV-Infektion

Das Hauptmerkmal der Infektion mit dem HI-Virus ist der fortschreitende CD4" T-Zell-
Verlust. Dieser ist wahrscheinlich durch eine Vielzahl von Ursachen bedingt. Einerseits
wurde nachgewiesen, dal HIV einen direkten zythopathischen Effekt auf CD4" T-Zellen hat
und diese durch die Infektion zerstort werden. Die Infektionsfrequenz von CD4" T-Zellen
(1:1000 — 1:10000) reicht jedoch nicht aus, um deren Verlust vollstindig zu erkléren.
Alternativ gibt es mehrere immunpathogenetische Mechanismen: die Zerstorung von
infizierten CD4" T-Zellen durch HIV-spezifische cytotoxische T-Zellen,
Autoimmunreaktionen, die chronische Aktivierung der Zellen oder der Zelltod durch

Apoptose (activation induced cell death, AICD) '*.



Einleitung 12

Die Masse der Virusreplikation findet im lymphatischen Gewebe statt, das als Haupt-
Zielorgan gelten kann. In fruhen wie in fortgeschrittenen Stadien der Infektion replizieren
dabei uberwiegend CD4" T-Lymphozyten des Keimzentrums das Virus. Als Zeichen der
Aktivierung des B-Zellsystems sind die Keimzentren in der chronischen Phase der Infektion
hyperplastisch und mit CD8" T-Zellen infiltriert. Lokal findet sich eine erhohte
Proliferationsrate von CD4* T-Zellen *" '* ' " Die pathophysiologische Bedeutung der
chronischen Immunaktivierung bei der Progression der Erkrankung und beim Fortschreiten

der CD4" T-Zelldepletion ist noch unklar.

1.3.1 Klinischer Verlauf

Die HIV-Infektion wird klinisch in vier Phasen unterteilt: die akute oder Primarinfektion, die
klinisch asymptomatische Phase, die symptomatische Phase, in der erste HIV-assoziierte
Erkrankungen auftreten, und AIDS (Syndrom der erworbenen Immunsdefizienz), das sich
durch den Ausbruch verschiedener opportunistischer Infektionen ergibt (Abb. 1.3.1). Dabei
handelt es sich uberwiegend um die Reaktivierung endogener Erreger (z.B. CMV,
Mycobacterium tuberculosis, Pneumocystis carinii, Toxoplasmen). Exogene Neuinfektionen

hingegen sind selten.

Immune response to HV

Antbodies to HIV Erw

Hiv-specific CTL

Antibodies o HIV p24

48 weadks 2-12 years 2-3 years 5,%‘;3

Abb. 1.3.1: Verlauf der Inmunantwort in den verschiedenen Phasen der HIV-Infektion *!

Die Primirinfektion wird in 50 bis 70% der Fille von einem akuten viralen Syndrom
begleitet, das jedoch wegen der mangelnden Spezifitit der grippedhnlichen Symptome

meistens unerkannt bleibt ', Schon in dieser frithen Phase kommt es zu einem ausgeprigten
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Verlust an CD4" T-Zellen, der jedoch beim Ubergang in die asymptomatische Phase teilweise
ausgeglichen wird *'. Die Viruslast ist in dieser Phase extrem hoch (bis 10’ RNA-Kopien/ml),
nimmt aber in der Folge deutlich ab '*’. Diese Abnahme erfolgt zeitgleich mit dem Einsetzen
der HIV-spezifischen CTL-Antwort, die, wie im Affenmodell gezeigt werden konnte, ein
wesentlicher Faktor der Suppression der Virusreplikation in der chronischen Phase ist "*°. Im
AnschluB3 daran wird der humorale Arm der Immunantwort aktiviert. Die gebildeten
Antikorper sind hauptsachlich gegen die CD4-Bindungsdoméne oder den V3-Loop von gp120
gerichtet '*'. Dieser ProzeB der Serokonversion ist am Ende der vier bis acht Wochen
dauernden Primarinfektion zu beobachten.

Die asymptomatische Phase ist durch sinkende CD4" T-Zellzahlen und eine andauernde
Virusreplikation gekennzeichnet, die im Blut auf individuell sehr unterschiedlichem Niveau
persistiert. Im Lymphknoten sind Virusreplikation und Zahl der infizierten Zellen wesentlich
hoher **'’, und Veranderungen der Lymphknotenarchitektur werden in dieser Phase deutlich
(s.0.). Als ein moglicher Grund fur die unterschiedliche Virusbeladung in beiden
Kompartimenten wird das ,,trapping® von HIV an follikularen dendritischen Zellen (FDC) in
den Keimzentren genannt: in der fruhen Phase, wenn die Lymphknotenarchitekur zwar
beeintrachtigt, aber noch nicht zerstort ist, ist der Unterschied wesentlich hoher als in der
spaten Phase, in der das FDC-Netzwerk praktisch nicht mehr vorhanden und somit kein
»trapping® mehr moglich ist. Als Konsequenz dieser Beobachtungen kann gefolgert werden,
daf} die ,,uberschuissigen® Viren dann ins Blut abgegeben werden und zu einer Angleichung
der Virusbeladung in beiden Kompartimenten fuhren wiirden /.

Wihrend der asymptomatischen Phase kann bei den meisten Infizierten sowohl eine
ausgepragte CTL-Antwort gegen alle HIV-Proteine (s.u.) als auch die Produktion von
Antikorpern nachgewiesen werden. Wiahrend gezeigt wurde, da3 in sogenannten ,,Jong term
non progressors* (LTNP) und Patienten, die wahrend der Primarinfektion behandelt wurden,
robuste T-Helfer-Antworten meBbar sind '**'*, sind HIV-spezifische CD4" T-Zell-Antworten
in der chronischen Infektion typischerweise schwach oder nicht nachweisbar '*" '*. Die
fehlende T-Zell-Hilfe konnte einer der Griinde sein, warum es zu einer unzureichenden HIV-
spezifischen CTL-Antwort und nachfolgend zur Etablierung der chronischen Infektion und
zum Fortschreiten der Krankheit kommt **,

Je nach Dauer der asymptomatischen Phase konnen Patienten in unterschiedliche Gruppen
gegliedert werden. Bei unbehandelter Infektion vergehen im Mittel ca. 9 Jahre, bis durch den

CD4" T-Zell-Verlust opportunistische Infektionen ausbrechen. Bei schnellen Progressoren
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fallt die Viruslast nach der Serokonversion nicht so stark ab, und die CD4" T-Zellzahlen
sinken sehr schnell, so dal die symptomatische Phase bereits nach zwei Jahren beginnen
kann. Dies wird unter anderem mit einer immungenetischen Pradisposition durch bestimmte
HLA-Allele bzw. Homozygotie bezuglich eines oder mehrerer HLA-Klasse-I-Allele in
Verbindung gebracht, die fir eine Immunantwort gegen HIV wenig geeignet sind ™% '* ',
LTNPs sind nachweislich seit iber 10 Jahren infiziert, weisen jedoch eine sehr niedrige
Viruslast und normale Lymphozytenwerte auf. Sie zeigen meist ausgeprégte zytotoxische und
T-Helfer-Antworten, die Uiber die Jahre stabil erhalten bleiben. Auch hier wird der Einfluf}
bestimmter HLA-Allele sowie weiterer genetischer Faktoren beschrieben '>'"" ',

Die symptomatische Phase mit dem Ubergang zu AIDS ist von einer profunden
Immunsuppression gepragt. Die Virusreplikation steigt unkontrolliert an, die CD4" T-Zellen
im peripheren Blut gehen génzlich verloren, und auch die bis dahin vorhande Immunantwort
ist nicht mehr nachweisbar. Die physiologische Struktur der Lymphknoten 16st sich auf, und
opportunistische Infektionen sowie bestimmte Krebsarten konnen nicht mehr kontrolliert

werden. Das Vollbild der AIDS-Erkrankung fuhrt unbehandelt innerhalb kurzer Zeit zum
Tod.

1.3.2 Immunantwort gegen HIV

Zahlreiche Veranderungen des Immunsystems wurden bei der Infektion mit HIV beobachtet,
unter anderem eine polyklonale B-Zell-Aktivierung mit Hypergammaglobulindmie und der
Produktion von Autoantikorpern, die Reduktion der zytolytischen Aktivitat von naturlichen
Killer (NK)-Zellen und zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), eine verminderte T-Helfer-
Funktion bei Stimulation mit Mitogenen und Antigenen, veranderte Aktivitat von antigen-

prasentierenden Zellen (APC) und eine gestorte Produktion immunmodulatorischer Zytokine

165

1.3.2.1 Immunaktivierung

Schon fruh konnte gezeigt werden, dall die HIV-Infektion von einer Aktivierung des
gesamten Immunsystems begleitet wird. Bei anderen viralen Infektionen beschrénkt sich die
erhohte Aktivierung meist auf die akute Infektionsphase, wéhrend sie bei der HIV-Infektion

in allen Phasen bemerkbar ist. Mehrere Faktoren wurden als pradiktive Marker fur die
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Progression zu AIDS identifiziert, darunter die CD4" T-Zellzahl (bzw. CD4"/CD8"-Ratio) und
serologische Faktoren wie Neopterin, $2-Mikroglobulin, IgA und der losliche IL-2-Rezeptor
. Spater kam die Expression bestimmter Lymphozytenmarker wie CD38 und CD62L (L-
Selektin) als Prognosemarker hinzu * ',

Auch die Expression weiterer Aktivierungsmarker wie des MHC Klasse II-Molekiils HLA-
DR *: %1% ynd des Apoptoserezeptors CD95 (Fas) **** '°* 1% jst bei HIV-Infizierten erhoht
(womit die gestiegene Anfélligkeit fur AICD einhergeht, s.o.), wahrend die Expression des

109

fruhen Aktivierungsmarkers CD25 sowohl als erniedrigt ™ als auch als erhoht beschrieben

wurde 7* %!,

Mit der gesteigerten Aktivierung geht ein geringerer Anteil an naiven T-Zellen einher, die
durch die Expression von CD45RA und CD62L gekennzeichnet sind ¥. Gleichzeitig ist der
Anteil an CD45R0" sogenannten ,,Memory“-T-Zellen erhoht. AuBerdem induziert HIV den
Verlust der Expression des Costimulationsfaktors CD28, insbesondere auf CD8"
Lymphozyten '“, der teilweise fur die beobachtete Verschlechterung der Immunantwort
verantwortlich sein konnte.

Auch die Expression der HIV-Corezeptoren CCRS5 und CXCR4 auf Lymphozyten wurde
untersucht. Die Expression von CCRS ist auf T-Lymphozyten signifikant erhoht, wahrend

CXCR4 auf T-Zellen und Monozyten erniedrigt ist. Die Expression von CCRS korreliert
dabei mit der Viruslast, der CD4" T-Zell-Zahl und der Expression von CD38 > 2>

1.3.2.2 T-Zell-Umsatz

Aufgrund der Immunaktivierung kommt es wahrend der HIV-Infektion zu einem erhohten T-
Zell-Umsatz, der durch die gesteigerte Proliferationsrate der Lymphozyten verdeutlicht wird.
1995 zeigten Ho et al ™® basierend auf einem mathematischen Modell, dem die Verénderungen
der Viruslast und der CD4" T-Zellzahlen nach Therapie mit einem Proteaseinhibitor als
Grundlage dienten, da3 die Produktion von 10° Virionen/Tag zu einem deutlich erhohten
Umsatz von T-Helfer-Zellen fuhrt. Diese Interpretation wurde von Wei et al in derselben
Ausgabe von Nature '*’ erhirtet; ihr liegt ein mathematisches Modell zugrunde, das resistenz-
assoziierte Mutationen als Basis fur die Kalkulation des zu erwartenden Umsatzes verwendet.
Der von beiden Gruppen postulierte Umsatz von rund 10° CD4* Lymphozyten/Tag wurde
durch die Moglichkeit in Frage gestellt, dal es sich bei dem beobachteten Anstieg der CD4"

T-Zellen um eine Umverteilung aus dem lymphatischen Gewebe handeln konnte '** '%,
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Zusatzlich wurde beschrieben, dal zwar der Umsatz von CD8" Lymphozyten (gemessen an
der Verkiirzung der Telomere, die als Marker fur die Replikationsgeschichte der Zelle gilt %)
deutlich erhoht ist, der der T-Helfer-Zellen jedoch im Verlauf der Infektion stabil bleibt '¥.
Erst 1998 wurde von mehreren Gruppen schlussig gezeigt, da3 der CD4" T-Zell-Umsatz in
der unbehandelten HIV-Infektion gesteigert ist und unter Therapie mit sinkenden Viruslasten
wieder abfillt. Dabei wurde der Anteil an Zellen bestimmt, in denen das nukledre Antigen Ki-
67 nachgewiesen werden konnte, das in allen Phasen des Zellzyklus ausser der G,-Phase
exprimiert wird '*> ' In anderen Arbeiten wurde der Anteil proliferierender Zellen in-vivo
durch Einbau des Nucleosidanalogons Bromodeoxyuridin (BrdU) im Affenmodell gemessen
1813 Tm selben Jahr fanden Fleury et al, daB ,,der Anteil an proliferierenden CD4*Ki-67*
Lymphozyten in HIV-infizierten Patienten in fruhen Krankheitsstadien denen von HIV-
negativen Kontrollen dhnelt* # um zwei Jahre spater festzustellen, dal vor HAART ,,CD4
und CD8 T-Zell-Umsatz erhoht sind* *. 2001 zeigten schlieBlich zwei Gruppen durch direkte
Messungen den erhohten CD4" T-Zell-Umsatz wahrend der HIV-Infektion, indem sie
Patienten iiber einen definierten Zeitraum das schon in der SIV-Infektion eingesetzte BrdU **
bzw. deuterierte Glucose ' verabreichten. Diese Versuche verdeutlichten ebenfalls, daB es
sich bei den untersuchten Zellen nicht um eine einheitliche Population handelte, sondern um
eine mit hohem Umsatz, aber geringer Lebensdauer (Effektor-Zellen) und um eine langlebige,
sich langsam teilende Subpopulation (naive oder Memory-Zellen) **.

Nachdem heute eine gewisse Einigkeit daruiber herrscht, dal der Anteil an proliferierenden
CD4* und CD8" T-Zellen in der unbehandelten HIV-Infektion deutlich erhoht ist, bleibt die
Diskussion dariiber, ob die treibende Kraft dafur ein homoostatischer Mechanismus ist oder

ob dies einfach die erhohte Immunaktivierung durch das Virus reflektiert.

1.3.2.3 CTL-Antworten

Dank der Enwicklung neuer Methoden, die ein rasches ,,screening® der CTL-Antwort
ermoglichen, wurde diese in den letzten Jahren ausfuhrlich charakterisiert.

In der akuten Infektion ist die CTL-Antwort meistens schwéacher und gegen weniger Epitope
gerichtet als in der chronischen Infektion, da in dieser Phase die Diversifizierung des Virus
noch nicht so weit fortgeschritten ist °. Zusatzlich zu Unterschieden in der Stirke und Breite
der Immunanwort ist auch die Spezifitat der CTL nicht dieselbe. Wéahrend 75% der chronisch

infizierten HLA-A2-positiven Patienten das von gag codierte Peptid SLYNTVATL erkennen,
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wurde dieses in einer Studie mit 11 HLA-A2-positiven akut Infizierten von keinem der
Patienten erkannt, obwohl diese durchaus Immunantworten gegen andere HIV-Epitope
aufgebaut hatten ®. Die Entwicklung der CTL-Antwort nach einem scheinbar vorbestimmten

¥ und sollte in

Muster wurde in einer weiteren Studie primér-infizierter Patienten bestatigt
der Impfstofforschung beruicksichtigt werden.

Nachdem die HIV-spezifische CTL-Antwort mit dem Erreichen der chronischen Infektion
verstarkt und gegen eine groBere Anzahl von Epitopen gerichtet wird, nimmt sie mit
Fortschreiten der Krankheit bei weniger als 400 CD4" T-Zellen/ul wieder ab, obwohl CTL-
Vorlaufer gegen andere virale Erreger auf dem Niveau von Normalkontrollen erhalten bleiben
. Auch mit der Verringerung der Viruslast unter antiretroviraler Therapie wird die CTL-
Antwort vermindert > " * was darauf hindeutet, daB die Starke der HIV-spezifischen CTL-
Antwort von der Viruslast mitbestimmt wird *. Positive Korrelationen zwischen der CTL-
Antwort gegen eines oder mehrere HIV-Proteine und der Viruslast wurden auch von drei

17, 23, 128

weiteren Gruppen beschrieben , von denen zwei jedoch ebenso eine inverse

22, 128

Korrelation postulierten . Die negative Korrelation der Viruslast mit der HIV-

28, 42, 131’ Wﬁhrend

spezifischen CTL-Antwort wurde von drei weiteren Gruppen publiziert
neuere Daten fur das Fehlen einer Korrelation sprechen "> Eine Erklarung fur die erwahnten
Diskrepanzen konnte die Anwendung unterschiedlichster Methoden zur Bestimmung der
CTL-Antwort sein (u.a. ELISpots, Tetramer-Farbungen oder intrazellulire Zytokin-
Farbungen mit Einzelpeptiden oder Peptidpools an frisch isolierten Zellen, Zytotoxizitats-
Assays mit *'Cr aus kultivierten Zellinien). AbschlieBend 148t sich jedoch wohl nur sagen, da
das genaue Zusammenspiel zwischen Virus und CTL noch nicht geklart scheint. Ein Faktor,
der dabei nicht vernachldssigt werden darf, ist die Moglichkeit einer
Funktionsbeeintrachtigung von HIV-spezifischen CTL. Mit den oben erwéahnten Methoden
der ex vivo Quantifizierung werden sie zwar als spezifische Zellen erkannt und sind in der
Lage, nach Stimulation Cytokine zu produzieren, enthalten jedoch weniger Perforin und

scheinen in einem nicht voll ausgereiften Phanotyp zu verharren ' . Es ist jedoch nicht klar,

ob dieser Befund eine biologische Signifikanz besitzt.

1.3.2.4 T-Helfer-Zell-Antworten

Die HIV-spezifische CD4" T-Zell-Antwort ist weniger genau beschrieben, da Helfer-Zellen in

vivo weniger stark expandieren und daher sehr kleine Zellpopulationen nachgewiesen werden
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mussen. Daher wurden in den letzten Jahren widerspriichliche Ergebnisse publiziert. HIV-
spezifische T-Helfer-Zellen sind mit den klassischen Proliferationstests fast ausschlielich in
LTNPs und in Patienten, die wahrend der akuten Infektion behandelt wurden, nachzuweisen
4% 199 Es ist allgemein akzeptiert, daB sie eine wichtige Rolle in der Immunantwort gegen
HIV spielen ¥, und es konnte gezeigt werden, daB es eine negative Korrelation zwischen der
Zahl Gag-spezifischer T-Helfer-Zellen und Plasmaviramie '** sowie eine positive Korrelation
zwischen diesen Zellen und Gag-spezifischen CTL gibt ¥. Die Anwendung neuerer Methoden
wie der intrazellularen Anfarbung von Zytokinen hat den Nachweis HIV-spezifischer CD4"
T-Zellen auch bei chronisch Infizierten erlaubt '**. Deren Haufigkeit liegt aber signifikant
unter der von LTNPs, und die Behandlung der Patienten senkt den Anteil spezifischer Zellen
weiter, so daf} bei erfolgreich behandelter chronischer HIV-Infektion kaum CD4" T-Zell-
Antworten gegen das Virus mehr nachgewiesen wurden '*>. Auch diese Beobachtung ist
jedoch nicht unwidersprochen: Eine neuere Veroffentlichung beschreibt im Gegensatz dazu,
daf} im Proliferationsassay bestimmte p24-spezifische T-Helfer-Zellen in chronisch Infizierten

kaum zu finden sind, jedoch unter Therapie zunehmen ®.

1.3.2.5 Zytokine

Der Verlauf der Zytokin-Expression wéahrend der HIV-Infektion wird dhnlich kontrovers dis-
kutiert wie die T-Helfer-Zell-Antwort. Verschiedene Methoden wurden herangezogen, um
das Zytokin-Expressions-Profil zu erfassen.

Bei der Messung der konstitutiven Zytokin-Expression ex vivo mittels RT-PCR wurde ge-
zeigt, dall die Level von Interferon-y (IFN-y) sowie von Interleukin-10 (IL-10) bei HIV-Infi-
zierten im Vergleich zu Normalkontrollen erhoht sind, sich im Verlauf der Infektion aber nur
unwesentlich andern. Diese Erhohung wurde sowohl in mononukleédren Zellen des peripheren
Bluts (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) als auch in Lymphknotenzellen nachge-
wiesen und war auf CD8" T-Zellen beschrankt. Expression erkennbarer Mengen an IL-2 und
IL-4 wurden weder in HIV* Patienten noch in Normalkontrollen gemessen ®. Die Autoren
widerlegen somit den vorher postulierten Ty 1/T,2-switch ** ** ' der besagt, daB T,l-
Cytokine wie IFN-y und IL-2 zugunsten einer erhohten Expression von Ty2-Cytokinen wie
IL-4 und IL-10 im Verlauf der Infektion herunterreguliert werden.

Legt man die Produktion von Cytokinen nach Stimulation mit Mitogenen zugrunde, gibt es

167, 188

sowohl Hinweise fur einen erhohten Anteil an IFN-y-produzierenden Lymphozyten als
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auch fur einen Verlust dieser Zellen . Eine genauere Unterteilung in CD4* und CD8"* Zellen
deutet auf eine Verminderung der IFN-y-Produktion in T-Helfer-Zellen und eine Erhohung in
CTL hin *'. Einigkeit besteht dahingehend, daB die Zellen nach Stimulation weniger IL-2 auf
der Einzelzellebene produzieren. Bei IL-4 und IL-10 hingegen gibt es wiederum sowohl

Anzeichen fur eine unverinderte Expression % '

als auch fur eine Erhohung der
Cytokinproduktion *'.
AbschlieBend 146t sich nur feststellen, daB3 es eine Veranderung der Cytokin-Expression durch

die Infektion mit HIV gibt, ohne da} diese jedoch bisher ein einheitliches Muster aufweist.

1.4 Die Behandlung der HIV-Infektion

1.4.1 Hoch-aktive antiretrovirale Therapie (HAART)

Jahrzehntelange Erforschung der Pathogenese von HIV hat weder zur Entwicklung eines
Impfstoffes noch zur Heilung von AIDS gefuhrt. Erst durch die Einfuhrung von
nukleosidanalogen Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs) und nachfolgend von
Proteasehemmern (PIs) und Nicht-Nukleosidanalogen-RTIs (NNRTIs) konnten Morbiditat
und Mortalitdit massiv gesenkt werden > '*°, Mit der Einfihrung der hochaktiven
antiretroviralen Therapien (HAART), der Kombination von drei oder mehr Medikamenten
aus mindestens zwei Substanzklassen, wurde eine rasche und teilweise iber Jahre anhaltende
Senkung der Plasmavirdmie auf Werte unterhalb der Nachweisgrenzen der verfugbaren
Assays erreicht " ''* "', Einhergehend mit der Unterdriickung der Virusreplikation kommt es

.70 "auch bei Patienten mit sehr

zu einem signifikanten Anstieg der CD4" T-Zellzahlen
niedrigen Eingangswerten " ''". Die Erwartung, HIV mit Hilfe solcher Therapieansitze
innerhalb von nur zwei bis drei Jahren eradizieren zu konnen *°, erfillte sich jedoch nicht.

29, 47, 190 aU.Ch

Schon bald wurde klar, dafl es wegen der fruhen Etablierung latenter Reservoirs
unter optimalen Therapiebedingungen nicht Jahre, sondern Jahrzehnte dauern wiirde, das
Virus zu eradizieren **.

Neue Therapieansidtze mit immunmodulatorischen Zusatzsubstanzen wurden eingefuhrt, um
das wirtseigene Immunsystem bei der Bekdmpfung von HIV mit einzubeziehen und zu unter-
stutzen. Cytokine wie Interleukin-2 (IL-2) fuhren zu einer semi-selektiven Expansion des
CD4" T-Zell-Pools ** > und konnten somit die Wahrscheinlichkeit der Entwicklung

opportunistischer Infektionen verhindern. Ein weiterer angestrebter Effekt von IL-2 war in
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klinischen Studien das ,,Ausschwemmen von HIV aus ruhenden latent infizierten CD4*
Zellen, indem diese aktiviert und somit zur Expression von HIV angeregt werden. Unter
diesen Bedingungen wiurde HAART, die keinen Einfluf} auf das integrierte Provirus hat,
wieder greifen. In einer nicht-randomisieren Studie konnte gezeigt werden, daf die adjuvante
Gabe von IL-2 zwar keinen deutlichen Einfluf} auf die provirale DNA hat, wohl aber zu einer
signifikant niedrigeren Frequenz von ruhenden CD4" T-Zellen fuhrt, die replikations-
kompetentes Virus enthalten, gemessen als Anzahl von ,,infektiosen Units pro Million Zellen
(IUPM)“ in einem quantitativen Co-Kulturansatz *'. In einer randomisierten klinischen Studie
lie sich kein Unterschied in der Menge an proviraler DNA nachweisen; es fand sich jedoch
bei der Mehrzahl der Patienten eine persistierende niedriggradige Virusreplikation, die den
latent infizierten Zellpool wieder auffullen und somit einer Eradikation entgegenwirken durfte
170.

Derartigen immunmodulatorischen Therapieansiatzen stehen als weitere potenzielle adjuvante
Substanzen Zytostatika zur Verfugung. Diese konnten durch die Verringerung der Anzahl an
verfugbaren Zielzellen fur die HIV-Infektion den Pool der latent infizierten Zellen verkleinern
und die Uberlebensdauer infizierter Zellen verkurzen. Eine mogliche immunmodulatorische
Wirkung des Zytostatikums Hydroxyurea, das seit den 60er Jahren in der Behandlung von
Leukidmien eingesetzt wird *, wird in einem Teil dieser Arbeit als Zusatz zu einer
Dreifachkombinationstherapie untersucht. Auch das nach Transplantationen eingesetzte
Cyclosporin A wird als Adjuvans diskutiert '*'.

Neuerdings wird auch versucht, ausser den klassischen Zielproteinen RT und Protease andere
virale Komponenten zu hemmen. Ein Peptid, das die zur Fusion von HIV mit der Zell-
membran notwendige Konformationsianderung von gp41 unterbindet ¥, steht kurz vor der

Zulassung (T-20).

1.4.1.1 Hydroxyurea

Hydroxyurea ist ein Zytostatikum, welches die Zellen in der G1-Phase vor der DNA-Synthese
blockiert. Dieser Effekt entsteht durch die irreversible Inhibierung der Ribonukleotid-
Reduktase, die in der Synthese von dNTPs eine limitierende Rolle spielt **. Durch den
reduzierten intrazelluldren Pool an dANTPs wird die DNA-Synthese gehemmt, auch die der

proviralen DNA ',
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Ein groBer Vorteil von Hydroxyurea ist theoretisch, dal es im Gegensatz zu den zur Zeit
eingesetzten antiviralen Therapeutika, ein zellulares Enzym beeinfluf3t. Dieses unterliegt im
Gegensatz zu den viralen Proteinen keinen raschen Anderungen durch Mutationen. Daher
sind in 40 Jahren, in denen Hydroxyurea eingesetzt wurde, keine Anzeichen von Resistenzen

bekannt geworden .

Ruhende CD4* Aktivierte CD4*
T-Lymphozyten
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Abb. 1.4.1.1.a: Hydroxyurea vermindert die Aktivierung der CD4" T-Zellen und limitiert dadurch die HIV-
Integration und —Produktion '’

Lori unterteilt die Wirkungsweise von Hydroxyurea in immunmodulatorische und antivirale
Effekte '””. Der immunmodulatorische Effekt ist wiederum bei CD4* und CD8" T-Zellen
unterschiedlich. Auf der T-Helfer-Ebene verhindert Hydroxyurea durch den Arrest der Zellen
in einem ruhenden Status die Produktion von HIV (das nur in aktivierten, nicht aber in
ruhenden Zellen vollstandig transkribiert wird) und die Integration des Provirus (Abb.
1.4.1.1.a).

Die Hypothese fur die Interaktion von Hydroxyurea mit CD8" T-Zellen sieht vor, dal sowohl
die durch die exzessive Aktivierung verursachte Erschopfung der CTL als auch die von CTL
vermittelte Vernichtung von T-Helfer-Zellen unterbunden werden, indem die Zellen in einem
ruhenden Status verbleiben (Abb. 1.4.1.1.b).

Auch der antivirale Effekt von Hydroxyurea setzt sich aus mehreren Komponenten zusammen
"7 Die direkte Auswirkung der Verminderung des dNTP-Pools fuhrt zu einer inkompletten
Transkription aus Mangel an DNA-Bausteinen. Zusatzlich kommt es zu einem

synergistischen Effekt von Hydroxyurea und einigen NRTIs: durch die erniedrigte



Einleitung 22

Konzentration an dNTPs wird die Wahrscheinlichkeit des Einbaus von NRTIs erhoht. Da der
dATP-Pool am starksten von Hydroxyurea vermindert wird, ist der synergistische Effekt mit
Didanosin, einem dATP-Analogon, am ausgeprédgtesten. Aber auch die Wirkung von
Stavudin wurde in in vitro-Modellen verstarkt, da Hydroxyurea die intrazellulare
Phosphorylierung dieses Thymidin-Analogons erhoht *'. In vivo konnte diese Beobachtung

jedoch noch nicht bestatigt werden.

Aktivierte CD8" Ruhende CDS*
T-Lymphozyten T-Lymphcyten
¥ O

= l:l.-=; L &

HIWe o HIwe

Exzessive CD8"-Aktivierung Keine CD8*-Aktivierung
*  CD8-Erschopfung * Keine CD8-Erschopfung
* CD4 killing * Kein CD4 killing

Abb. 1.4.1.1.b: Hydroxyurea reduziert die CD8-Aktivierung und verhindert somit die CD8-Erschopfung und die
Depletion von CD4* Zellen '

Ebenso zeigt Hydroxyurea die Fahigkeit, fur Resistenzmutationen gegen Didanosin zu

10

kompensieren ', Durch die Erniedrigung des intrazelluliren dATP-Spiegels wird das
Analogon wieder in eine kompetitive Position gebracht. Dadurch lassen sich Viren mit
genotypischer Resistenz phanotypisch nicht mehr vom Wildtyp unterscheiden.

Als weiterer Wirkmechanismus wurde vor kurzem gezeigt, dal Hydroxyurea die Transakti-
vierung des HIV-LTR-Promotors inhibiert **. Dieser Mechanismus scheint unabsngig von der
Hemmung der Ribonukleotid-Reduktase zu sein.

18. 193551 315 auch kontrollierte oder

Sowohl die bisher durchgefuhrten Pilotstudien
randomisierte Studien '* '>* konzentrierten sich auf den Verlauf der Viruslast und die CD4* T-
Zellzahl im Rahmen von Monotherapien oder der Kombination von zwei Nucleosidanaloga
mit Hydroxyurea. Unter diesen nicht besonders stringenten Bedingungen konnte die
Wirksamkeit von Hydroxyurea in allen Studien erwiesen werden '”. Wihrend die

Kombination von Didanosin mit Hydroxyurea aufgrund der relativ guten Kosten-Nutzen-
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15 ist sie den

Verhiltnisses in Landern der dritten Welt eine vielversprechende Alternative ist
hierzulande ublichen Mehrfachkombinationen nicht gewachsen. Es ist jedoch bisher nichts
uber einen eventuellen positiven Effekt von Hydroxyurea als Zusatz einer Proteaseinhibitor-

enthaltenden Mehrfachkombination bekannt.

1.4.2 Strukturierte Therapieunterbrechungen (structured treatment

interruptions, STI)

In der klinischen Praxis ergeben sich viele Grunde fur eine Unterbrechung der Therapie fur
wenige Tage oder Monate bis hin zu Jahren, unter ihnen immunologisches oder virologisches
Therapieversagen, Medikamentenunvertriglichkeit und eine schlechte Therapieadhirenz .
Stukturierte Therapieunterbrechungen jedoch werden auch im Zusammenhang mit der
Ausbildung oder Verstarkung einer HIV-spezifischen Immunitat untersucht, nachdem Falle
wie der ,,Berlin-Patient” bekannt wurden '®. Dieser konnte nach der Erstbehandlung wahrend
der Primarinfektion und darauf folgenden krankheitsbedingten Therapieunterbrechungen
einen virologischen set point iber Monate unterhalb von 500 RNA-Kopien/ml erhalten.

Folgeuntersuchungen zeigten jedoch bald, dal es sich bei Patienten mit Kontrolle der
Viruslast um anekdotische Falle handelte, die entweder in der akuten Phase der HIV-

Infektion 0% 133 149

oder bei sehr niedriger Viruslast behandelt wurden '®. Bei der
uberwiltigenden Mehrheit der Patienten, die erst wahrend der chronischen Infektion
behandelt wurden, gab es trotz teilweiser jahrelanger Unterdriuckung der Viruslast auf Werte
unterhalb der Nachweisgrenze innerhalb von Tagen oder Wochen nach Therapiestop einen

d 2% 3% 60,7377 124 138152 quf pritherapeutische Werte 7. In den

ausgepragten viralen Reboun
meisten Fallen wurden einhergehend mit dem Anstieg der Viruslast auch eine erneute CD4"
T-Zell-Abnahme sowie der Anstieg verschiedener Aktivierungsparameter beobachtet **.

Im Affenmodell konnte spater gezeigt werden, dall STI bei der Behandlung der frithen
Infektion zu einer verbesserten Kontrolle der Viruslast fiuhren konnen, die durch eine
verstarkte virus-spezifische CTL-Antwort vermittelt werden '®. Auch im Menschen konnte
teilweise eine Erhohung der HIV-spezifischen CTL mit Anstieg der Viruslast beobachtet

werden ** % %15 Diese geht aber nur in wenigen Fallen auch mit einer verbesserten

Viruskontrolle einher .
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1.5 Ziele dieser Arbeit

Diese Arbeit besteht aus drei komplementaren Abschnitten:

1.

Untersuchung des Einflusses einer Dreifachkombinationstherapie mit und ohne
adjuvantem Hydroxyurea auf virale und immunologische Parameter im Rahmen einer
klinischen Phase I1I-Studie (ARCHY)

Vergleich der Wirkung der Therapie in Blut und Lymphknoten

Analyse des viralen Rebounds sowie des Einflusses der erneuten viralen Replikation
auf Parameter der Immunaktivierung sowie auf die HIV-spezifische CD8" T-Zell-

Antwort im Rahmen einer Therapieunterbrechung bei 15 Patienten

Teile dieser Arbeit wurden in Zusammenarbeit mit dem Labor fur Virologie, Roche Welwyn,

dem Labor fur die Immunpathogenese von AIDS am Centre Hopitalier Universitaire Vaudois

in Lausanne und dem Partners AIDS Research Center am Massachusetts General Hospital in

Boston durchgefuhrt.

1.5.1

Klinische Phase I1I-Studie ARCHY

Die Studie AntiRetrovirale Chemotherapie plus HYdroxyurea war eine offene, randomisierte,

prospektive multizentrische Studie, die an sieben Praxen und Universitdtskliniken im nord-

deutschen Raum durchgefuhrt wurde. Es wurden 28 Patienten eingeschlossen, die folgende

Kriterien erfullen muften:

v

D U N N N N N N NN

Dokumentierter Nachweis der HIV-1-Infektion

Zwischen 18 und 70 Jahre alt

Erteilung einer schriftlichen Einverstandniserklarung

Plasmaviramie < 5000 Kopien/ml

CD4" T-Zellzahl > 200 Zellen/ul

Lebenserwartung > 6 Monate

Bereitschaft zur strikten Antikonzeption

Bei Frauen im gebérfahigen Alter : negativer Schwangerschaftstest
Keine Vortherapie mit antiretroviralen Substanzen oder Hydroxyurea

Allgemein guter gesundheitlicher Zustand

Hauptziel der Studie war es, die antivirale und immunomodulatorische Wirkung von Hydro-

xyurea in Kombination mit einer Standard-Dreifachkombination bei der HIV-Infektion im
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Blut und im lymphatischen Gewebe zu untersuchen. Dies wurde anhand der Viruslast, der T-
Zellzahlen und verschiedener Parameter der Lymphozytenaktivierung und —proliferation so-
wie mit Hilfe funktioneller Assays analysiert.

Die Studie wurde von der Ethikkommission der Arztekammer Hamburg zustimmend
beurteilt. Alle Patienten gaben vor dem Einschluss schriftlich ihr informiertes Einverstandnis
ab.

Hydroxyurea wurde als Zusatzstoff gewdhlt, da es neben einem direkten anti-virologischen
Effekt die Wirkung von Nukleosidanaloga verstarkt, den Einflul von Resistenz-assoziierten
Mutationen minimiert und zusatzlich eine immunmodulatorische Komponente beinhaltet,
indem es die Aktivierung der potentiellen Zielzellen von HIV verhindert (s. Abschnitt
1.4.1.1). Die Wirkung auf mehreren Ebenen macht eine verbesserte Viruskontrolle
wahrscheinlicher. Die Nukleosidanaloga Didanosin und Stavudin wurden gewihlt, da sie die
besten synergistischen Effekte mit Hydroxyurea (Didanosin) bzw. die geringste
Hamatotoxizitat der Thymidinanaloga (Stavudin) aufweisen.

Die Patienten bekamen eine Standardtherapie mit 2 x 40 mg Stavudin, 2 x 250 mg (bei <60 kg
Korpergewicht) oder 1 x 400 mg (bei >60 kg KG) Didanosin (ddI) und 2 x 1250 mg
Nelfinavir. Der fur Hydroxyurea randomisierte Arm erhiehlt zusitzlich 2 x 500 mg
Hydroxyurea uiber die ersten sechs Monate der Studie. Die Gesamtdauer der Studie betrug 12

Monate.

1.5.2 Vergleich Blut/Lymphknoten

Alle Parameter (auBer der Produktion von Zytokinen nach Stimulation) wurden parallel in
Blut und Lymphknoten analysiert. Aus Grunden der Verfugbarkeit werden die meisten
Studien an peripheren Lymphozyten durchgefuhrt, diese machen jedoch nur 2% der
Gesamtlymphozyten des Menschen aus '”°. Daher ist es unerlaBlich, zu zeigen, daB das Blut

als Indikator fur die Ablaufe im lymphatischen Gewebe dienen kann.

1.5.3 Kontrollierte Therapieunterbrechung

Um einen Einblick in die Wirksamkeit der verabreichten Therapien zu erhalten, wurde bei 15
Patienten die Therapie vollig abgesetzt. Vier dieser Patienten wurden aus der ARCHY-Studie

rekrutiert, und weitere 11 waren Teilnehmer der der COSMIC-Studie, die adjuvantes IL-2 zu
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einer Vierfachkombination erhalten hatten. Die Patienten waren optimal vorbehandelt und
zeigten keine Anzeichen persistierender viraler Replikation im peripheren Blut. Vor und
wihrend der Therapiepause wurden Plasmaviruslast, T-Zellzahlen, Aktivierung und

Proliferation der Lymphozyten sowie HIV-spezifische CTL untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Blutabnahmen

Fur ARCHY erfolgten Blutabnahmen zum Screening (Uberprufung der Erfullung der Ein-
schluBkriterien), an Baseline (Tag 0), Tag 14, Tag 28 und darauffolgend monatlich bis Monat
12. Screening und Baseline sollten nicht uber 30 Tage auseinanderliegen; ggf. wurde das
Screening wiederholt. Zu allen Zeitpunkten wurden die Viruslast und die Anzahl der
Lymphozyten (getrennt in T-Lymphozyten, B-Lymphozyten, NK-Zellen, CD4" und CD8" T-
Zellen, HLA-DR" T-Zellen und CD45RA" CD4" T-Zellen) aus frischem Blut bestimmt. Zu-
satzlich wurden PBMC aus ca. 30ml Blut isoliert und kryokonserviert.

Bei Therapieabbrechern wurden Proben vor der Pause und, soweit verfugbar, nach drei

Tagen, einer, zwei, drei und vier Wochen und dann monatlich abgenommen.

2.2 Lymphknoten-Proben-Entnahmen (PEs)

Bei ARCHY wurden zu Baseline und an Monat 6 bei Zustimmung des Patienten axillare
Lymphknoten in Lokalanasthesie chirurgisch entnommen. Die zweite Lymphknoten-PE
wurde verhaltnismaBig fruh gewdhlt, da zu diesem Zeitpunkt der Unterschied zwischen den

beiden Randomisierungsarmen am groften sein sollte.

2.3 Isolierung von PBMC (peripheral blood mononuclear cells)

PBMC wurden aus Vacutainer CPT™ Cell Preparation Tubes, die Natriumcitrat als
Antikoagulant enthielten, mittels Gradientenzentrifugation isoliert. Diese Rohrchen wurden
gewidhlt, um eine standardisierte Form der Isolierung zu gewdhrleisten und um die
Mboglichkeit zu haben, aus dem Plasma nachtréaglich die Viruslast zu bestimmen (dieser Test
wird fur heparinisiertes Blut nicht empfohlen).

Pro Patient wurden 3 bis 5 Rohrchen a ca. 8 Milliliter vendsen Blutes verarbeitet.

Die CPTs wurden bei Raumtemperatur fur 20 Minuten bei 1600g (3000 Upm) zentrifugiert.
Dabei entsteht wie bei einer klassischen Ficoll-Separation eine Lymphozytenschicht, die in
diesem Fall durch ein Gel von den dichteren Erythrozyten getrennt wird, wahrend das Plasma

im Uberstand verbleibt. Von dem Plasma wurden je 2 ml in 3 Nunc Kryorohrchen
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eingefroren. Die auf dem Gel liegenden Lymphozyten wurden in ein 50ml-
Polypropylenrohrchen uiberfuhrt und die CPTs mit je 8 bis 10ml PBS gewaschen, um noch
anhaftende Zellen zu ernten. Die Zellen wurden bei 4°C fur 10 Minuten bei 400g (1500 Upm)
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in 4.5ml RPMI resuspendiert
und die Zellzahl bestimmt. Bei weniger als 25 Millionen Zellen wurden diese auf 5
Einfrierrohrchen verteilt, bei mehr a 5 Millionen/Rohrchen eingefroren. Nach Zugabe der
gleichen Menge Einfriermedium wurden die Zellen zugig in 1.8ml-Aliquots auf zuvor
beschriftete Kryorohrchen verteilt und in einer Kryobox bei —80°C eingefroren. Am néchsten

Tag wurden sie in flussigen Stickstoff uberfuhrt.

Einfriermedium:
30% RPMI
30% Plasma-Expander (Gelifundol)
20% FCS
20% DMSO

Firma Katalognummer
Vacutainer CPT Becton Dickinson 16549
Zentrifuge Sigma 3K-1
Sml-Pipette serologisch Falcon 35 6543
10ml-Pipette serologisch Falcon 356551
25ml-Pipette serologisch Falcon 35 6525
Cryotube 1.8ml Nunc 377 267
50ml-Polypropylenrohrchen Falcon 352070
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 Isolierung von LMNC (lymph node mononuclear cells)

Axillare Lymphknoten wurden nach der Entnahme in 0.9%iger Natriumchloridlosung auf Eis
gehalten, um eine rasche Autolyse der Lymphozyten zu verhindern. Zur Isolierung der Zellen
wurde der Lymphknoten unter der Sterilbank in eine nicht beschichtete Petrischale mit kaltem

RPMI gegeben. Ein Drittel des Lymphknotens wurde mit einem sterilen Einmalskalpell
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abgetrennt und der Rest wieder in NaCl auf Eis gegeben. Das gekuhlte Material wurde
anschlieBend fur die pathologischen Untersuchungen (in situ-Hybridisierung und
Immunhistochemie) weiterverarbeitet. Mit Hilfe einer sterilen Einmalpinzette wurden die
Zellen von der Schnittflaiche aus mit dem Skalpell aus der Kapsel gestrichen. Die
Zellsuspension wurde durch ein Zellsieb in ein 50ml- Polypropylenrohrchen gegeben und die
Petrischale mit RPMI gewaschen, um den Verlust der Zellen durch Haftung an die Petrischale
zu minimieren. Die Zellen wurden bei 4°C fur 10 Minuten bei 400 g (1500Upm)
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 5Sml RPMI aufgenommen und
die Zellzahl bestimmt. Wie bei PBMC wurden maximal 5 Millionen LMNC pro Rohrchen
eingefroren, mindestens aber 5 Kryorohrchen. Das Volumen wurde entsprechend erhoht und
mit der selben Menge an Einfriermedium versetzt. Beim Einfrieren von mehr als 50 Millionen
Zellen wurde die Suspension vor der Zugabe des Einfriermediums a 9 ml aliquotiert und
nacheinander eingefroren, um die Einwirkzeit des DMSO zu minimieren. LNMC wurden

uber Nacht bei —80°C in einer Kryobox gekiihlt und dann in flussigen Stickstoff uberfuhrt.

Einfriermedium:
30% RPMI
30% Plasma-Expander (Gelifundol)
20% FCS
20% DMSO

Firma Katalognummer
0.9% Natriumchloridlosung Braun 6697366.00.00
Petrischale Falcon 351029
50ml-Rohrchen Falcon 352070
Einmalskalpell Braun 055 180 75
Polystyrol-Pinzette
Zellsieb 70um Falcon 352350
Cryotube 1.8ml Nunc 377 267
RPMI GibcoBRL 21875-034
FCS HyClone CH30160.03
Gelifundol Biotest 184.190-09
DMSO (Dimethylsulfoxid) Fluka 41640

Cryobox Stratagene
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2.5 Farbung von Lymphozytensubpopulationen zur Messung an
einem DurchfluBzytometer

PBMC oder LMNC wurden bei 37°C angetaut und zu 12ml kaltem FACS-Puffer in einem
15ml-Falcon gegeben. Die Zellen wurden bei 4°C fur 6 Minuten bei 400g (1500Upm)
abzentrifugiert und der Uberstand verworfen. Das Pellet wurde in [(Anzahl der Farbungen-1)
x100] ul FACS-Puffer aufgenommen und auf Eis aufbewahrt. Die Standardantikorper-
kombinationen wurden als Stammlosung hergestellt und fur mehrere Wochen aufbewahrt. Es
wurden bis auf aKi-67 ausschliesslich direkt gekoppelte monoklonale Antikorper verwendet.
Pro Farbung wurden 2.5ul der APC- und 7.5ul der FITC-, PE- und PerCP-Antikorper von
Becton Dickinson eingesetzt, von oy / d TCR-APC 2ul, und von Antikorpern anderer Firmen
Spul. Fur die Farbung wurden die an der Zelloberflache bindenden Antikorper in FACS-
Rohrchen vorgelegt und je 100ul Zellsuspension zugegeben. Die Zellen wurden mit den
Antikorpern fur 30 Minuten im Kiuthlschrank inkubiert, dann mit 2 ml kaltem PBS versetzt
und bei 4°C fur 5 Minuten bei 400g abzentrifugiert. Alle weiteren Zentrifugationsschritte
erfolgten bei diesen Bedingungen. Die Zellen wurden dann fixiert: die nur extracellular
gefarbten mit 300ul 1% PFA und die intracellular zu farbenden mit 500ul 2% PFA. Erstere
waren nach kurzer Einwirkzeit fertig zur Analyse. Fur die Farbung der intracellularen Marker
wurden die Zellen nach 20 Minuten Fixierung im Kuhlschrank abzentrifugiert und mit 1 ml
PBS gewaschen. Die Permeabilisierung erfolgte durch Zugabe von 500ul
Permeabilisierungspuffer (PP) und eine weitere Zentrifugation. Die Zellen wurden dann in
100p1 PP aufgenommen, mit je Sul Ki-67-FITC versetzt und fur 20 Minuten im Kuhlschrank
gefarbt. Nach Zugabe von 2ml Waschpuffer wurden die Zellen fur weitere 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und dann abzentrifugiert. Es folgten ein Waschschritt mit 1 ml
Waschpuffer und einer mit 750 yl BSA-Puffer, dann wurden die Zellen mit 300 ul 1% PFA
fixiert und gemessen.

Zur Einstellung der Kompensation wurden je ca. 50 ul Zellsuspension in funf Rohrchen
uberfuhrt und mit einer Isotypkontrolle oder jeweils einem einzelnen Antikorper in jeder der
vier Farben gefarbt.

Die Messungen erfolgten an einem 4-Farb-FACSCalibur™. Es wurden, soweit moglich,
jeweils 40.000 CD3* T-Zellen im Lymphozytengate gemessen oder 20.000 CD4" bzw. CD8*
T-Zellen.
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FACS-Puffer
2% FCS

0.1% Azid

in PBS

Waschpuffer
0.3% Saponin

0.1% BSA

0.1% Azid

in PBS

1% und 2% PFA

10% PFA in PBS verdunnen, immer frisch ansetzen

Permeabilisierungspuffer (PP)
0.1% Saponin

0.1% BSA

0.1% Azid

in PBS

BSA-Puffer

0.1% BSA

0.1% Azid

in PBS

10% PFA
10g Paraformaldehyd bei 72°C in 80ml PBS losen
auf 100ml mit PBS auffullen

aliquotieren und bei —20°C lagern

Alle Puffer im Kithlschrank lagern, soweit nicht anders angegeben.

Firma Katalognummer
15ml Rohrchen Falcon 352096
FACS-Rohrchen Falcon 352052
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
aCD3-PerCP Becton Dickinson 347 344
aCD3-APC Becton Dickinson 340 440
aCD4-PerCP Becton Dickinson 347 324
aCD4-FITC Becton Dickinson 340 133
aCD4-PE Becton Dickinson 347 327
aCD4-APC Becton Dickinson 340 443
aCD8-PerCP Becton Dickinson 347314
aCDS8-FITC Becton Dickinson 347 313
aCDS8-PE Becton Dickinson 340 046
aCD14-FITC Becton Dickinson 347 493
aCD19-PE Becton Dickinson 349 209
aCD25-PE Becton Dickinson 345797
aCD28-PE Becton Dickinson 348 047
aCD38-APC Becton Dickinson 340 439
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aCD45RA-PE Pharmingen 31265X
aCD45R0O-FITC Pharmingen 31304X
aCD45R0-APC Becton Dickinson 340 438
aCD62L-FITC Cymbus Biotechnology CBL 523F
aCD69-PE Becton Dickinson 347 827
aCD95-FITC Becton Dickinson 340 479
aCD122-PE Becton Dickinson 340 254
aCD103-PE DAKO R7188
oHLA-DR-PE Becton Dickinson 347 367
aCCR5-PE Pharmingen 36465X
aCXCR4-APC Pharmingen 36199X
ay/d TCR-APC Pharmingen 555718
aKi-67-FITC DAKO F0053

2.6 Sortieren von T-Zell-Subpopulationen mit Dynabeads

Um ein MaB fur die Anzahl an naiven, kurzlich aus dem Thymus ausgewanderten Zellen
(recent thymic emigrants, RTE) zu bestimmen, wurde die Menge der ,,T cell receptor
rearrangement excision circles (TRECs) in CD4" und CD8" T-Zellen gemessen. TRECs
entstehen wahrend der Reifung von T-Zellen beim Rearrangement des T-Zell-Rezeptors. Es
sind DNA-Fragmente, die nach dem Ausschneiden aus dem Genom zirkularisieren und bei
der Teilung der Zelle nicht mit repliziert werden. Sie sind jedoch so stabil, dal man sie auch
nach vielen Zellteilungen noch nachweisen kann. Eine Lymphocytenpopulation, die viele
RTEs enthalt, hat dementsprechend einen hohen Anteil an TRECs, wéhrend dieser durch
Proliferation verdunnt wird und in Memory-T-Zellen niedrig ist.

Eingefrorene PBMC wurden bei 37°C angetaut und zu 12 ml R20 in einem 15 ml Falcon
gegeben. Die Zellen wurden bei 4°C fur 10 Minuten bei 1700 Upm abzentrifugiert und mit 15
ml R20 gewaschen. Das Pellet wurde in 1 ml FACS-Puffer aufgenommen und auf Eis
gelagert. Alle weiteren Schritte erfolgten, soweit nicht anders angegeben, auf Eis.

Je 100 ul Dynabeads fur die Anreicherung von CD4 und CD8 exprimierenden Zellen wurden
in 1.5 ml Eppendorfgefae gegeben und diese in Magnethalter gestellt. Der Uberstand konnte
so abgenommen werden und die Beads wurden zweimal mit 500 x1 FACS-Puffer gewaschen.
CD4-Beads wurden in 400 ul FACS-Puffer aufgenommen, CD8-Beads in 600 yl. Dazu
wurden dann 600 ul bzw. 400 ul Zellsuspension gegeben (durch die invertierte
CD4*/CD8Ratio bei HIV-Patienten sind mehr CD8" T-Zellen in den Proben, daher wurde
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mehr Material fur die Sortierung in CD4" Zellen eingesetzt). Zellen und Beads wurden auf
einer Rolleinrichtung bei 4°C fur 30 Minuten gemischt, dann kurz anzentrifugiert (2s), um die
Beads aus dem Deckel zu 16sen und dreimal in den Magnetracks mit je 500ul FACS-Puffer
gewaschen. Sie wurden dann in 100 gl R1 aufgenommen, mit 10 1l DETACHaBEAD
versetzt und fur 45 Minuten bei Raumtemperatur auf einem Vortexer bei 600 Upm
geschiittelt. Der Uberstand wurde in ein neues Eppendorfgefall uberfuhrt und die Beads mit
500 ul FACS-Puffer gewaschen. Dieser Uberstand wurde zu den ersten 110 ul dazugegeben,
und die Zellzahl wurde bestimmt. Das Aquivalent zu 250.000 Zellen wurde dann in ein 1.5 ml
Sarstedt-Reaktionsgefal mit Schraubdeckel uberfuhrt und diese fur 10 Minuten bei 2000
Upm in einer Eppendorfzentrifuge pelletiert. Wenn weniger Zellen vorhanden waren, wurden
alle verwendet und die Zellzahl auf dem Rohrchen vermerkt. Bei weniger als 50.000 Zellen
wurde die Probe verworfen. Der Uberstand wurde sehr sorgfaltig mit einer feinen
Pipettenspitze abgenommen, damit das Pellet moglichst trocken eingefroren werden konnte.
Die Sarstedtrohrchen wurden bei —80°C eingefroren und bis zur Analyse gelagert. Alle

Proben eines Patienten wurden im gleichen Ansatz sortiert.

R20 R1

20% FCS in RPMI 1%FCS in RPMI
FACS-Puffer

2% FCS in PBS

Firma Katalognummer
15ml Rohrchen Falcon 35 2096
FCS HyClone CH30160.03
RPMI GibcoBRL 21875-034
10x PBS GibcoBRL 14200-067
1.5ml Eppendorfgefafie Eppendorf 0030 120.086
Dynabeads CD4 Dynal 111.15/16
Dynabeads CDS8 Dynal 111.07/08
DETACHaBEAD CD4/CDS8 Dynal 125.03/04
Sarstedt-Reaktionsgefall mit Deckel Sarstedt 72.692.005
Zahlkammer Neubauer
Trypanblau-Losung 0.4% GibcoBRL 15250-061
Magnetic Particle Concentrator Dynal

Rotationsmixer

Vortex mit Aufsatz fur Eppendorfgefifie
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2.7 Real-time PCR mit dem TagMan Assay

Die Anzahl von TRECs wurde mittels real-time PCR bestimmt. Die PCR erfolgte mit dem
5’Nuclease oder TagMan Assay.

Die Pellets der sortierten Zellen wurden mit 10 ul pro 100.000 Zellen einer 100 pg/ml
Proteinase K-Losung (also standardmaBig in 25 ul) uberschichtet. Die Zellen wurden kurz
gevortext und abzentrifugiert und bei 56°C inkubiert. Nach 1-2 h wurden sie nochmals
gevortext und abzentrifugiert und die Proteinase K fur 15 Minuten bei 95°C inaktiviert. Der
Uberstand wurde dann direkt in der PCR eingesetzt.

Je PCR wurden 20 ul MasterMix angesetzt:

H,0: 12.125ul
PlatinumTaq Puffer: 2.5ul
Mg** (3.5mM): 1.75ul
Primer 5° (500nM): 1.0ul
Primer 3°(500nM): 1.0ul
PROBE (150nM): 0.75ul
BD636 reference: 0.25ul
dNTPs (0.2mM): 0.5ul
Platinum Taq (0.5u): 0.125ul

Der MasterMix wurde in einer 96-well-Platte vorgelegt und je 5 ul H,O (3x, Nullkontrolle),
Standard (je 2x) oder Zelluberstand (je 1x) zugegeben. Die PCR wurde am ABI7700-System
durchgefuhrt. Sie begann mit 5 Minuten Hot-start bei 95°C und lief fur 40 Zyklen mit 30s
95°C und 1min 60°C. Die Einstellungen wurden fur die benutzten Farbstoffe und Referenz
angepalt. Mit den 5 Standards wurde eine Standardkurve ermittelt, mit der die TREC-Kon-

zentration des zu untersuchenden Materials bestimmt wurde.

Proteinase K 10mM Tris-HCI pHS8

100pg/ml in 10mM Tris-HCI pH8 IM Tris-HCI pH8 mit Wasser verdiinnen
sj Standards

10%, 10°, 10%, 10°, 10° Kopien in 5ul
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Firma Katalognummer
Proteinase K GibcoBRL 25530-015
Tris-HCI (TRIZMA® Hydrochloride) Sigma T7149
Platinum® Tag DNA Polimerase GibcoBRL 10966-018
Taq DNA Polymerase PCR Buffer GibcoBRL 18067-017
10mM dNTP Mix GibcoBRL 18427-013
50mM MgCl,
Primer 5’ CACATCCCTTTCAACCATGCT
Primer 3’ GCCAGCTGCAGGGTTTAGG
PROBE FAM’ACACCTCTGGTTTTTGTAAAGGTGCCCACT Tamra
BD636
ABI7700 Perkin-Elmer
sj Standard Zur Verfugung gestellt von D. Douek, NIH

2.8 Stimulation von Lymphozyten mit Mitogenen

Zur Messung der Zytokinproduktion wurden Lymphozyten aus heparinisiertem Blut mit
Phorbolmyristylacetat (PMA)/Ionomycin stimuliert. PMA aktiviert die Proteinkinase C, greift
also direkt in die Signaltransduktionskaskade ein. Ionomycin ist ein Ca**-Ionophor und wirkt
durch den ermodglichten Calcium-Flux ebenso auf die Signaltransduktion. Beide Substanzen
fordern durch die Aktivierung von NF-xb die Transkription von Zytokin-Genen. Die
Ausschuttung der Zytokine in das Medium wurde durch Zugabe von Brefeldin A verhindert,
das die Translokation von Proteinen aus dem endoplasmatischen Reticulum in den Golgi-
Apparat hemmt. Dadurch konnten die produzierten Zytokine direkt in den Zellen
nachgewiesen werden.

RPMI wurde mit 10 pg/ml Brefeldin A (BFA) versetzt und davon 500 gl in ein 15 ml Falcon
gegeben fur die Negativkontrolle. Zur Stimulation wurden zusitzlich zum BFA 25 ng/ml
PMA und 1 ug/ml Ionomycin zum Medium gegeben und davon 500 yl in ein weiteres 15 ml
Falcon gegeben. In beide Rohrchen wurden jeweils 500 yl Blut gegeben und die Mischung
fur 4 Stunden bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Daraufthin wurden die Erythrozyten fur 10
Minuten bei Raumtemperatur mit 12ml FACS Lysing Solution lysiert und die Lymphozyten
fur 6 Minuten bei 4°C und 400g (1500 Upm) abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen
und die Zellen in 1 ml eiskaltem Einfriermedium bei —80°C in Styroporboxen eingefroren.
Bei dieser Temperatur wurden sie gelagert, bis alle Zeitpunkte eines Patienten in einem

Ansatz gefarbt werden konnten.
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BFA PMA
10mg/ml in DMSO Img/ml in DMSO
15ul Aliquots 5ul Aliquots frisch mit 2001 RPMI verdiinnen
Ionomycin Einfriermedium
Smg/ml in Ethanol 10% DMSO
1% BSA
in PBS

Alle Reagenzien wurden bei —20°C gelagert

Firma Katalognummer
15ml Rohrchen Falcon 35 2096
Phorbolmyristylacetat (PMA) Sigma P-8139
Ionomycin Calbiochem 407 952
Brefeldin A (BFA) Sigma B-7651
RPMI GibcoBRL 21875-034
FACS™ Lysing Solution Becton Dickinson 349 202
DMSO (Dimethylsulfoxid) Fluka 41640
BSA Sigma B-4287
Ethanol Merck 1.00983.1000
PBS GibcoBRL 14190-094

2.9 Stimulation von Lymphozyten mit Super- und Recall-
Antigenen

Um die Produktion von Zytokinen nach Stimulation des T-Zell-Rezeptors zu messen wurde je
Iml heparinisiertes Blut in 15ml Zentrifugenrohrchen transferiert und entweder mit 2.5ul
CD28, CD28 + 5 ug/ml SEB, CD28 + 1 ug/ml CMV-Lysat oder CD28 + 10 pg/ml
Tetanustoxoid bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Nach einer Stunde wurden 10 pxg/ml BFA
zugegeben und fur weitere 5 Stunden inkubiert. Die Zellen wurden durch 15 Sekunden langes
vortexen mit 2mM EDTA von der Rohrchenwand gelost und 15 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, dann wurden 12ml FACS Lysing Solution zugegeben und die Zellen wie bei der

Stimulation mit Mitogenen weiterbehandelt.

SEB CMV
Img/ml in PBS Img/ml in PBS
Sul-Aliquots bei -20°C 2ul-Aliquots bei -70°C
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TT EDTA
Img/ml in PBS 20mM in PBS, pH8
10ul-jAliquots 4°C
-20°C
Einfriermedium
10% DMSO
1% BSA
in PBS
-20°C

Firma Katalognummer
15ml konisches Rohrchen Falcon 35 2096
aCD28 low azide Becton Dickinson 340 975
Staphylococcal Enterotoxin B (SEB) Sigma S-4881
Human Zytomegalovirus Lysate (CMV)  Advanced Biotechnologies Inc. 10-144-000
Tetanus Toxoid (TT) Serum Institut Bern
Brefeldin A (BFA) Sigma B-7651
Ethylendiaminotetraacetat (EDTA) Sigma E-5134
FACS Lysing Solution Becton Dickinson 349 202
DMSO (Dimethylsulfoxid) Fluka 41640
BSA Sigma B-4287
PBS GibcoBRL 14190-094

2.10 Farbung von intrazellularen Zytokinen bei stimulierten
Lymphozyten

Die mit Mitogenen oder Antigenen stimulierten und nachfolgend eingefrorenen Lymphozyten
wurden durch Zugabe von 10ml BSA-Puffer aufgetaut und bei 4°C fur 6 Minuten bei 400 g
abzentrifugiert. Die Pellets wurden in 6 ml PBS aufgenommen und auf je 2 FACS-Rohrchen
verteilt, die zusatzlich zum Antigen mit IL-2 und IFN-y beschriftet waren. Die Zellen wurden
erneut bei 4°C fur 5 Minuten bei 400 g abzentrifugiert (alle weiteren Zentrifugationsschritte
bei diesen Bedingungen) und die Pellets mit 500 ul frisch angesetzter FACS Permeabilizing
Solution gemischt. Nach 10 Minuten Inkubation bei RT wurden 2 ml BSA-Puffer zugegeben
und die Zellen abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Pellets mit den
Antikorpern versetzt: die Zellen, die unspezifisch mit PMA/Ionomycin stimuliert wurden, mit
je 7.5 ul aCD3-PerCP, 7.5 ul aCDS-FITC, 1 ul alL-2-PE oder oIFN-y-PE und das IL-2-

Rohrchen zusatzlich mit 2.5 ul aTNF-a—-APC. Die mit spezifischen Antigenen stimulierten
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Zellen wurden mit je 7.5 ul CD4-PerPC, 7.5 ul alL-2-FITC oder oIFN-y-FITC, 7.5 ul CD69-
PE und das IL-2-Ro6hrchen zusiatzlich mit 2.5 ul o TNF-a—APC versetzt. Die Inkubation
erfolgte fur eine halbe Stunde im Kithlschrank. Die Zellen wurden dann mit 2 ml BSA-Puffer
gewaschen, mit frisch angesetztem 1%igem PFA fixiert und nach kurzer Einwirkzeit am
FACSCalibur™ gemessen. Bei den mitogen-stimulierten Zellen wurden soweit moglich

40.000 CD3" T-Zellen im Lymphozytengate gemessen, bei den antigen-stimulierten 25.000
CD4" T-Zellen.

BSA-Puffer 1% PFA

0.5% BSA 10% PFA in PBS verdiinnen
0.1% Azid

in PBS

10% PFA

10g Paraformaldehyd bei 72°C in 80ml PBS losen
auf 100ml auffullen

aliquotieren und bei —20°C lagern

Firma Katalognummer
BSA Sigma B-4287
Natriumazid Merck 1.06688.0100
Paraformaldehyd Serva 31628
10x PBS GibcoBRL 14200-067
FACS-Rohrchen Falcon 352052
FACS™ Permeabilizing Solution Becton Dickinson 340 457
aCD3-PerCP Becton Dickinson 347 344
aCDS8-FITC Becton Dickinson 347 313
alL-2-PE Pharmingen 18955A
alFN-y-PE Pharmingen 18905A
aTNF-a-APC Becton Dickinson 340 534
aCD4-PerCP Becton Dickinson 347 324
aCD69-PE Becton Dickinson 347 827
alL-2-FITC Becton Dickinson 340 448

alFN-y-FITC Becton Dickinson 340 449
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2.11 Farbung von HIV-spezifischen CD8" T-Zellen mit HLA-
Tetrameren

Mit der Entwicklung von HLA-Tetrameren war es erstmals moglich, antigen-spezifische
Zellen direkt sichtbar zu machen und zu quantifizieren. Tetramere bestehen aus vier
rekombinant in E. coli produzierten Komplexen aus je einem HLA-Klasse I-Molekiil, 32-
Mikroglobulin und einem synthetischen Peptid. Das in vitro gefaltete Tetramer entsteht durch
die Biotinylierung des HLA-Molekuls und nachfolgender Kopplung durch die Zugabe von
Streptavidin-PE. Streptavidin besitzt vier Bindungsstellen fur Biotin. Die von den HLA-
Molekiilen prasentierten Peptide werden von spezifischen CD8* T-Zellen erkannt und
gebunden, und durch den Fluoreszenzfarbstoff werden diese Zellen im Durchfluzytometer
sichtbar gemacht.

Tetramerfarbungen wurden sowohl an frischem EDTA-Blut als auch an aufgetauten PBMC
durchgefuhrt. Bei der Farbung von Blut wurden 100 gl in ein FACS-Rohrchen gegeben und
mit 2.5 ul Tetramer versetzt. Es handelte sich dabei um einen HLA-A2-Tetramer, an das das
Peptid SLYNTVATL aus pl7 gebunden war. Nach einer Viertelstunde bei Raumtemperatur
unter Lichtabschluf} (alle Inkubationen fanden unter diesen Bedingungen statt) wurden die
Antikorper zur Charakterisierung der Tetramer-positiven Zellen zugegeben: 2.5 ul aCD3-
APC und 7.5 ul aCD8-PerCP. Nach einer weiteren Viertelstunde Inkubation wurde 1 ml
FACS Lysing Solution zugegeben und die Erythrozyten fur 10 Minuten lysiert. Die Proben
wurden dann mit 3 ml PBS gewaschen und bei 400 g fur 5 Minuten abzentrifugiert. Das Pellet
wurde in 300 ul 1% PFA fixiert und die Zellen nach kurzer Einwirkzeit am FACSCalibur
gemessen. Es wurden soweit moglich mindestens 20.000 CD8" T-Zellen im Lymphozytengate
gemessen.

Fur die Farbung von PBMCs wurden die Zellen bei 37°C aufgetaut und in ein 15 ml
konisches Rohrchen mit 12 ml FACS-Puffer uberfuhrt. Nach Zentrifugation bei 4°C fur 6
Minuten bei 400 g wurde das Pellet in einem kleinen Volumen FACS-Puffer aufgenommen
und die Lebendzellzahl bestimmt. Dazu wurde ein Aliquot der Zellsuspension mit
Trypanblau-Losung (0.2% in PBS) versetzt und in einer Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt.
Die Zellzahl wurde 5 x 10°/ml eingestellt. Davon wurden 100 yl mit 2.5u1 Tetramer in einem
FACS-Rohrchen gemischt und fur 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtabschluf3
inkubiert (alle weiteren Inkubationsschritte unter diesen Bedingungen, s.o.), dann die gleichen

Antikorper wie bei der Farbung von Blut zugegeben und fur weitere 15 Minuten inkubiert.
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Die Zellen wurden mit 4 ml FACS-Puffer gewaschen und das Pellet in 150 ul PBS
aufgenommen. Unter stindigem Vortexen wurden dann 150 ul 3% PFA zugegeben und die

Zellen nach kurzer Einwirkzeit wie oben gemessen.

FACS-Puffer 1% und 3% PFA
2% FCS in PBS 10% PFA in PBS verdunnen
10% PFA

10g Paraformaldehyd bei 72°C in 80ml PBS losen
auf 100ml auffullen

aliquotieren und bei —20°C lagern

Firma Katalognummer
15ml konisches Rohrchen Falcon 352096
FCS HyClone CH30160.03
Paraformaldehyd Serva 31628
10x PBS GibcoBRL 14200-067
FACS-Rohrchen Falcon 352052
FACS™ Lysing Solution Becton Dickinson 349 202
aCD3-APC Becton Dickinson 340 440
aCD8-PerCP Becton Dickinson 347314

HLA-A2-Tetramer mit SLYNTVATL Jorn Schmitz / Marcelo Kuroda
Zahlkammer Neubauer

Trypanblau-Losung 0.4% GibcoBRL 15250-061

2.12 Screening 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 grole Anzahl an Peptiden getestet werden
kann.

Der HLA-Typ der jeweiligen Patienten war vor der Untersuchung bekannt, so daf} die bis
dahin bekannten optimalen Peptide eingesetzt wurden. Die Sequenzen der optimalen Peptide

fur den jeweiligen HLA-Typ wurden der Los Alamos Immunology Database entnommen .

2.12.1 Beschichten der Platten

Fur die ELISpots wurden 96-Well-Filterplatten mit dem o-IFN-y-Antikorper 1-DK1 (dem

»ersten® oder sogenannten ,,Fang®“(capture)-Antikorper) beschichtet. Dazu wurde der



Material und Methoden 41

Antikorper 1:2000 in PBS verdunnt (Endkonzentration 0.5 pgg/ml) und je 100 ul in die Wells
verteilt. Die Platten wurden uiber Nacht im Kuhlschrank inkubiert und dort gelagert; solange

keine Verdunstung auftrat waren sie fur einige Wochen haltbar.

Firma Katalognummer
Multiscreen®-IP sterile Platten 0.45um Millipore MAIPS4510
a-IFN-y-Antikorper 1-DK1 Mabtech AB 3420-3-21
PBS GibcoBRL 14190-094

elektronische Multikanalpipette

2.12.2 Auftauen der Zellen

PBMC oder LMNC wurden bei 37°C aufgetaut und in ein 15 ml-Rohrchen mit 12 ml R10
uberfuhrt. Die Einfrierrohrchen wurden mit 1 ml R10 gewaschen. Die Zellen wurden bei 4°C
fur 10 Minuten bei 1500 Upm abzentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Die Pellets
wurden in 10 ml 37°C warmem R10 resuspendiert und nochmals abzentrifugiert. Nach
Absaugen des Uberstands wurden die Pellets erneut in 10 ml warmem R10 aufgenommen und
fur einige Stunden im Brutschrank bei 37°C und 5% CO, vorinkubiert. Durch diese
Vorinkubation wurden beim darauffolgenden Zahlen der Zellen nur diejenigen beruicksichtigt,
die mit groer Wahrscheinlichkeit die Inkubation mit Peptid uiberleben wiirden. Die Zellen
wurden vor dem Zahlen 1:10 in PBS verdunnt und mit Trypanblau in einer Neubauer-

Zahlkammer gezahlt. Die Zellzahl wurde dann auf 1x10°/ml eingestellt.

R10

RPMI

10% FCS

1:100 Hepes-Puffer
1:100 PenStrep

Firma Katalognummer
15ml Rohrchen Falcon 35 2096
RPMI GibcoBRL 21875-034

FCS HyClone CH30160.03
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Hepes-Puffer IM GibcoBRL 15630-056
Penicillin-Streptomycin GibcoBRL 15070-063
Trypanblau-Losung 0.4% GibcoBRL 15250-061

2.12.3 Vorbereiten der Platte

Um Verwechslungen auszuschlieBen und das Pipettieren zu erleichtern wurden die Platten
und ihre Deckel unterteilt und beschriftet. Die Platten wurden mit einer elektronischen Multi-
kanalpipette mit 200 ul PBS / 1% FCS pro Well sechsmal gewaschen. Dies erfolgte durch Be-
fullen und nachfolgendes Ausschlagen der Platte. Nach dem letzten Ausschlagen wurden die
Wells mit 30 I R10 befullt, um ein Austrocknen zu verhindern.

Die gewaschenen Platten wurden mit je 10 pl der ausgewahlten Peptide und nachfolgend mit
je 100 ul Zellsuspension (= 100.000 Zellen) befullt und uiber Nacht, mindestens aber fur 12 h
bei 37°C und 5% CO, inkubiert. Die Negativkontrolle wurde nur mit Zellen befullt, die
Positivkontrolle mit 10 x1 PHA.

Firma Katalognummer
Peptide 200pg/ml MGH nicht kauflich
PHA , 25ug/ml in R10 Sigma L-9132

2.12.4 Farbreaktion

Die Platten wurden nach der Inkubation wie oben sechsmal mit PBS gewaschen und mit
100ul des zweiten, biotinylierten a-IFN-y-Antikorpers 7-B6-1 (1:2000 in PBS verdunnt,
Endkonzentration 0.5 pg/ml) bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einer bis anderthalb
Stunden wurde die Platte erneut sechsmal mit PBS gewaschen und mit 100 x1 1:2000 in PBS
verdunnter Streptavidin-Phosphatase im Dunkeln bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 45
Minuten wurde die Platte sechsmal gewaschen und 100 pl der Farbelosung zugegeben. Diese
wurde frisch mit 1:100 NBT und 1:100 BCIP in Tris-Puffer (s.u.) angesetzt. Die Farbreaktion
lief bei Raumtemperatur fur ca. 10 bis 20 Minuten, bis die sich entwickelnden Punkte
dunkelblau geworden waren. Die Platte wurde dann ausgeschlagen und mit 200 xl PBS
/Tween inkubiert. Nach 10 Minuten wurde die Platte unter flieBendem Wasser grundlich
abgespult und getrocknet. Die Lagerung erfolgte im Dunkeln, um ein Verblassen der Punkte

zu verhindern.
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Tris-Puffer pH9.5 BCIP

0.1M Tris 15mg BCIP in 1ml DMF
0.5mM MgCl,*6H,0 NBT

PBS /Tween 30mg NBT in Iml 70% DMF

0.05% Tween20 in PBS

Firma Katalognummer
PBS GibcoBRL 14190-094
a-IFN-y-Antikorpers 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
MgCl,*6H,0 Merck 5833
Tween20 Merck 822184

2.13 Stimulation von CTL zur Produktion von IFN-y

Um die IFN-y-produzierenden CD8" T-Zellen nach Stimulation mit Peptiden genauer zu
quantifizieren wurden diese mit Brefeldin A inkubiert und im Durchflulzytometer analysiert.

Die Zellen wurden wie fur ELISpots auftetaut und eine bis vier Stunden vorinkubiert (s.
2.12.2). Vor dem Ansetzen wurden sie gezahlt und auf 1x10°%ml eingestellt. Als Antigen
wurden die Peptide ausgewahlt, die im ELISpot die starksten Signale gegeben hatten. Je 1 ml
Zellsuspension wurde in eine 24-Well-Platte gegeben und mit je 1 xl aCD28 und aCD49d
versetzt. Dann wurden 20 ul Peptid zugegeben und die Zellen bei 37°C und 5% CO,
inkubiert. Zur Negativkontrolle wurden nur Zellen und Antikdrper gegeben, zur
Positivkontrolle zusatzlich 20 ul PHA. Nach einer Stunde wurden 10ul Brefeldin A
zugegeben und die Platten weiterinkubiert. Nach 5 bis 6 Stunden wurden die Platten uber

Nacht in den Kuihlschrank gestellt.
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Firma Katalognummer
24well-Platte Nunc 143982
aCD28 Becton Dickinson 340975
aCD49d Becton Dickinson 340976
Brefeldin A (BFA) 1mg/ml Sigma B-7651
PHA , 25ug/ml in R10 Sigma L-9132

2.14 Farbung von intrazellularem IFN-y nach Stimulation
(intracellular cytokine staining, ICS)

Stimulierte Zellen wurden am Tag nach der Stimulation gefarbt. Die Zellen wurden mit einer
1 ml-Pipette resuspendiert und in FACS-Rohrchen uibertragen. Die Wells wurden mit 1 ml
FACS-Puffer gewaschen und dieser zu den Zellen gegeben. Nach 10 Minuten Zentrifugation
bei 1500 Upm und 4°C wurden die Zellen einmal mit 2ml FACS-Puffer gewaschen und mit je
3 ul aCD8-PerCP und 0.7 ul aCD4-APC im Kiuhlschrank inkubiert. Nach einer halben
Stunde wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und mit 100 gl Fix/Perm Solution A
versetzt. Die Fixierung erfolgte fur 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln. Die Zellen
wurden erneut zweimal mit PBS gewaschen (die Zentrifugationsschritte ab hier aber bei 1700
Upm (500g)) und in in 100yl Fix/Perm Solution B aufgenommen. Nach 15 Minuten
Permeabilisierung bei Raumtemperatur im Dunkeln wurden 15 pl alFN-y-FITC zugegeben
und 30 Minuten im Kiuhlschrank weiterinkubiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS
gewaschen, in 200 ul PBS aufgenommen und im FACS gemessen. Der PE-Kanal wurde als

Kontrolle benutzt.

FACS-Puffer
1% FCS in PBS

Firma Katalognummer
FACS-Rohrchen Falcon 352052
PBS GibcoBRL 14190-094
FCS HyClone CH30160.03
aCD8-PerCP Becton Dickinson 347314
aCD4-APC Becton Dickinson 340 443
Fix/Perm Caltag GAS004

alFN-y-FITC Becton Dickinson 340 449
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2.15 Bestimmung der proviralen DNA in PBMC (AMPLICOR
HIV-1 DNA Monitor)

Alle benotigten Losungen wurden vor der Benutzung auf Raumtemperatur gebracht. Alle
Schritte wurden in unterschiedlichen Raumen durchgefuhrt, um Kontaminationen zu minimie-
ren.

Die provirale DNA wurde aus gefrorenen PBMC und LNMC bestimmt, wobei alle Zeitpunkte
eines Patienten parallel untersucht wurden. Alle Werte sind Mittelwerte aus Duplikaten. Die
erhaltenen Werte wurden unter Berucksichtigung des aus durchflulzytometrischen Analysen
der Blutprobe vom gleichen Zeitpunkt bekannten Anteils an CD4" T-Zellen in DNA Kopien
pro Million CD4" T-Zellen umgerechnet. Obwohl nicht ausgeschlossen werden kann, daf}
diese Werte nicht vollig korrekt sind, da sich in den Préparationen auch infizierte Monozyten
oder Makrophagen befinden konnten, ist der zu erwartende Fehler gering und wird daher

vernachléssigt

2.15.1 Lyse der PBMC

PBMC wurden bei Raumtemperatur aufgetaut und in Sarstedt-Reaktionsgefalen fur 3 Minu-
ten bei 14.000 Upm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet zweimal
in 1 ml ,,Wash Solution* gewaschen. Zwei zusitzliche Rohrchen wurden mit je 25 ul Positiv-
und Negativkontrolle gefullt.

Der Lysispuffer wurde mit dem ,,inneren Quantitation Standard (QS)* versetzt, so da} dieser
in einer Endkonzentration von 30 Kopien/50 ul vorlag. Dazu wurde berechnet, wieviel Ly-
sispuffer gebraucht wurde (400 pul fur grol3e Pellets, 300 ul oder weniger fur kleine, 125 ul je
Kontrolle) und die Konzentration des QS von 53 Kopien/ul mit einbezogen. Folgende Formel
wurde verwendet:

ul QS = (ul Lysispuffer) x (30 Kopien / 50u1) / Konzentration QS

Die berechnete Menge Lysispuffer+QS wurde zu den Pellets oder Kontrollen gegeben und
solange gevortext, bis die Pellets sich grofitenteils gelost hatten. Die Zellen wurden dann fur
eine halbe Stunde bei 60°C inkubiert. Nach 20 Minuten wurden die Rohrchen gegebenenfalls
nochmals gevortext, falls das Pellet sich nicht vollig gelost hatte. Dann wurde die Reaktion

durch 30 Minuten Inkubation bei 95°C gestoppt. In dieser Zeit wurde die PCR vorbereitet.



Material und Methoden 46

Firma Katalognummer
Specimen Wash Solution Roche Molecular Systems nicht kauflich
HIV-1 Buccal lysis reagent Roche Molecular Systems nicht kauflich
HIV-1 DNA Monitor Quantitation Standard ~ Roche Molecular Systems nicht kauflich
HIV-1 DNA Monitor (-) Control Roche Molecular Systems nicht kauflich
HIV-1 DNA Monitor (+) Control Roche Molecular Systems nicht kauflich

2.15.2 Amplifikation

Fur die PCR wurden 100 pl ,,AMPLICOR HIV-1 Monitor Manganese Solution, version 1.5
zu einem Rohrchen ,,AMPLICOR HIV-1 Monitor Master Mix, version 1.5 gegeben und
gemischt. Je 50 ul Mix werden pro Reaktion in ein PCR-Rohrchen gegeben, alle Ansitze
ausser den Kontrollen werden in Duplikaten durchgefuhrt.

Nach der Inkubation bei 95°C wurden die Zellysate kurz abzentrifugiert, je S0ul des
Uberstandes zu dem PCR-Mix gegeben und gemischt. Der Rest der Zellysate wurde bei 4°C
bis zur DNA-Bestimmung aufbewahrt.

Die PCR wurde in einem GeneAmp PCR System 9600 durchgefuhrt. Die Reaktion startete
mit 2 Minuten 50°C, dann 4 Zyklen mit 95°C, 52°C und 72°C fur je 10 s, gefolgt von 26
Zyklen 90°C, 55°C und 72°C fur je 10s. Abgeschlossen wurde sie mit 15 Minuten bei 72°C.
Das gesamte Programm lief ca. eine Stunde.

Nach der Entnahme aus der PCR-Maschine wurden die Deckel vorsichtig entfernt, mit einer
Multikanalpipette je 100 ul ,, MONITOR Denaturation Solution (1)*“ zu den Proben gegeben
und einige Male resuspendiert. Die denaturierten Proben wurden dann wieder verschlossen

und uber Nacht bei 4°C aufbewahrt.

Firma Katalognummer
AMPLICOR HIV-1 Monitor Manganese Roche Molecular Systems nicht kauflich
Solution, version 1.5
AMPLICOR HIV-1 Monitor Master Mix, Roche Molecular Systems nicht kauflich

version 1.5
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MONITOR Denaturation Solution (1) Roche Molecular Systems nicht kauflich
PCR-Rohrchen

GeneAmp PCR System 9600 PerkinElmer

Multikanalpipette

2.15.3 Bestimmung der Gesamt-DNA-Konzentration

Wihrend die PCR lief, wurde die DNA-Konzentration der Zellysate bestimmt. Dazu wurde
eine Standardkurve mit Kalbsthymus-DNA erstellt:

Negativkontrolle

0.5u1 DNA/400u1 Farbepuffer = 125ng
1.0ul = 250ng
1.5pul = 375ng
2.0ul = 500ng

Von den lysierten Zellen wurden jeweils 2 ul in 400 ul Farbepuffer verdunnt,
erfahrungsgemdfl sollte diese Konzentration innerhalb des linearen Bereichs der
Standardkurve liegen. Die DNA-Verdunnungen wurden dann in einem Fluorometer bei 365
nm Anregung/458 nm Emission gemessen. In die Berechnung der Konzentrationen muf} ein
Faktor 2 mit einflieBen, da die DNA der lysierten Zellen einzelstrangig vorliegt und daher nur

die Halfte des Farbstoffes binden kann.

Kalbsthymus-DNA Hoechst 33258 Dye 1mg/ml Stock
250u1 H,O zu 250ug Kalbsthymus-DNA 10mg in 10ml H,O

10xTNE Puffer Farbepuffer

100mM Tris 45ml H,O

10mM EDTA 5Sml 10xTNE

2M NaCl 5ul Hoechst Dye Stock

mit HCI auf pH7.4 einstellen

Firma Katalognummer
Kalbsthymus-DNA Amersham Pharmacia Biotech 80-6227-06
Hoechst 33258 Dye Amersham Pharmacia Biotech 80-6226-87
Tris Gibco BRL 15504-020

Ethylendiaminotetraacetat (EDTA) Sigma E-5134
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NaCl Merck 1540.5000
HCI rauchend 37% Merck 1.00314.1000

2.15.4 Detektion

Die angewarmten Losungen wurden auf Prézipitate untersucht und gegebenenfalls diese bei
37°C gelost. Das ,,AMPLICOR 10xWash-Concentrate® wurde fur den ELISA-Washer mit
destilliertem Wasser verdunnt. Die warme ,,HIV-1 Monitor Microwell Plate (HIV-1 MWP)*
wurde aus der Folie genommen und alle Wells mit 100 ul ,,Monitor Hybridization Buffer (2)*
befullt. Je 25 pul der denaturierten Proben aus dem Kiuthlschrank wurden in Reihe A der HIV-1
MWP pipettiert und zehnmal resuspendiert. Je 25 ul wurden dann in die nachste Reihe pipet-
tiert und resuspendiert, bis Reihe F erreicht ist. Von hier wurden 25 ul entnommen und ver-
worfen. Weitere 25 ul der denaturierten Proben wurden dann in Reihe G pipettiert und in
Reihe H verdunnt. Reihe A bis F enthalten Sequenzen, die homolog zu HIV sind, wahrend
Reihe G und H homologe Sequenzen zum QS enthalten. Die MWP wurde geschlossen und
fur eine Stunde bei 37°C inkubiert. Dann wurde sie mit einem ELISA-Washer funfmal mit
dem hochstmoglichen Volumen gewaschen, die Waschlosung sollte zwischendurch fur 30s
einwirken konnen. Die MWP wurde nach dem Trockenklopfen mit je 100 yl ,,Avidin-HRP
Conjugate (3)“ versetzt und fur weitere 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Wahrenddessen
wurde die Substratlosung hergestellt: Pro Platte wurden 12 ml ,,Substrate A(4A)* mit 3 ml
»dubstrate B(4B)“ versetzt und gemischt. Die Substratlosung wurde bis zur Benutzung im
Dunkeln aufbewahrt. Die MWP wurde wie oben gewaschen, mit je 100 ul Substratlosung ver-
setzt und im Dunkeln inkubiert. Nach 10 Minuten wurden 1001 ,,Stop Reagent (5)* zugege-
ben und die OD bei 450 nm im ELISA-Reader gemessen.

Die Konzentration der HIV-DNA wird durch vergleich mit der QS bestimmt und mit der er-
mittelten Gesamt-DNA-Konzentration auf Kopien pro g DNA bzw. Kopien/Million PBMC
berechnet (1 ug Gesamt-DNA entspricht 150.000 Zellen).

Firma Katalognummer
AMPLICOR 10xWash-Concentrate Roche Molecular Systems nicht kauflich
HIV-1 Monitor Microwell Plate Roche Molecular Systems nicht kauflich
Monitor Hybridization Buffer (2) Roche Molecular Systems nicht kauflich

Avidin-Horseradish Peroxidase Conjugate (3)  Roche Molecular Systems nicht kauflich




Material und Methoden 49

Substrate A (4A) Roche Molecular Systems nicht kauflich
Substrate B (4B) Roche Molecular Systems nicht kauflich
Stop Reagent (5) Roche Molecular Systems nicht kauflich

ELISA-Washer
ELISA-Reader 450nm

2.16 Statistische Auswertung

Zur statistischen Analyse der Daten wurden zwei Programme eingesetzt: GraphPad Prism
3.0c fur Macintosh und CSF Statistika 6.0 fur PCs. Multivariable Analysen uber die Zeit
wurden mit Anova berechnet, P-Werte <0.05 wurden als signifikant angesehen. Fur den
Vergleich zwischen Blut und Lymphknoten wurde der Wilcoxon matched pairs Test fur
nichtparametrische Verteilungen eingesetzt. Dieser Test erlaubt gleichzeitig zu entscheiden,
ob es einen signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen gibt, und ob die Werte beider
Gruppen miteinander korrelieren. Fur den Vergleich zwischen viraler RNA und proviraler
DNA Werte wurde der Spearman rank Test eingesetzt, ebenso fur Korrelationen zwischen der
Plasmaviramie und immunologischen Parametern. Werte fur die Plasmavirdmie, die unterhalb
der Nachweisgrenze des eingesetzten Tests lagen (25 RNA-Kopien/ml), wurden als 24 RNA-

Kopien/ml angenommen.
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3 Ergebnisse

3.1 ARCHY

Von 28 teilnehmenden Patienten haben 20 das festgelegte Studienende von 12 Monaten
erreicht, einer wurde bis Monat 9 verfolgt. Die anderen sieben Patienten schieden nach
weniger als einem halben Jahr aus. Fur die Analyse der Lymphozytensubpopulationen in
dieser Arbeit wurden nur die Daten der Patienten verwendet, die bis mindestens Monat 9
nachverfolgt wurden. Es gehen daher nicht alle Daten der Gesamtstudie in diese
Auswertungen ein. Auch fur die aus der detailierten Analyse ausgeschlossenen Patienten
liegen jedoch Daten fur die Plasmaviramie und die absoluten T-Zell-Zahlen vor, die zu jedem
Probenzeitpunkt frisch gemessen wurden. Diese wurden in den jeweiligen Abschnitten in die
Analyse des Gesamtkollektivs eingeschlossen.

Vorwegzunehmen ist, da viele der untersuchten Parameter deutliche Veranderungen im
Verlauf der Therapie zeigten. Es konnte jedoch in der ausfuhrlich untersuchten Subgruppe mit
einer Ausnahme bei keinem der Parameter ein signifikanter Unterschied zwischen der mit
Hydroxyurea (HU) behandelten Gruppe und der, die ausschlieBlich die Dreifachkombination
bekam, festgestellt werden. Es wird daher bei der Darstellung der einzelnen Verlaufe nicht

mehr explizit darauf hingewiesen.

3.1.1 Viruslast im Verlauf der Therapie

Die Plasmaviruslast wurde mit dem Roche AMPLICOR HIV-1 MONITOR® Test, Version
1.5 entsprechend den Anweisungen des Herstellers (Roche Molecular Systems, Pleasanton,
CA, USA) bestimmt. Die von diesem Test vorgesehene Nachweisgrenze von 50 RNA-
Kopien/ml wurde durch Erhohung des eingesetzten Plasmavolumens auf 1 ml auf 25 RNA-
Kopien/ml gesenkt. Werte unterhalb dieses Detektionslimits wurden als 24 Kopien/ml
kalkuliert.

Der Verlauf der Plasmaviruslast unter Therapie ist in Abb. 3.1.1.1 dargestellt. Aufgetragen
sind in blau die Mittelwerte mit Standardfehler von 11 Patienten, die in den Therapiearm mit
HU randomisiert wurden, und in griin die Mittelwerte der Patienten, die nur mit der

Dreifachkombination behandelt wurden.



Ergebnisse 51

log RNA Kopien/ml

S/B
t14

ml
m?2
m3
m4
m5
mo6
m7
m8
m9
m10
mll
m1l2

Abb. 3.1.1.1 Plasmaviruslast im Verlauf der Therapie. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11 Patienten mit

(schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).

Der Abfall der Plasmavirusbeladung uiber die Zeit war in beiden Gruppen hochsignifikant
(p=10° bis Monat 6). Sie sank von 4.76 (+HU) bzw. 4.70 log RNA Kopien/ml (-HU) um 3
Logstufen auf 1.76 bzw. 1.55 log RNA Kopien/ml. Deutlich zu erkennen ist die rasche,
biphasische Kinetik: nach nur 14 Tagen ist die Viruslast im Mittel] um uber eineinhalb
Logstufen gefallen, um bis Monat 5 langsam bis auf Werte unterhalb der Nachweisgrenze zu
sinken und im weiteren Verlauf zu stagnieren (Abb. 3.1.1.1). Bei jeweils vier Patienten in
beiden Gruppen gelang es nicht , die Viruslast dauerhaft auf Werte unter der Nachweisgrenze
zu senken, was sich im leichten Anstieg der Mittelwerte ab Monat 9 bemerkbar macht.

Der zusitzliche antivirale Effekt von HU deutet sich graphisch zwar an, ist aber wie bereits
erwahnt in der untersuchten Patientensubgruppe nicht signifikant. Betrachtet man jedoch das
Gesamtkollektiv, ist die Plasmaviramie bis Monat 6 (also wahrend der Einnahme von HU) in

der Gruppe ohne HU signifikant hoher (p=0.015) als in der Gruppe mit HU (ohne Abb.).

3.1.2 Provirale DNA

Neben der Plasmaviruslast wurde auch der Verlauf der proviralen DNA in PBMC und LMNC
untersucht. Latent infizierte CD4" T-Zellen gelten als Reservoir fur das Virus und daher als

mogliche Ausgangsquelle fur den Wiederanstieg der Plasmaviruslast bei Therapiepausen oder
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—abbriichen bei Patienten, deren HIV-RNA im Plasma uber langere Zeit nicht mehr
nachweisbar war. Die Reduktion dieses Reservoirs ist daher eines der Ziele der Therapie.
Zusiatzlich konnte die Analyse der proviralen DNA Hinweise auf eine residuelle virale
Replikation geben, die bei Plasmaviruslasten unterhalb der Nachweisgrenze nicht detektiert
werden kann.

Unter Therapie kam es bei allen Patienten zu einer signifikanten Abnahme (p<0.05) der
proviralen DNA um im Mittel 0.97 Logstufen (Abb. 3.1.2.1) im Blut. Sie verlief in beiden
Gruppen parallel. Die Werte wurden als DNA-Kopien/Million CD4" T-Zellen angegeben (s.
S. 45).
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Abb. 3.1.2.1: Plasmaviruslast und provirale DNA in PBMC im Verlauf der Therapie. Mittelwerte mit

Standardfehlern von 11 Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).

Um zu untersuchen, ob die Hohe der Plasmaviramie einen direkten Einfluf} auf die Grofle des
latenten Reservoirs hat, wurde die Korrelation zwischen RNA-Kopien/ml und DNA-
Kopien/10° CD4* T-Zellen analysiert.

Sowohl zu Baseline als auch uber alle spateren Zeitpunkte hinweg korrelierte die
Plasmaviramie deutlich (p<0.0001) mit dem Anteil an Provirus-Kopien pro Million CD4" T-
Zellen (Abb. 3.1.2.2).
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Abb. 3.1.2.2: Korrelation zwischen der Plasmaviramie und der proviralen DNA

Im Lymphknoten nahm die provirale DNA im Mittel um 0.77 Logstufen ab, auch hier war der
Verlauf in beiden Gruppen gleich (Abb. 3.1.2.3).

log DNA Kopien/Million CD4+ Zellen
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Abb. 3.1.2.3: Verlauf der proviralen DNA in CD4* T-Zellen aus PBMC und Lymphknoten unter Therapie.

Mittelwerte mit Standardfehlern von 9 Patienten mit (schwarz) und 4 Patienten ohne HU (weif3).
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Der Vergleich zwischen der proviralen DNA in Blut und Lymphknoten zeigte, dafl die Werte
in beiden Kompartimenten signifikant miteinander verknupft waren (p<0.0001), jedoch lagen

sie im Lymphknoten signifikant hoher als im Blut (p=0.0002).

3.1.3 T-Zellzahlen

Die aktuellen T-Zellzahlen wurden beim Eintreffen des Materials aus frischem EDTA-Blut
mit dem Trucount-System von Becton Dickinson gemessen. Da die T-Zellen hierfur nicht
aufgereinigt wurden, entsprechen die Werte den tatsachlichen Verhiltnissen in vivo.

Die CD4" T-Zellzahl lag zu Baseline bei 420 Zellen/ul (+HU) bzw. 413 Zellen/ul (-HU),
dabei schwankten die Zahlen zwischen 204 und 695 Zellen/ul, es wurden also sowohl
Patienten mit deutlich fortgeschrittener HIV-Infektion eingeschlossen als auch solche, deren
T-Helfer-Zellen im Normalbereich lagen. Die CD4" T-Zellzahl stieg im Verlauf der Therapie
in beiden Gruppen signifikant an (p=0.028). Bis Monat 6 gab es einen Vorteil fur die
Patienten ohne HU, der aber nur bei Betrachtung des Gesamtkollektivs Signifikanz erreichte

(p=0.046).

800 + T

T || || | .
|
A T

T+ 1.2

600 +

_0

CD4+ T-Zellen/ul
Ratio

0

X ".'" 1.0
5 -- Ill 1"!’. l' I - 0.8
400 - 1‘ '
(@)
E — — —

! oo
T 0.4
200
T 0.2
0 - + 0.0
E E E

n o S — o
= E & E
I CD4+HU C—1CD4-HU =—#—Ratio+HU ==0O=—Ratio-HU

S/B

Abb. 3.1.3.1: CD4* T-Zellzahlen und CD4*/CD8*-Ratio im Blut im Verlauf der Therapie. Mittelwerte mit Stan-

dardfehlern von 11 Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weif3).

Mit dem Absetzen der Einnahme von HU nach 6 Monaten kam es bei diesen Patienten zu

einem raschen Anstieg der CD4" T-Zellzahlen, so daf} sie zum Ende der Studie an Monat 12



Ergebnisse 55

mit 601 Zellen/ul (+HU) bzw. 604 Zellen/ul (-HU) in beiden Gruppen angeglichen waren
(Abb. 3.1.3.1).

Es kam zu keinem signifikanten Abfall der CD8* T-Zellzahl, die von 992 (+HU) bzw. 1009
Zellen/ul (-HU) auf 830 bzw. 757 Zellen/ul sanken (ohne Abb.), und auch der Anstieg der
CD4'/CDS8*-Ratio unter Therapie von 0.45 (+HU) bzw. 0.57 (-HU) auf 0.80 bzw. 1.06 war
zwar deutlich, aber nicht signifikant (Abb. 3.1.3.1).

Im Lymphknoten kam es im Verlauf der Therapie sowohl bei CD4" und CD8" T-Zellen zu
deutlichen Veranderungen. Der Anteil der CD4* T-Zellen stieg signifikant von 50.11% (+HU)
bzw. 54.01% (-HU) auf 65.04% bzw. 69.06% (p=0.007), wahrend die CD8" T-Zellen von
47.85% (+HU) bzw. 43.11% (-HU) auf 33.72% bzw. 28.70% abfielen (p=0.007, ohne Abb.).
Der Verlauf der Ratio in Abb. 3.1.3.2 verdeutlicht den positiven Einflufl der Therapie und gibt
die unterschiedlichen Anteile der Subpopulationen in Blut und lymphatischem Gewebe

wieder.
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Abb. 3.1.3.2: Verlauf der CD4*/CD8*-Ratio in Blut und Lymphknoten unter Therapie. Mittelwerte mit

Standardfehlern von 10 Patienten mit (schwarz) und 5 Patienten ohne Hydroxyurea (weif3).
Der Wilcoxon matched pairs Test zwischen Blut und Lymphknoten ergab, daB3 die
CD4"/CD8*-Ratio trotz der deutlichen niedrigeren Werte im Blut (p<0.0001) signifikant in

beiden Kompartimenten korrelierte (p<0.0001).
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3.1.4 Naive und Memory-T-Zellen

Bei den CD4" T-Zellen kam es unter Therapie zu keinen auffalligen Anderungen der relativen

Anteile von naiven, CD45RA*- und der CD45R0" Memory-T-Zellen (Abb. 3.1.4.1).
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Abb. 3.1.4.1: Naive und Memory-CD4" T-Zellen im Blut im Verlauf der Therapie. Mittelwerte mit Standard-

fehlern von 11 Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weiB3).
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Abb. 3.1.4.2: Naive und Memory-CD8" T-Zellen im Blut im Verlauf der Therapie. Mittelwerte mit Standard-

fehlern von 11 Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weiB3).
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Uber den gesamten untersuchten Zeitraum waren diese beiden Subpopulationen @hnlich wie
bei Normalkontrollen verteilt, die 42.3% CD45RA* und 38.2% CD45R0* CD4" T-Zellen
aufwiesen.

Im Gegensatz dazu fielen die CD45R0* CD8* T-Zellen im Verlauf der Therapie von 28.61%
(+HU) bzw. 29.33% (-HU) signifikant auf 20.97% bzw. 18.62% ab (p=0.014), wihrend es zu
einem Anstieg der CD45RA* CD8" T-Zellen von 46.78% (+HU) bzw. 47.75% (-HU) auf
54.61% bzw. 60.62% kam (p=0.09, Abb. 3.1.4.2). Die Werte dhneln also nach 12 Monaten
Therapie denen von Normalkontrollen mit 63.2% CD45RA" CD8" T-Zellen und 14.8%
CD45R0" CD8" T-Zellen.

Der Verlauf der naiven und Memory-CD8" T-Zellen im Lymphknoten bestatigte die Befunde
im Blut, wahrend sich im CD4" T-Zellkompartiment eine Umkehrung dieses Verlaufs
andeutete: der Anteil der naiven Zellen schien im Lymphknoten unter Therapie abzunehmen,
wahrend die CD45R0" CD4" T-Zellen zunahmen (Abb. 3.1.4.3). Die Werte lagen jedoch eng
beieinander und entsprachen den Schwankungen, die auf CD4" T-Zellen im Blut beobachtet

wurden.
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Abb. 3.1.4.3: Naive und Memory-CD4* und -CD8"* T-Zellen im Lymphknoten im Verlauf der Therapie. Mit-
telwerte mit Standardfehlern von 10 Patienten mit (schwarz) und 8 Patienten ohne HU (weil3).

Bei CD4" T-Zellen zeigte sich auBerdem, dafl die CD45RA"* und CD45R0" Subpopulationen
in Blut und Lymphknoten gleichmaBig verteilt waren (p=0.77 bzw. p=0.62) und signifikant

miteinander korrelierten (p<0.0001). Im Gegensatz dazu waren deutlich mehr CD45R0"
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CD8" T-Zellen im Lymphknoten (p=0.0006) und dementsprechend mehr CD45RA* CD8" T-
Zellen im Blut (p=0.0011), und wahrend letztere in beiden Kompartimenten korrelierten
(p=0.0058), gab es keine signifikante Korrelation zwischen den CD45R0* CD8" T-Zellen in
Blut und Lymphknoten (p=0.12).

3.1.5 Proliferation von CD4* und CDS8" T-Zellen

Eines der Hauptmerkmale der HIV-Infektion ist der auch in der chronischen Phase erhohte
Umsatz von CD4" und CD8" T-Zellen. Dieser wird anhand der verstarkten Expression des
nukledren Antigens Ki-67 gemessen, das in allen Phasen des Zellzyklus ausser der G,-Phase
exprimiert wird ®*'** und somit charakteristisch fur proliferierende Zellen ist.

Abb. 3.1.5.1 zeigt den Verlauf des Anteils Ki-67"CD4" T-Zellen unter Therapie. Zu Baseline
war mit 8.27% (+HU) bzw. 6.25% (-HU) ein gegenuiber Normalkontrollen (1.6%) deutlich
erhohter Anteil an T-Helfer-Zellen im Zellzyklus. Dieser sank in beiden untersuchten
Gruppen bis Monat 6 parallel zur Viruslast auf 3.07% bzw. 3.65% und stieg gegen
Studienende mit der leicht zunehmenden Plasmavirdmie wieder an. Der Abfall war trotz der

ab Monat 3 leicht ansteigenden Werte in beiden Gruppen hochsignifikant (p<107).
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Abb. 3.1.5.1: Proliferation von CD4* T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11 Patienten mit

(schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).
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Obwohl der Anteil an proliferierenden CD4" T-Zellen in beiden Therapiearmen ahnlich war,
war die Abnahme der Anzahl (in Zellen/ul) Ki-67°CD4* T-Zellen bei Patienten, die HU
erhalten hatten, bis Monat 6 signifikant hoher (p=0.03).

Da der Verlauf des Anteils Ki-67" Zellen der Plasmaviramie folgte, wurde untersucht, ob

beide Parameter miteinander korrelieren (Abb. 3.1.5.2).
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Abb. 3.1.5.2: Korrelation zwischen der Plasmaviramie und dem Anteil an proliferierenden CD4* T-Zellen

Obwohl alle Werte (einschlielich der Viruslasten <25) in die Auswertung eingeschlossen
wurden, war die Korrelation zwischen der Plasmavirdmie und dem Anteil an proliferierenden
CD4" T-Zellen hochsignifikant (p<0.0001).

Der Anteil an Ki-67*CD8* T-Zellen war zu Baseline mit 14.96% (-HU) bzw. 10.72% (+HU)
noch deutlicher erhoht als bei CD4" T-Zellen und Normalkontrollen (1.4%). Auch hier verlief
die hochsignifikante Abnahme proliferierender Zellen (p<107°) parallel zur Viruslast auf
3.34% bzw. 4.83% zu Monat 6, und gegen Studienende kam es analog zur steigenden

Plasmaviramie zu einem leichten Anstieg der Proliferation (Abb. 3.1.5.3).
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Abb. 3.1.5.3: Proliferation von CD8" T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11 Patienten mit

(schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).

Die Korrelation zwischen Plasmaviramie und proliferierenden Zellen war auch bei dieser

Subpopulation hochsignifikant (Abb. 3.1.5.4, p<0.0001).
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Abb. 3.1.5.4: Korrelation zwischen Plasmaviramie und dem Anteil an proliferierenden CD8* T-Zellen

Der Anteil an proliferierenden Zellen im Lymphknoten spiegelte den im Blut wider: der zu

Baseline mit 4.09% (+HU) bzw. 3.76% (-HU) erhohte Anteil an Ki-67" CD4" T-Zellen nahm
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Abb. 3.1.5.5: Proliferation von CD4" und CD8* T-Zellen im Lymphknoten. Mittelwerte mit Standardfehlern von

10 Patienten mit (schwarz) und 8 Patienten ohne HU (weiB).

im Verlauf der Therapie auf 1.70% bzw. 1.68% ab und lag somit sogar unter dem Wert fur
HIV-negative Kontrolllymphknoten mit 2.40%. Die Werte korrelierten dabei signifikant
zwischen Blut und Lymphknoten (p=0.0002). Auf CD8" T-Zellen nahm die Expression von
7.711% (+HU) bwz. 9.12% (-HU) parallel zur Plasmaviramie auf 1.33% bzw. 1.29% ab und
lag somit ebenso leicht unterhalb des Kontrollwertes mit 1.86% (Abb. 3.1.5.5), die Werte
korrelierten auch hier zwischen LNMC und PBMC (p<0.0001). Insgesamt war der Anteil
proliferierender Zellen im Lymphknoten signifikant niedriger als der im Blut (p<0.0001 fur
CD4" und CDS8" T-Zellen).

3.1.6 Spate Aktivierungsmarker

Zusitzlich zur Proliferation wurden mehrere Aktivierungsmarker im Verlauf der Therapie
untersucht. Die Expression des spat im Verlauf der Aktivierung eines Lymphozyten
exprimierten Markers HLA-DR fiel auf CD4" T-Zellen von baseline 21.08% (+HU) bzw.
13.29% (-HU) auf 8.40% bzw. 8.63% (p=0.01), um nachfolgend parallel zur Viruslast wieder
leicht anzusteigen (Abb. 3.1.6.1). Sie erreichten somit nicht ganz den Wert von
Normalkontrollen (5.8%). Die Korrelation des Anteils HLA-DR" CD4" T-Zellen mit der

Plasmaviramie war hochsignifikant (p<0.0001).
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Abb. 3.1.6.1: Aktivierungsmarker auf CD4* T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11 Patienten

mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).

Die Expression des Apoptosemarkers CD95 (Fas) war auf CD45RA™ und CD45R0* Zellen
extrem unterschiedlich: auf CD45RA* CD4" T-Zellen lag sie im Mittel deutlich unter 10%,
wahrend sie auf CD45R0" CD4* T-Zellen bei uber 90% lag. Da es bei den Memory-T-Zellen
nur unwesentliche Veranderungen in der Expression von CD95 im Verlauf der Therapie gab,
die der Expression bei Normalkontrollen entsprach, wurden daher nur die Fas"CD45RA"CD4"
T-Zellen dargestellt. Bei diesen wurde eine Abnahme der Expression von Fas von 6.21%
(+HU) bzw. 6.39% (-HU) auf 2.67% bzw. 4.53% zu Monat 6 (Abb. 3.1.6.1) beobachtet, die
uber die Zeit zwar nicht signifikant war, jedoch war der Unterschied zwischen den
Therapiearmen signifikant (p=0.0288). Die Expression lag an Monat 6 sogar unter dem Wert
fur Normalkontrollen mit 4.8%; sie stieg dann bis Monat 12 parallel zur Viruslast wieder
leicht an. Es zeigte sich jedoch nur ein Trend zur Korrelation der Expression von CD95 auf
CD45RA'CD4" T-Zellen und der Viruslast (p=0.06).

Auf CD8" T-Zellen wurde die Expression von HLA-DR und CD38 analysiert. Beide
Aktivierungsmarker fielen im Verlauf der Therapie parallel zur Viruslast hochsignifikant ab
(p<10°° fur beide Marker). HLA-DR fiel von Baseline 36.46% (+HU) bzw. 49.17% (-HU) bis
Monat 6 auf 14.71% bzw. 24.07%, die Expression lag somit uber den gesamten Zeitraum
deutlich uber der auf CD4" T-Zellen; sie entsprach gegen Ende der Studie der Expression bei

Normalkontrollen mit 15.8%.
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Abb. 3.1.6.2: Spiate Aktivierungsmarker auf CD8* T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11

Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weif).

Bei der Auswertung des prognostischen Markers CD38 wurde nur die Population als positiv
angesehen, die eine sehr hohe Fluoreszenz zeigte (>10%), um die Unterschiede iiber die Zeit
deutlicher hervorzuheben. Die CD38" CD8* T-Zellen sanken von Baseline 22.53% (+HU)
bzw. 32.23% (-HU) bis Monat 6 auf 4.55% bzw. 8.98% und blieben im Verlauf bis Monat 12
stabil. Es lagen keine Vergleichswerte von Normalkontrollen fir CD38"-Zellen vor.

Die Expression beider Aktivierungsmarker auf CD8" T-Zellen korrrelierte hochsignifikant mit
der Plasmaviramie (p<0.0001).

Auch im Lymphknoten sank die Expression der Aktivierungsmarker, sie spiegelte insgesamt
den Verlauf im Blut wider (Abb. 3.1.6.3). Die Expression von HLA-DR fiel auf CD4" T-
Zellen von 21.96% (+HU) bzw. 23.17% (-HU) auf 14.76% bzw. 17.44%.) und lag somit
leicht uber den HIV-negativen Kontrollen mit 10.33%. Die Expression im Lymphknoten war
dabei signifikant hoher als im Blut (p=0.0055). Auf CD8" T-Zellen nahm der Anteil von
50.51% (+HU) bzw. 52.13% (-HU) auf 20.55% bzw. 23.42% (p<10°) ab, der Kontrollwert
lag bei 17.89%. Auch auf dieser Subpopulation war die Expression im Lymphknoten
signifikant hoher als die im Blut (p=0.0152).

Ebenso war die Expression von CD38 auf CD8" T-Zellen in LNMC im Vergleich zu PBMC
erhoht (p=0.0005). Sie sank in den ersten sechs Monaten der Studie signifikant von 47.64%
(+HU) bzw. 48.29% (-HU) auf 9.26% bzw. 12.43% (p<10°).
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Abb. 3.1.6.3: Aktivierungsmarker auf CD4* und CD8" T-Zellen im Lymphknoten. Mittelwerte mit Stan-

dardfehlern von 10 Patienten mit (schwarz) und 8 Patienten ohne HU (weif3).

Die Expression von CD95 auf CD45RA*CD4" T-Zellen im Lymphknoten sank unter Therapie
von 8.47% (+HU) bzw. 5.58% (-HU) auf 4.93% bzw. 3.82%, diese Abnahme war jedoch
nicht signifikant. Die Expression dieses Markers war in Blut und Lymphknoten gleich hoch
(p=0.9961).

Alle untersuchten Aktivierungsmarker zeigten eine signifikante Korrelation zwischen der

Expression im Blut und in den Lymphknoten (p<0.0001 fur alle Subpopulationen).

3.1.7 Fruhe Aktivierungsmarker

Es war nicht moglich, die Auswirkungen der Therapie auf die frihen Aktivierungsmarker
CD69 und CD25 eindeutig zu charakterisieren. Es kam sowohl im Blut als auch im
Lymphknoten zu stark schwankenden Ergebnissen bezuglich der Expression dieser Marker
auf CD4"- und CD8+ Zellen, die entscheidend auf der extrem schwierigen Unterscheidung
zwischen positiven und negativen Zellen aufgrund der niedrigen durchschnittlichen
Fluoreszenzintensitit beruhen durften. Daher wurde von einer Darstellung der Ergebnisse zu

CD25 und CD69 abgesehen.
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3.1.8 Costimulation

Einer der postulierten Beitrage der HIV-Infektion zur Verschlechterung der Immunantwort ist
die Herunterregulation des costimulatorischen Molekuls CD28 auf CD8* T-Zellen. CD28 ist
fur die Weiterleitung des sogenannten ,,2. Signals“ bei der Aktivierung einer T-Zelle
zustandig, ohne das eine uber den T-Zell-Rezeptor stimulierte Zelle apoptotisch oder
anergisch wird.

Vor Therapiebeginn war die Expression von CD28 auf CD8" T-Zellen deutlich reduziert; nur
38.67% (+HU) bzw. 48.18% (-HU) der Zellen waren im Gegensatz zu 76.6% bei
Normalkontrollen CD28* (Abb. 3.1.8.1). Unter Therapie kam es zu einem Anstieg auf 45.48%
bzw. 53.97%, der jedoch nicht ausreichte, um die Werte zu normalisieren, und gegenuber

Baseline nicht signifikant war.
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Abb. 3.1.8.1: Plasmaviraimie und Expression von CD28 auf CD8" T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit

Standardfehlern von 11 Patienten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).

Auch im Lymphknoten konnte eine Steigerung der Expression von CD28 gemessen werden.
Sie lag auf CD8" LNMC signifikant hoher als im Blut (p<0.0001), die bei Normalkontrollen
gemessenen 92.33% waren durch die HIV-Infektion zu Baseline auf 72.35% (+HU) bzw.
75.82% CD28" Zellen reduziert. Unter Therapie kam es zu einer deutlichen Verbesserung auf
88.74% bzw. 91.47% und somit zu einer normalisierten Expression von CD28 (Abb. 3.1.8.2).
Trotz des leicht unterschiedlichen Verlaufs in Blut und Lymphknoten waren die Werte in

beiden Kompartimenten signifikant korreliert (p=0.0257).
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Abb. 3.1.8.2: Plasmaviruslast und CD28 auf CD4" und CD8* T-Zellen im Lymphknoten. Mittelwerte mit Stan-

dardfehlern von 9 Patienten mit (schwarz) und 5 Patienten ohne HU (weil3).

3.1.9 Chemokin-Rezeptor-Expression

Die Expression der Chemokin-Rezeptoren CCRS5 und CXCR4 wurde analysiert, da diese
beiden Molekiile als Corezeptoren fur HIV dienen und damit eine Bedeutung fur die
Infizierbarkeit der Zielzellen haben. Da zur Infektion einer Zelle auch der Primarrezeptor
CD4 exprimiert werden muf3, wurden die Cozeptoren nur auf CD4" T-Zellen gemessen.

Es wurden nur unwesentliche Veranderungen beim Anteil der CXCR4'CD4" T-Zellen im
Verlauf der Therapie festgestellt, der um den Wert bei Normalkontrollen mit 84.14%
schwankte (Abb. 3.1.9.1).

Im Gegensatz dazu kam es bei der Expression von CCRS zu einer hochsignifikanten
Verringerung von Baseline 12.50% (+HU) bzw. 13.13% (-HU) auf 6.70% bzw. 8.34% zu
Monat 6 (p=0.0005) und somit auf Werte unterhalb von Normalkontrollen mit 9.16%. Gegen
Ende der Studie stiegen die Werte wieder leicht an, trotzdem blieb der Abfall bis Monat 12
signifikant (p=0.0008). Die Expression von CCRS5 korrelierte dabei signifikant mit der
Plasmaviramie (p=0.001).
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Abb. 3.1.9.1: Corezeptor-Expression auf CD4" T-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 10 Pati-

enten mit (schwarz) und 10 Patienten ohne HU (weil3).
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Abb. 3.1.9.2: Corezeptor-Expression auf CD4* T-Zellen im Lymphknoten. Mittelwerte mit Standardfehlern von
9 (CCRS5) bzw. 6 (CXCR4) Patienten mit (schwarz) und 8 (CCRS5) bzw. 7 (CXCR4) Patienten ohne HU (weil3).

Die CXCR4-Expression im Lymphknoten verdnderte sich unter Therapie nur unwesentlich
(Abb. 3.1.9.2). Sie korrelierte nicht mit der Expression im Blut (p=0.09) und war im Blut
signifikant hoher (p=0.0005). Der Anteil an CCR5'CD4" LNMC nahm unter Therapie
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hingegen deutlich ab (Abb. 3.1.9.2). Er korrelierte zwischen Blut und Lymphknoten
(p=0.0274) und war in beiden Kompartimenten gleich hoch (p=0.6875).

3.1.10 B-Zellen

Die Proliferation von B-Zellen in Blut und Lymphknoten sowie die Expression des

prognostischen Markers CD38 im Blut wurden im Verlauf der Therapie untersucht.
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Abb. 3.1.10.1: Proliferation und Aktivierung von B-Zellen im Blut. Mittelwerte mit Standardfehlern von 11 (Ki-

67) bzw. 5 (CD38) Patienten mit (schwarz) und 10 (Ki-67) bzw. 4 (CD38) Patienten ohne HU (weiB).

Wie bei den T-Lymphozyten war der Anteil der sich im Zellzyklus befindenden B-Zellen zu
Baseline im Blut mit 12.31% (+HU) bzw. 17.58% (-HU) gegenuiber Normalkontrollen mit
3.13% deutlich erhoht (Abb. 3.1.10.1). Im Verlauf der ersten 6 Monate unter HAART
verringerte sich dieser Anteil auf 8.01% bzw. 8.33%. Bei den Patienten ohne HU fiel der
Wert bis Ende der Studie weiter auf 4.62%, wahrend er sich im anderen Arm mit 9.00%
stabilisierte. Die Abnahme der proliferierenden B-Zellen war uber den gesamten Zeitraum
hochsignifikant (p=0.0002) und korrelierte mit der Abnahme der Plasmavirdmie (p=0.001).
Auch die Expression von CD38 nahm auf B-Zellen im Blut deutlich von 14.76% (+HU) bzw.
14.49% (-HU) auf 6.20% (+HU) bzw. 8.47% (-HU) ab. Dieser Abfall erreichte jedoch keine
Signifikanz.
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Der Anteil an Ki-67* B-Zellen im Lymphknoten war signifikant hoher als im Blut (p=0.0418)
und nahm von Baseline 23.85% (+HU) bzw. 27.45% (-HU) auf 12.91% bzw 17.46% ab
(p=0.033, ohne Abb.). Auch nach 6 Monaten Therapie war der Anteil der Ki-67" B-Zellen

noch deutlich gegenuiber Normalkontrollen mit 4.10% erhoht.

3.1.11 Stimulation mit Mitogenen

Um uber die Phanotypisierung hinaus einen Eindruck von der Reaktion der Lymphozyten auf
verschiedene Stimuli zu erhalten, wurden diese ex vivo mit verschiedenen Antigenen
inkubiert.

Durch Stimulation mit Phorbolmyristylacetat (PMA) und Ionomycin wird unter Umgehung
des T-Zell-Rezeptors direkt auf die Signaltransduktionskaskade eingewirkt, so dafl der Ablauf
dieser Kaskade untersucht werden kann. Nachgewiesen wird die Produktion von Zytokinen,
die durch die Bindung des Transkriptionsfaktors NF-xb an die entsprechenden Gene ausgelost
wird und eines der Ziele der Signaltransduktionskaskade ist. Da die Spezifitat des T-Zell-
Rezeptors bei dieser Art der Stimulation unerheblich ist, wird die allgemeine Ansprechbarkeit

aller T-Zellen aus sowohl der CD4" als auch der CD8" Subpopulation uiberpriift.
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Abb. 3.1.11.1: Zytokin-Produktion von CD4* T-Zellen nach Stimulation mit PMA/Ionomycin. Mittelwerte mit

Standardfehlern von 17 Patienten.
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Da in beiden Therapiearmen unterschiedlich viele Patienten eingeschlossen wurden (11 / 6),
die zu Baseline stark divergierende Werte zeigten, war der Einflul von Hydroxyurea auf die
Zytokin-Produktion nicht zu erfassen. Daher wurden die Daten aller 17 untersuchten
Patienten zusammengefal3t.

Unter Therapie kam es zu einem leichten Anstieg des Anteils der Lymphozyten, die
Interleukin-2 (IL-2) oder Interferon-y (IFN-y) produzierten. Die IL-2"*CD4" T-Zellen nahmen
von 28.56% zu Baseline auf 30.69% nach 12 Monaten Therapie zu, bei CD8" T-Zellen stieg
der Anteil von 8.56% auf 10.78% (Abb. 3.1.11.1 und Abb. 3.1.11.2).

Der Prozentsatz IFN-y-produzierender Zellen stieg in der CD4" Population von 16.46% auf
20.23%, in der CD8" T-Zell-Fraktion nahm er von 49.98% auf 51.21% zu, wobei die

Produktion zu Monat 6 noch etwas hoher lag.
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Abb. 3.1.11.2: Zytokin-Produktion von CD8" T-Zellen nach Stimulation mit PMA/Ionomycin. Mittelwerte mit

Standardfehlern von 17 Patienten.

3.1.12 Stimulation mit Super- und Recall-Antigenen

Bei der Stimulation mit dem Superantigen Staphylococcus Enterotoxin B (SEB) wird das
Signal zwar uber den T-Zell-Rezeptor aufgenommen, ist aber unabhédngig von dessen

Spezifitat, da SEB unprozessiert an das MHC Klasse II-Molekul bindet und mit bestimmten
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VB-Ketten des T-Zell-Rezeptors reagiert. Dadurch wird eine relativ groBe Anzahl an
Lymphozyten stimuliert, das Signal dhnelt aber dem eines spezifischen Antigens. Da SEB an
HLA-Klasse II bindet, ubermittelt es nur an CD4" T-Zellen ein Signal, daher werden CD8" T-

Zellen in diesem Assay nicht beruicksichtigt.
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Abb. 3.1.12.1: Cytokin-Produktion von CD4* T-Zellen nach Stimulation mit SEB. Mittelwerte mit Standard-

fehlern von 17 Patienten.
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Abb. 3.1.12.2: Zytokin-Produktion von CD4* T-Zellen nach Stimulation mit CMV. Mittelwerte mit Standard-

fehlern von 17 Patienten.
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Auch die Stimulation mit den Recall-Antigenen Cytomegaloviruslysat (CMV) und Tetatus
Toxoid (TT) zielt in dem verwendeten Assay nur auf CD4" T-Zellen, da das gesamte Protein
eingesetzt wird. Exogene Antigene werden hauptsachlich in den Klasse II-Prozessierungsweg
eingeschlossen, daher werden grofitenteils CD4* T-Zellen von ihnen aktiviert.

Unter Therapie kam es nach Stimulation mt SEB zu einer leichten Erhohung des Anteils
Zytokin-produzierender Zellen. IL-2* CD4" T-Zellen stiegen von 4.33% auf 5.71%, IFN-y*
Zellen von 3.63% auf 4.01% mit einer leichten Abnahme zu Monat 6 (Abb. 3.1.12.1).

Da die CMV-Serologie nicht von allen Patienten verfugbar war, wurden alle in die
Auswertung eingeschlossen. Es zeigte sich eine Erhohung der Zytokin-produzierenden CD4*
T-Zellen nach Inkubation mit CMV-Lysat von 0.10% auf 0.24% fur IL-2 und 0.91% auf
1.50% fur IFN-y (Abb. 3.2.9.2). Deutlich erkennbar war die verstarkte Produktion von IFN-y
als inflammatorischem Zytokin im Verhidltnis zum regulatorischen IL-2, das sonst
hauptsiachlich produziert wird. IFN-y blockiert die virale Replikation und kann Viren aus
infizierten Zellen eliminieren, ohne diese zu toten; die beobachtete Erhohung der Produktion

konnte sich daher positiv auf den Verlauf der Infektion auswirken.
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Abb. 3.1.12.3: Zytokin-Produktion von CD4* T-Zellen nach Stimulation mit TT. Mittelwerte mit Standardfeh-

lern von 17 Patienten.

Die Stimulation mit TT fuhrte in diesem Assay zu keinen aussagekraftigen Ergebnissen. TT
wird als Kontrolle in Proliferationsassays eingesetzt und wurde daher auch hier

eingeschlossen. Da die Frequenz der TT-spezifischen Zellen sehr gering ist, sind sie zwar im
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Proliferationsassay nachzuweisen, da bei diesem eine Vermehrung der spezifischen Zellen
stattfindet, der direkte Nachweis ex vivo ist jedoch schwierig.

Der Anteil TT-spezifischer CD4+ T-Zellen nahm im Verlauf der ersten 6 Monate von 0.11%
IL-2" bzw. 0.06% IFN-y* Zellen um die Halfte ab, um bis Studienende auf 0.14% bzw 0.09%
anzusteigen (Abb. 3.1.12.3). Es kam dabei zu groBen interindividuellen Schwankungen, wie
aus der Streubreite ersichtlich.

Insgesamt wurde die Ansprechbarkeit der Lymphozyten auf verschiedenartige Reize
tendenziell durch die Therapie erhoht, diese Erhohung war aber bei keinem der untersuchten

Stimuli besonders ausgepragt.

3.2 Kontrollierte Therapieunterbrechung

Um zu untersuchen, ob die antiretrovirale Therapie zur anhaltenden Verdnderung
immunologischer Parameter fuhrt, wurde ein zur Senkung der Virusreplikation unter Therapie
entgegengesetzter experimentellerAnsatz gewdhlt: Patienten mit stabiler Virussuppression
unter Therapie setzten diese voriibergehend ab. Dazu wurden 15 optimal vorbehandelte
Patienten aus den kontrollierten, randomisierten Studien COSMIC und ARCHY gewahlt. 11
Patienten aus COSMIC hatten uber 24 Monate eine Vierfachkombination aus zwei
Nukleosidanaloga und zwei Proteaseinhibitoren mit oder ohne IL-2 wiahrend des ersten Jahres
erhalten. Sechs der Patienten kamen aus dem Arm mit, funf aus dem ohne IL-2. Die vier
Patienten aus ARCHY hatten alle adjuvant Hydroxyurea erhalten.

Die eingeschlossenen Patienten waren im Median 19 (12 — 25) Monate unter HAART mit
einer Suppression der Plasmaviramie unter die Nachweisgrenze von 25 RNA-Kopien/ml fur
im Median 13 (6 — 23) Monate . Die CD4" T-Zellzahl stieg unter Therapie von zu Baseline im
Median 562 (275 — 778) Zellen/ul auf 931 (436 — 1718) Zellen/ul. Die CD4"/CD8"-Ratio
verbesserte sich in dieser Zeit von im Median 0.55 (0.31 — 1.02) auf 1.05 (0.69 — 1.79). Alle
angegebenen Werte stellen auf Grund der Schwankungsbreite bei kleiner Gruppengrofie

Mediane mit Minimal- und Maximalwerten dar.

3.2.1 Plasmaviramie und T-Zellzahlen

Trotz anhaltender Unterdruckung der Viruslast auf sehr niedrige Werte wurde HIV-RNA im

Plasma bei allen Patienten 3 (1.5 - 6) Wochen nach Absetzen der Therapie wieder



Ergebnisse 74

nachweisbar (Abb. 3.2.1.1). Nach 4 Wochen erreichte die Viruslast mit 19400 (3010 —
882300) RNA-Kopien/ml ein Maximum, fiel dann aber bei 13 Patienten ohne erneute
Therapie etwas ab. Bei 14 Patienten pegelte sich die Viruslast auf pratherapeutische Level
ein. Nach 3 (1 — 4) Monaten Therapiepause wurde bei 10 Patienten die Behandlung
fortgesetzt. Bei dieser Gruppe war die Viruslast innerhalb kurzer Zeit wieder unter der
Nachweisgrenze. Vier Patienten kontrollierten ihre Viruslast ohne Therapie, inzwischen 29,
28, 23 und 22 Montate lang, bei Werten zwischen 1000 und 11000 RNA-Kopien/ml. Bei
einem Patienten kam es nach 10 Monaten Therapiepause mit Viruslasten um 500 RNA-
Kopien/ml zu einem Anstieg auf uber 200.000 RNA-Kopien/ml, woraufhin er erneut
behandelt wurde. Dieser Patient wird bis zur Wiedereinleitung der Therapie zu der Gruppe

der unbehandelten Patienten gezahlt.
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Abb. 3.2.1.1: Verlauf der Viruslast und der T-Zellzahlen nach Therapiestop. Median der Viruslast (Balken),
CD4* T-Zellen (O) und CD8" T-Zellen (O). Offene Symbole, unter HAART. Geschlossene Symbole,

unbehandelt.

Da die Kinetik des Wiederanstiegs der Viruslast bei den Patienten stark variierte, wurden die
Werte auf vier Zeitpunkte standardisiert: Therapiestop (TS), maximale gemessene Viruslast
(max VL), ein Monat nach dem Maximum, noch ohne Therapie bei allen Patienten (max VL
+1m, dieser Wert umfafit 1 — 8 Wochen nach der maximal gemessen VL) und 8 Monate nach

dem Maximum (max VL +8m, 3 — 13 Monate nach max VL). Zu dem letzten Zeitpunkt
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wurden die Patienten in zwei Gruppen unterteilt: unbehandelte und behandelte. Bis dahin
wurden alle zusammen als eine Gruppe behandelt.

Der Anstieg der Viruslast nach Therapiestop war hochsignifikant (p<0.0001), ebenso wie der
Abfall von max VL bis zu max VL+8m fur die behandelte Gruppe (p=0.0002). Auch der
Abfall von max VL bis zu max VL+8m fur die unbehandelte Gruppe war noch signifikant
(p=0.0495), ebenso wie der Unterschied zwischen den beiden Gruppen am Ende der
Untersuchung (p=0.0045).

Es konnte kein signifikanter Unterschied im Verlauf der Viruslast zwischen Patienten mit
oder ohne adjuvantem IL-2 oder Hydroxyurea beobachtet werden. Die Werte zwischen den
drei Gruppen waren jedoch zu Therapiestop sehr unterschiedlich.

Nach dem deutlichen Anstieg der CD4" T-Zellzahlen unter Therapie (s. 3.2) kam es
zusammen mit der steigenden Viruslast nach Therapiestop zu einem sofortigen Absinken
(Abb. 3.2.1.1). Ab max VL+1m war die Abnahme mit 727 (321 — 1093) Zellen/ul signifikant
(p=0.04). Bei den 5 weiterhin unbehandelten Patienten sanken die Zellzahlen weiter auf 563
(399 — 1050) /ul, wahrend das Wiedereinsetzen von HAART zu einem Anstieg der CD4" T-
Zellen auf 895 (606 — 1329) /ul fuhrte.

Im Gegensatz dazu stiegen die CD8" T-Zellzahlen bis max VL+1m mit steigender Viruslast
signifikant an (p=0.03). Nach diesem Zeitpunkt fielen sie in beiden Gruppen wieder, wobei
der Abfall bei den behandelten Patienten wesentlich ausgepragter war (Abb. 3.2.1.1).

Mit den Anderungen der T-Zellzahlen kam es zu einer Reversion der CD4*/CD8*-Ratio, die
sich unter HAART auf Werte uber 1 normalisiert hatte. Bis max VL+1m kam es zu einem
hochsignifikanten Absinken der Ratio (p=0.001) auf 0.51 (0.25 — 1.01), das selbst durch die
Wiedereinfuhrung der Therapie nicht vollig aufgehoben wurde; die CD4"/CD8*-Ratio
erreichte bei den behandelten Patienten 0.76 (0.62 — 1.22). Ohne HAART war sie mit 0.59
(0.46 — 0.93) noch niedriger.

3.2.2 Proliferation von CD4* und CDS8* T-Zellen

Die Expression des Proliferationsmarkers Ki-67 nach Therapiestop korrelierte signifikant mit
dem Verlauf der Viruslast (p=0.0275 fur CD4" T-Zellen und p<0.0001 fur CD8* T-Zellen).

Die hochste Expression wurde auf CD4" T-Zellen an max VL mit 3.44 (1.21 — 7.37) %
erreicht (Abb. 3.2.2.1). Sie sank dann parallel zur Plasmavirdmie und erreichte nach

Wiedereinfuhrung der Therapie 2.41 (0.62 - 3.89) %. Dieser Wert lag nicht signifikant hoher
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als zu Therapiestop mit 1.92 (0.66 - 4.25) %. Bei Weiterfuhrung der Therapiepause war Ki-67
mit 2.75 (2.09 — 4.97) % auch nicht signifikant erhoht.

log RNA Kopien/ml
~
% Ki-67+ T-Zellen

TS max VL max VL+Im  max VL+8m

Abb. 3.2.2.1: Verlauf der Viruslast und des Proliferationsmarkers Ki-67 auf CD4* und CD8" T-Zellen. Median
der Viruslast (Balken), Ki-67*CD4* (O ) und Ki-67"CD8* T-Zellen (O). Offene Symbole, unter HAART.

Geschlossene Symbole, unbehandelt.

Der Verlauf der Ki-67-Expression von CD8" T-Zellen spiegelte den von CD4" T-Zellen. Die
Veranderungen waren aber wesentlich starker ausgeprigt. Das Maximum der Expression
wurde an max VL mit 7.43 (3.51 — 36.44) % erreicht, ein hochsignifikanter (p=0.0003)
Anstieg gegenuiber dem Ausgangswert zu Therapiestop mit 2.06 (0.48 — 6.24) %. Die
Expression nahm nach einem Monat leicht ab und erreichte bei behandelten Patienten 2.46
(0.56 — 5.90) %; sie ist somit gegenuiber TS immer noch signifikant hoher (p=0.0013). Der
Unterschied zwischen unbehandelten Patienten mit 4.35 (1.75 — 13.60) % und Patienten, die

zu max VL+8m auf Therapie waren, war jedoch nicht signifikant..

3.2.3 Spate Aktivierungsmarker

Parallel zur Proliferation stiegen auch verschiedene Aktivierungsmarker auf CD4" und CD8"
T-Zellen. Der Anteil an HLA-DR'CD8" T-Zellen und der CD38"CD8" T-Zellen korrelierte
dabei signifikant mit der Viruslast (p=0.0001 fur beide Subpopulationen); bei HLA-DR"CD4"

T-Zellen gab es einen Trend zur Korrelation mit der Plasmaviramie (p=0.0544).
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Abb. 3.2.3.1: Verlauf der Viruslast und der spaten Aktivierungsmarker auf CD8* T-Zellen. Median der Viruslast
(Balken), HLA-DR* (O) und CD38" CD8" T-Zellen (O). Offene Symbole, unter HAART. Geschlossene
Symbole, unbehandelt.

Die Expression von HLA-DR stieg auf CD8" T-Zellen mit leichter Verzogerung zur Viruslast
(Abb. 3.2.3.1) signifikant an (p=0.0001). Sie erreichte zu max VL+1m 33.18 (16.10 —
59.10)% und fiel bei Wiedereinsetzen der Therapie auf 14.86 (7.13 — 31.65)%, damit war sie
gegenitber TS leicht erhoht 10.06 (2.98 — 26.54)%. Bei den unbehandelten Patienten kam es
zu einem weiteren Anstieg HLA-DR'CDS8" T-Zellen, damit war der Unterschied zwischen
behandelten und unbehandelten Patienten an max VL+8m signifikant (p=0.003).

Die Expression von CD38 auf CD8"* T-Zellen stieg von 3.87 (1.26 — 29.64)% zu TS auf 17.95
(6.36 — 38.70)% an max VL+1m (p<0.0002, Abb. 3.2.3.1). Mit der Wiedereinfithrung von
HAART verringerte sich die Expression von CD38 auf 5.76 (4.64 -24.26)%, bei den
unbehandelten Patienten lag sie an max VL+8m bei 10.90 (4.59 — 28.29)%.

Der Anstieg der Expression von HLA-DR auf CD4" T-Zellen von 7.33 (3.17 — 12.10) % zu
TS erreichte an max VL+1Im mit 10.84 (6.72 — 24.68) Signifikanz (P = 0.04). Bei den
behandelten Patienten fiel sie bis max VL+8m wieder auf 7.09 (5.36 — 10.90)%, ohne
Behandlung auf 8.83 (7.44 — 16.01)%.

Der Anteil der CD95°CD4" T-Zellen stieg von 39.67 (18.42 - 83.17)% zu TS auf 46.91 (25.46
— 89.33)% an max VL+1m; nach Einfuhrung von HAART sank er wieder auf 33.97 (25.29 —

53.66)%. Bei unbehandelten Patienten nahm die Expression weiter zu, sie erreichte an max
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VL+8m 54.97 (33.89 — 73.56)% und lag somit signifikant hoher als bei behandelten Patienten
(p=0.028).

3.2.4 Fruhe Aktivierungsmarker

Mit dem Anstieg der Proliferations- und spaten Aktivierunsmarker kam es bei den frih
exprimierten Aktivierungsmarkern CD69 und CD25 auf CD8" T-Zellen zu einer Abnahme
(Abb. 3.2.4.1), die fur CD45R0'CD25" Zellen signifikant war (p=0.0055).

Auf CD4" T-Zellen kam es ebenfalls zu einer verminderten Expression von CD25, wahrend
CD69 keine Korrelation mit der Plasmavirdmie zeigte. Die Expression der frithen
Aktivierungsmarker blieb auch mit der Einfuhrung der Therapie auf beiden Subpopulationen
weiter gestort. Diese fuhrte nur bei CD25'CD45R0'CDS8" T-Zellen zu einer signifikanten
Verbesserung gegenuiber den nicht behandelten Patienten (p=0.028), wahrend CD69 bei den

unbehandelten Patienten wieder anstieg.
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Abb. 3.2.4.1: Verlauf der Viruslast und der frithen Aktivierungsmarker auf CD8* T-Zellen. Median der Viruslast
(Balken), CD25"CD45R0" (O) und CD69* CD8* T-Zellen (O). Offene Symbole, unter HAART. Geschlossene
Symbole, unbehandelt.
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3.2.5 Costimulationsmarker

Der Costimulationsmarker CD28 wurde im Verlauf der Therapiepause mit zunehmender
Plasmaviramie auf CD8" T-Zellen herunterreguliert (Abb. 3.2.5.1). Die Abnahme der
Expression ist sowohl auf CD45RA" als auch auf CD45R0*CDS8* T-Zellen zu beobachten und
ist bei letzteren signifikant (p=0.036). Durch Wiedereinfuhrung von HAART wurde die
Expression auf beiden Subpopulationen wieder auf dahnliche Werte wie bei Therapiestop

angehoben.
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Abb. 3.2.5.1: Verlauf der Viruslast und des Costimulationsmarkers CD28 auf verschiedenen CD8* T-
Zellsubpopulationen. Median der Viruslast (Balken), CD28*CD45RA* (O) und CD28*CD45R0* CD8* T-Zellen
(O). Offene Symbole, unter HAART. Geschlossene Symbole, unbehandelt.

3.2.6 B-Zellen

Ahnlich wie bei T-Lymphozyten stieg auch die Anzahl der proliferierenden B-Zellen mit
steigender Viruslast an (Abb. 3.2.6.1). Mit der Abnahme der Viruslast ging auch die
Proliferation von B-Zellen auf den Expressionslevel bei Therapiestop zuriick, unabhangig von

der Wiedereinfuhrung von HAART.
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Abb. 3.2.6.1: Verlauf der Viruslast und der Proliferation auf CD19* B-Zellen. Median der Viruslast (Balken)
und der Ki-67* B-Zellen (O). Offene Symbole, unter HAART. Geschlossene Symbole, unbehandelt.

3.2.7 CD103

Um der Frage nach der Beeinflussung des thymischen Nachschubs an naiven T-Zellen durch
die Virusreplikation nachzugehen, wurden ,,recent thymic emigrants* (RTE) quantifiziert. Die
Messung erfolgte in sortierten Zellen mit einer PCR, in der die bei der Rekombination des T-
Zell-Rezeptors anfallenden ,, T cell receptor excision circles* (TRECs) nachgewiesen werden.
Dem Ansatz liegt folgende Uberlegung zurgunde: Diese zirkularisierte DNA ist sehr stabil
und wird bei der Teilung der Zelle nicht dupliziert, sondern an eine der Tochterzellen
weitergegeben. Je mehr Zellen sich in einer Population geteilt haben, desto starker werden die
TRECs verdunnt. Eine Population, die viele RTEs enthilt, weist dementsprechend viele
TREC:S auf.

Im Jahr 2000 beschrieben McFarland et al, da3 die Expression von CD103 mit dem Anteil an
RTE:s korreliert, allerdings nur auf CD8"CD45RA*CD62L" T-Zellen. Bisher war CD103 oder
og-Integrin nur als ,,human mucosal Lymphozyte antigen 1“ (HML-1) bekannt, das
zusammen mit 37 auf iber 90% der intestinalen intraepithelialen Lymphozyten, auf Lamina
Propria Lymphozyten und auf PHA-stimulierten PBMC exprimiert wird **'*’. Es wurde daher
modellhaft fur den thymischen Nachschub die Population von CD8'CD45RA'CD62L" Zellen

auf die Expression von CD103 hin untersucht.
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Entgegen den Erwartungen kam es nach Therapieunterbrechung bei allen untersuchten
Patienten zu einem Anstieg der Expression von CDI103, der jedoch nicht auf
CDS'CD45RA'CD62L" T-Zellen beschrankt war, sondern in allen untersuchten Populationen
auftrat. Dieser Anstieg korrelierte zeitlich nicht genau mit der Viruslast; die hochste CD103-
Expression wurde teilweise vor, teilweise auch kurz nach dem Erreichen der maximalen
Viruslast gemessen. Daher wurde eine Darstellung gewihlt, die nicht auf die Viruslast

normiert ist, sondern auf die maximale Expression von CD103 (Abb. 3.2.7.1).
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Abb. 3.2.7.1: Naive CD8* T-Zellen und Expression von CD103 auf CD8" T-Zellsubpopulationen nach

Therapieunterbrechung bei 8 Patienten.

Nach dem Durchlaufen eines Maximums fiel die CD103-Expression auf allen
Subpopulationen an den Verlauf der Viruslast angelehnt wieder ab.

Einhergehend mit dem Anstieg der CD103-Expression war ein Absinken des Anteils an
naiven, CD45RA*CD62L'CD8" T-Zellen zu beobachten, der sich anschlieBend teilweise
erholte (Abb. 3.2.7.1). Diese Diskrepanz zwischen dem Verlauf der naiven Zellen und den
mutmaBlichen RTEs sollte durch die Messung von TRECs bestatigt oder widerlegt werden.
Dazu wurden aus PBMC nach Therapieabbruch mit Hilfe magnetischer Beads positiv CD4"
oder CD8" Populationen gereinigt und die TRECs mit einer sogenannten ,real time PCR*

nachgewiesen. Diese erlaubt eine genaue Quantifizierung der amplifizierten Produkte.
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Abb. 3.2.7.2: Fehlende Korrelation zwischen der Anzahl an TRECs und der Expression von CD103

Es stellte sich heraus, daf3 in diesem Patientenkollektiv die Anzahl der TRECs in CD8" T-
Zellen nicht mit der Expression von CD103 korrelierte (Abb. 3.2.7.2). Sie korrelierte jedoch
auch nicht mit der Viruslast; bei einigen Patienten kam es nach Therapiestop zu einem
Anstieg der TRECs, bei anderen wiederum zu einem Abfall (ohne Abbildung). Es konnte
nicht bestimmt werden, welche Faktoren fur dieses divergente Verhalten verantwortlich

waren.

3.2.8 Stimulation mit Mitogenen

Um einen Eindruck von der Ansprechbarkeit der Lymphozyten nach Therapieabbruch zu
erhalten wurde Blut von neun Patienten mit Mitogenen und Antigenen stimuliert. Aufgrund
der kleineren Fallzahl wurden alle Patienten zusammengefal3t, ohne auf den genauen

Therapiestatus einzugehen.
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Abb. 3.2.8.1: Zytokin-Produktion von CD4" T-Zellen nach Stimulation mit PMA/Ionomycin. Mediane von neun

Patienten.

Die Wirkungsweise von PMA und Ionomycin ist in Kapitel 3.1.11 zusammengefal3t. Nach
Stimulation mit diesen Mitogenen verlief die Expression von IFN-y in CD4" T-Zellen genau

parallel zur Viruslast, wahrend IL-2 sich genau entgegengesetzt verhielt (Abb. 3.2.8.1).
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Abb. 3.2.8.2: Zytokin-Produktion von CD8" T-Zellen nach Stimulation mit PMA/Ionomycin. Mediane von neun

Patienten.

Bei den CD8" T-Zellen stieg die Produktion von IFN-y ebenso mit der Viruslast an und fiel zu

max VL+1m, um anschlieBend wieder anzusteigen (Abb. 3.2.8.2). Auch hier verhielt sich die
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Expression von IL-2 genau entgegengesetzt dazu. Die beobachteten Veranderungen waren
jedoch nicht statistisch signifikant.

Deutlich ist, dal CD4" T-Zellen verstarkt IL.-2 produzierten, wahrend auf CD8" T-Zellen die
Expression von IFN-y ausgepréagter war, und dal3 sich die Expression der Zytokine am Ende

des Beobachtungszeitraums wieder der zu Therapiestop néherte.

3.2.9 Stimulation mit Super- und Recall-Antigenen

Die Stimulation von Lymphozyten mit Super- und Recall-Antigenen nach Therapiestop fuhrte
zu keiner signifikanten Veranderung der Zytokin-Produktion. Stimulation mit SEB fuhrte zu
einem im Verhiltnis zur Viruslast leicht verzogerten Anstieg der Expression sowohl von IL-2

als auch von IFN-y, die nachfolgend wieder abfielen (Abb. 3.2.9.1).
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Abb. 3.2.9.1: Zytokin-Produktion von CD4" T-Zellen nach Stimulation mit SEB. Mediane von neun Patienten.

Bei der Stimulation mit Cytomegaloviruslysat (CMV) und Tetanus Toxoid (TT) wurden nur
Patienten beruicksichtigt, deren Antwort gegen das jeweilige Protein deutlich gegenuber der

Kontrolle ohne Antigen erhoht war.
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Abb. 3.2.9.2: Zytokin-Produktion von CD4" T-Zellen nach Stimulation mit CMV. Mediane von acht Patienten.

Die Therapieunterbrechung fuhrte bei Stimulation mit CMV zu einer Erhohung der
Expression sowohl von IL-2 als auch von IFN-y, die auch nach dem Absenken der Viruslast

anhielt (Abb. 3.2.9.2)

5 - 0.30
4 b _ + 0.25 g
| 2
£ +020
237 / +
<
2 a
M | + 0.15 &)
< +
é 2+ g
a0 + 0.10 %
=2 =
L L 5
4005 &

0 1 1 1 0.00

TS max VL max VL+Im max VL+6m
——1VL —&—]L-2 —l—IFN-g

Abb. 3.2.9.3: Zytokin-Produktion von CD4* T-Zellen nach Stimulation mit TT. Mediane von sieben Patienten.

Die Stimulation mit TT fuhrte, wie schon die unspezifische Aktivierung der Zellen mit PMA,

zu gegenlaufigen Antworten von IL-2 und IFN-y Abb. 3.2.9.3).Hier nahm jedoch die
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Expression von IL-2 mit steigender Viruslast verzogert zu, um mit niedriger Viruslast wieder
abzufallen, wihrend nach Stimulation mit PMA IFN-yanstieg. Die Expression dieses
Zytokins fiel nach Stimulation mit TT im Verlauf der Therapieunterbrechung, um

nachfolgend wieder anzusteigen.

3.2.10 Farbung mit HLA-Tetrameren

Die Farbung mit fluoreszenzmarkierten, peptidtragenden HLA-Tetrameren gibt schnell und
einfach Aufschluf} uber den Anteil der im Blut zirkulierenden, antigenspezifischen CD8" T-
Zellen. Es standen zwei dieser Molekille zur Verfugung: ein HLA-A2-Tetramer, an welches
das Peptid SLYNTVATL aus Gag-pl7 gebunden war (A2-SL9), und ein HLA-B8-Tetramer
mit FLKEKGGL aus Nef (B8-FL8). Beide Tetramere wurden an jeweils einem Patienten mit
dem passenden HLA-Haplotyp gemessen.

Da Tetramer-positive Zellen auch aus gefrorenen Proben analysiert werden konnen, wurde

der Verlauf der HIV-spezifischen Zellen vor, unter und nach HAART dokumentiert.
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Abb. 3.2.10.1: A2-SL9*" CD8"* T-Zellen von Patient 1051 unter HAART und nach Therapiestop

Der Anteil der HIV-spezifischen CD8" T-Zellen korrelierte in beiden Patienten signifikant mit
der Viruslast (P=0.0333 fur A2-SL9 und P=0.0123 fur B8-FLS). Vor Therapiebeginn waren
0.6% A2-SL9* bzw. 4.33% B8-FL8" CD8" T-Zellen vorhanden, die beide unter Therapie stark
abnahmen; bei Patient 1051 gingen die A2-SL9-spezifischen Zellen sogar auf unter die



Ergebnisse 87

Nachweisgrenze zurick (Abb. 3.2.10.1). Dies liegt wahrscheinlich an der verhaltnism#Big
niedrigen Frequenz der Tetramere und an der langen Therapiedauer (19 Monate). Patient
2016 war insgesamt nur 12 Monate therapiert und wies eine insgesamt hohere Frequenz auf,
daher sind bei ihm auch zu Therapiestop noch spezifische Zellen nachzuweisen (Abb.
3.2.10.2). Nach Therapiestop kam es bei beiden Patienten parallel zur Viruslast zum
Wiederanstieg der HIV-spezifischen CTL, die bei am Zeitpunkt der maximal gemessenen
Viruslast bei 1051 0.77% und bei 2016 4.76% der CD8" T-Zellen ausmachten und somit bei
beiden Patienten hoher lagen als der Ausgangswert. Nachfolgend kam es in beiden Patienten

wieder zu einer leichten Reduktion der Tetramer® Zellen (s. Abbildungen).
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Abb. 3.2.10.2: B8-FL8* CD8" T-Zellen von Patient 2016 unter HAART und nach Therapiestop

3.2.11 ELISpots

Wihrend HLA-Tetramere schnell und einfach Angaben uber bestimmte HIV-spezifische T-
Zellen ermoglichen, dienen ELISpots eher der breiten Erfassung der CTL-Antwort, da mit
ihnen eine groBe Anzahl von Peptiden mit einer relativ geringen Zellzahl getestet werden
kann. Zusatzlich liefert der ELISPot nicht nur eine Aussage uiber die Spezifitit der Zellen,
sondern auch gleich uiber ihre Fahigkeit, IFN-y zu produzieren.

Bei den ELISpots wurden acht bis zwolf Aminosauren lange HLLA Klasse I-restringierte
Peptide verwendet, die als optimale Peptide beschrieben waren, also denen entsprechen, die

bei der Infektion einer Zelle bei entsprechender HLA-Restriktion préasentiert werden konnen.
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In Depletionsversuchen konnte gezeigt werden, dal die Produktion von IFN-y nach
Stimulation mit HLA Klasse I-Peptiden auf CD8* T-Zellen beschrankt war > °. Es wurden
daher unfraktionierte PBMC in diesem Assay eingesetzt, die gleichzeitig auch als antigen-
prasentierende Zellen fungierten. Die so erziehlten Ergebnisse wurden als ,,Punkt-bildende
Zellen* (spot forming cells, SFC) pro Million eingesetzter PBMC angegeben. ELISpots
zeigen auch bei gefrorenem Material gute Ergebnisse, so dal PBMC retrospektiv analysiert
werden konnten. Zur Darstellung der Ergebnisse wurden alle zu einem Zeitpunkt mit
verschiedenen Peptiden erhaltenen SFC addiert, die Zahlen in den Saulen entsprechen der
Anzahl der erkannten Peptide. Es wurden zwei Patienten ausgewihlt, zu denen auch Daten zu
Tetramer-Farbungen vorlagen.

Da nicht zu allen HLA-Typen die gleiche Anzahl an optimalen Peptiden beschrieben ist,
wurden bei Patient 1051 13 Peptide eingesetzt (acht A2-, zwei A32- und drei B44-Peptide),
wihrend Patient 2016 33 Peptide verfugbar waren (vier Al-, acht A3-, zwolf B7- und neun
B8-Peptide). Dies spiegelte sich in einer um eine Logstufe stirkeren und breiteren
Immunantwort von Patient 2016 wider (Abb. 3.2.11.1 und Abb. 3.2.11.2). Trotz der
unterschiedlich ausgepragten Antwort war jedoch bei beiden Patienten die Korrelation der
Anzahl der HIV-spezifischen CTL mit der Viruslast zu erkennen, die unter Therapie

abnahmen, um nach Therapieunterbrechung mit zunehmender Viruslast wieder anzusteigen.
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Abb. 3.2.11.1: SFC pro Million PBMC und Anzahl erkannter Epitope von 1051 unter HAART und nach
Therapiestop
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Dabei konnte die Zahl der IFN-y produzierenden Zellen unter Therapie unter die
Nachweisgrenze des Assays fallen, so da3 Antworten gegen einige Epitope unter HAART zu
verschwinden schienen, dann mit steigender Virusreplikation allerdings wieder auftauchten
(Abb. 3.2.12.1).

Der leichte Anstieg der SFC unter Therapie bei Patient 2016 wird auch bei akut Infizierten
unter Therapie beobachtet 3. Er 1aBt sich dadurch erklaren, daB die verringerte Viruslast zu

einer Verbesserung der Immunkontrolle fuhrt, die sich durch das noch nachweisbare Virus

gegen HIV richtet °.
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Abb. 3.2.11.2: SFC pro Million PBMC und Anzahl erkannter Epitope von 2016 unter HAART und nach
Therapiestop

Insgesamt bestdtigten die Ergebnisse des ELISpots die der Tetramer-Farbungen; beide

Methoden zeigten eine gute Korrelation der HIV-spezifischen T-Zellen mit der Viruslast.

3.2.12 Intrazellulare Zytokin-Farbung

Zur genauen Quantifizierung der HIV-spezifischen CTL-Antwort wurden PBMC mit den
Peptiden, die die beste Antwort im ELISpot ergeben hatten, stimuliert und die IFN-y-
Produktion der Zellen durchfluBzytometrisch bestimmt. Mit Hilfe der intrazellularen Zytokin-
Farbung (intracellular cytokine staining, ICS) konnte die Zytokin-Produktion von CD4" T-
Zellen ausgeschlossen und der exakte Anteil der Peptid-spezifischen CTL bestimmt werden.

Da in diesem Assay jedoch sehr viele Zellen bendtigt werden war es notwendig, einen



Ergebnisse 90

ELISpot vorzuschalten. ICS wurden ebenso wie ELISpots und Tetramer-Farbungen an
gefrorenem Material durchgefuhrt.

Ebenso wie beim ELISpot lagen die Antworten der beiden untersuchten Patienten fast eine
Logstufe auseinander, zeigten aber den gleichen Verlauf und korrelierten beide mit der

Viruslast (Abb. 3.2.12.1 und Abb. 3.2.12.2).

log RNA-Kopien/ml
[\S)
o
[\
% IFN-g+ CD8+ T-Zellen

B 2m 6m TS 4wn. TS 13m n. TS
HAART HAART

|-VL @ A2 SLO meFm A32 PW 10

Abb. 3.2.12.1: IFN-y-Produktion von CD8* T-Zellen von 1051 nach Stimulation mit verschiedenen Peptiden
unter HAART und nach Therapiestop.

Deutlich zeigte sich, dal CTL-Antworten die fur verschiedene Epitope spezifisch waren, den
gleichen zeitlichen Verlauf hatten und jeweils der Viruslast folgten (die Korrelation zwischen
Viruslast und HIV-spezifischen CD8" T-Zellen war fur B8-FL8 bei Patient 2016 signifikant,
P=0.0480).

Auch im ICS war bei 2016 nach Therapiebeginn ein kurzer Anstieg der fur das dominante
Epitop spezifischen CD8" T-Zellen zu beobachten; dies bestatigt die Ergebnisse des ELISpot
und zeigt, daB es sich bei dem Anstieg nicht um ein Artefakt handelte. Die
Therapieunterbrechung fuhrte zwar zu zu einer ausgepriagten, aber keiner dauerhaften
Erhohung der HIV-spezifischen Zellen, wie die Wiedereinfuhrung von HAART bei 2016
verdeutlicht (Abb. 3.2.12.2).
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Abb. 3.2.12.2: IFN-y-Produktion von CD8* T-Zellen von Patient 2016 nach Stimulation mit verschiedenen
Peptiden unter HAART und nach Therapiestop.

Insgesamt konnte mit drei verschiedenen Methoden gezeigt werden, dal HIV-spezifische
CD8" T-Zellen vor der Einfuhrung von HAART in chronisch infizierten Patienten vorhanden
waren, unter Therapie mit sinkender Viruslast teilweise auf unterhalb der Nachweisgrenze
abnahmen und nach Therapieunterbrechung mit dem Rebound der Viruslast wieder anstiegen.
Ebenso wurde mit zwei der Methoden gezeigt, dal dieses Wiederauftauchen der spezifischen
CTL nicht von Dauer war und daBl diese durch die erneute Viruskontrolle bei

Wiedereinfuhrung der Therapie wieder abnahmen.
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4 Diskussion

Die moderne antiretrovirale Therapie mit Inhibitoren der viralen reversen Transkriptase oder
Protease, aber auch neueren Ansitzen wie Inhbititoren der Fusion der Virusmembran mit der
der Wirtszelle, unterliegt grundlegenden Wirkungsbeschrankungen. So fuhren diese
Substanzen zwar zu einer Hemmung der Neuinfektion von Zellen, haben aber kaum Einfluf3
auf latent infizierte Zellen, so da} eine Virus-Eradikation nicht moglich erscheint. Es werden
daher adjuvante Substanzen gesucht, die einen Einfluf3 auf die Etablierung oder Persistenz
des viralen Reservoirs zeigen. Unter anderem werden zu diesem Zweck Zytostatika bzw.
Immunsuppressiva wie Hydroxyurea oder Cyclosporin A in Betracht gezogen.

Das Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Effekte der hochaktiven antiretroviralen
Therapie (HAART) mit oder ohne adjuvanter Gabe von Hydroxyurea im Vergleich zwischen
Blut und lymphatischem Gewebe im Rahmen einer randomisierten, kontrollierten und
prospektiven Studie (ARCHY). Virologische und immunologische Parameter wurden unter
Therapie, also wahrend der Reduktion der aktiven Virusreplikation, untersucht. Daruiber
hinaus wurde als Bestatigung des potentiellen Einflusses von Hydroxyurea auf das virale
Reservoir in einer ausgewdhlten Subgruppe die Therapie abgesetzt und die Kinetik der
wiedereinsetzenden Virusreplikation und die resultierenden immunologischen Veranderungen
analysiert. Der Grund fur die Wahl von Hydroxyurea war die Annahme, daB} dieses
Zytostatikum uber die Inhibition der Ribonukleotid-Reduktase durch Hemmung der zellularen
Aktivierung die Zahl an Target-Zellen in der Gegenwart von infektiosem Virus reduzieren
konnte. Alternativ konnte die Reduktion des intrazellularen Nukleotidpools -- zusétzlich zur
Verstarkung der Wirkung der verabreichten Nukleosidanaloga durch geringere Kompetition --
die virale Integration vermindern, da wéhrend des Integrationsprozesses intermediare
einzelstrangige DNA-Stucke gebildet werden, die durch eine Polymerase mit Nukleotiden

komplementiert werden .

Unter der verabreichten Dreifachkombinationstherapie kam es wie erwartet unter HAART zu
einer signifikanten Abnahme der Virusreplikation. Im Gesamtkollektiv wurde dabei die
Plasmaviramie bis zum Ende der Verabreichung von Hydroxyurea in der Gruppe, die mit HU
behandelt wurde, signifikant starker reduziert als in der Gruppe, die ausschlieBlich die
Dreifachkombination erhalten hatte. Der Unterschied war allerdings im Gegensatz zu den

bisher veroffentlichen Beobachtungen gering, wahrscheinlich durch die starke antiretrovirale
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Wirkung der bei ARCHY eingesetzten Dreifachkombination. Bisherige Untersuchungen
setzten Hydroxyurea im Rahmen einer Monotherapie oder der Kombination von zwei
Nukleosidanaloga ein und konnten daher einen wesentlich ausgepragteren EinfluB3 auf den

Abfall der Viramie beobachten °* 14134,

Neben der Plasmaviramie wurde auch die Kinetik der proviralen DNA in CD4" T-Zellen als
Ma@ fur die Viruslatenz untersucht. Erwartungsgemal korrelierte die Menge an proviraler
DNA signifikant mit der viralen RNA im Plasma und nahm unter Therapie in Blut und
Lymphknoten deutlich ab. Es fand sich jedoch in den Untersuchungen in keinem der beiden
Kompartimente ein Unterschied in der Menge an proviraler DNA zwischen den beiden
Behandlungsarmen. Dies schlieft einen Einflu von Hydroxyurea zwar nicht aus, dieser
durfte jedoch — wenn dennoch vorhanden -- sehr gering sein. Die Eliminationskinetik erschien
nach Monat 1 linear; die von Furtado et al. beobachtete zweite Phase, in der der Anteil an
HIV-DNA-positiven Zellen stagniert, tritt erst wesentlich spéater im Verlauf der Therapie auf
%, Garrigue et al. beschrieben ebenfalls die in dieser Studie beobachtete, um eine Logstufe
geringere HIV-DNA-Beladung nach einem Jahr HAART, allerdings in Gesamt-PBMC, ohne
darauf einzugehen, daB unter Therapie die Anzahl an CD4" T-Zellen (und somit an
potentiellen Tragern der proviralen DNA) anstieg °'.

Wihrend der Verlauf der Lymphknotenbeladung mit viraler RNA unter Therapie relativ gut

charakterisiert ist *'* %%

, gab es bisher keine longitudinalen Daten uber die Menge an
proviraler DNA im Lymphknoten nach mehr als acht Wochen HAART ', Unter Mono- und
Bitherapien wurden sowohl Zunahmen als auch Abnahmen der proviralen DNA im

Lymphknoten beschrieben > %’

, was auf die deutlich geringeren antiretrovirale Potenz dieser
Kombinationen zuriickzufuhren sein durfte. Der in unserer Studie beobachtete hohere Anteil
an HIV-DNA-positiven Zellen im Lymphknoten wurde von Querschnitts-Studien bestatigt **
114, 140‘

Zu der hier verwendeten Methodik ist kritisch anzumerken, da ein Grofteil der proviralen
DNA aus nicht replikationsfahigem Provirus bestehen konnte und im Rahmen der zuvor
abgelaufenen Virusreplikation iiber Jahre hinweg akkumuliert worden sein durfte '*. Ebenso
ist es nicht moglich, zwischen integriertem und unintegriertem Provirus zu unterscheiden.
Weiterhin wurde beschrieben, daf} eine Zelle mehr als eine Kopie proviraler DNA enthalten

kann ¥, Als Konsequenz ist eine Berechnung der absoluten Anzahl infizierter Zellen nicht

ohne weiteres moglich. Es ist also nicht auszuschlieBen, daB} trotz fehlender Signifikanz fur
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die Gesamtmenge proviraler DNA die Anzahl neu infizierter Zellen reduziert wird. Die hier
erhobenen Daten konnen diese Frage aufgrund der oben erwihnten methodischen

Einschrankungen nicht beantworten.

Die signifikante Verminderung des Anstiegs der CD4'T-Zellen bis Monat 6 in der mit HU
behandelten Gruppe ist durch eine Hemmung der CD4" Zellproliferation zu erklaren,
insbesondere da sich im Lymphknoten zu diesem Zeitpunkt kein Anhalt fur eine priaferentielle
Lokalisation von proliferierenden CD4" Zellen ergab. Dies steht im Einklang mit anderen

Studien, die ebenfalls einen sehr schwachen Anstieg '** '>*

oder sogar eine Abnahme der CD4"
T-Zellzahlen ' bei der Einnahme von Hydroxyurea beobachteten. Dieser Effekt war bei
Archy jedoch auf die Dauer der Einnahme (6 Monate) beschrankt und rasch reversibel, wie
der sprunghafte Anstieg der CD4" T-Zellzahl ab Monat 7 in der HU-Gruppe belegt. Auch
spricht die zu Monat 12 vergleichbare T-Helfer-Zellzahl in beiden Therapiearmen gegen
einen langanhaltenden Einflul von Hydroxyurea. Es wurden keine deutlichen Veranderungen
im Anteil an CD45RA", naiven und CD45R0" Memory-CD4" T-Zellen beobachtet; der
Anstieg der CD4" T-Zellen im Blut verteilte sich gleichmaBig auf beide Subpopulationen. Die
von anderen Gruppen beobachtete biphasische Kinetik konnte in dieser Studie nicht bestatigt
werden > ',

Der Ruckgang der absoluten CD8* T-Zellzahl als Zeichen der Deaktivierung der CD8* T-
Zell-Immunantwort war wesentlich schwiacher ausgepragt als der Anstieg der CD4" T-
Zellzahl und erreichte keine statistische Signifikanz. Es kam jedoch in beiden Therapiearmen
zu einem signifikanten Anstieg des Anteils an naiven CD8" T-Zellen im Blut, der sich durch
das selektive Absterben hochaktivierter Effektorzellen erklaren laft.

Auch im Lymphknoten kam es wie erwartet unter Therapie zu einer signifikanten Erhohung
des CD4" T-Zell-Anteils '>'* '** und der CD4*/CD8*Ratio, die insgesamt wesentlich hoher lag
als im Blut ', Dies liegt an der Akkumulation von T-Helfer-Zellen in den T-Zell-Zonen des

Lymphknotens. Das Absinken des Anteils an CD8* T-Zellen war im Lymphknoten wesentlich

ausgepragter als im Blut und im Gegensatz zu anderen Studien statistisch signifikant .

Der inzwischen erreichte Konsens tiber den erhohten Umsatz von CD4" T-Zellen in der
unbehandelten HIV-Infektion wird von den Ergebnissen dieser Studie unterstiitzt. Vor
Therapiebeginn war der Anteil proliferierender Zellen im Blut bei CD4" T-Zellen im Mittel

uber viereinhalbfach, bei CD8" T-Zellen sogar uiber neunfach hoher als bei Normalkontrollen.
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In beiden Therapiearmen kam es im Verlauf der Therapie zu einer hochsignifikanten
Verringerung der Ki-67" Lymphozyten, deren Anteil im Vergeich zu Normalkontrollen zu
Monat 12 aber immer noch erhoht war. Der Anteil proliferierender Zellen korrelierte dabei
signifikant mit der Virusbeladung und nicht mit der CD4" T-Zellzahl, was dafur spricht, daf3
der erhohte Umsatz durch die Prisenz des Antigens induziert wird und nicht uber einen
hombostatischen Mechanismus ** " ', Bis zum Ende der Gabe von Hydroxyurea nach sechs
Monaten Therapie war die Anzahl proliferierender CD4" T-Zellen im Therapiearm mit HU
signifikant niediger als ohne HU. Moglicherweise konnte dies auf einen von Hydroxyurea
verursachten ,,cyclic arrest* hindeuten.

Der zu Baseline deutlich erhohte Anteil der proliferierenden Zellen im Lymphknoten nahm
bis Monat 6 ab und war signifikant niedriger als der im Blut. Eine geringere Expression von
Ki-67 in Lymphknoten wurde auch von Fleury et al. beschrieben, allerdings war in dieser
Kohorte der Umsatz gegeniiber Normalkontrollen nur unwesentlich erhoht . Im Gegensatz
dazu zeigten Lempicki et al. einen weitaus hoheren Anteil an proliferierenden Zellen im

101

Lymphknoten im Vergleich zum Blut ™. Weitere Studien der Proliferation im lymphatischen

44, 173, 193

Gewebe wurden hauptsiachlich an Gewebeschnitten vorgenommen und verzichteten

auf einen Vergleich zum Blut.

Parallel zur Proliferation nahm auch der Anteil aktivierter T-Zellen unter Therapie in Blut und
Lymphknoten deutlich ab. In Analogie zum Anteil Ki-67" T-Zellen war auch die Expression
von HLA-DR, CD38, CCRS und CD95 mit der Plasmaviramie korreliert; dies bestatigt die
Interpretation der Immunaktivierung als Folge der Antigenprasenz. Der Riickgang der
Expression von Aktivierungsmarkern unter HAART und die Korrelation mit der Viruslast
wurden auch von anderen Gruppen fur PBMC bestatigt ** **. Ein signifikanter EinfluB von
Hydroxyurea auf die Expression der Aktivierungsmarker konnte nicht festgestellt werden.
Dies konnte jedoch teilweise auf die unterschiedliche Expression dieser Marker zwischen den
beiden Therapiearmen bereits zu Baseline zuriickzufuhren sein.

Wihrend die Expression der Aktivierungsmarker signifikant zwischen PBMC und LNMC
korrelierte, lag sie fur HLA-DR und CD38 im Lymphknoten signifikant hoher als im Blut.
Die verstarkte Priasenz aktivierter Zellen im Lymphknoten wurde ebenso von anderen
Gruppen beschrieben * ' '**, Eine mogliche Erklarung ist die hohe Virusbeladung in den
Lymphknoten, die einen direkten Einflufl auf den hohen Aktivierungsstatus der LNMC haben

konnte.
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Gegenlaufig zu den Aktivierungsmarkern stieg die zu Therapiebeginn deutlich verringerte
Expression von CD28 auf CD8" T-Zellen im Verlauf der Therapie in Blut und Lymphknoten
kontinuierlich an und erreichte im Lymphknoten nach 6 Monaten normale Werte, wéhrend sie
im Blut auch nach 12 Monaten Therapie trotz des beobachteten Anstiegs um ein Drittel
niedriger lag als bei Normalkontrollen. Dies stimmt mit publizierten Daten zur
Normalisierung der Costimulationsfahigkeit von PBMC unter Therapie uiberein *. Nur eine
Studie befaBte sich bisher mit dem Verlauf der Expression von CD28 im Lymphknoten *'; sie
bestatigte zwar die vor Therapie erniedrigte Expression von CD28 auf PBMC und die im
Verhiltnis hohere Expression auf LNMC, beschrieb jedoch im Gegensatz zu den hier

daargestellten Ergebnissen unter Therapie eine Abnahme der CD28" CD8* LNMC.

Auch bei B-Zellen kam es unter Therapie zu einer deutlichen Abnahme der anfangs erhohten
Proliferation und Aktivierung (gemessen an der Expression von CD38) der PBMC und
LNMC. Im Gegensatz zur Proliferation von T-Lymphozyten war die Proliferationsrate von B-
Zellen im Lymphknoten signifikant hoher als im Blut. Der gesteigerte Anteil proliferierender
B-Zellen im Lymphknoten ist darauf zurickzufuhren, da3 der uberwiegende Anteil der
Virusreplikation im Verlauf der Infektion in den Keimzentren stattfindet. Antigen-
prasentierende Zellen konnten hier den B-Zellen virale Antigene prédsentieren, was eine
verstarkte Proliferation spezifischer B-Zellen zur Folge hitte. Alternativ konnten sie direkt
durch aktivierte T-Zellen, z.B. durch CD40/jCD40L-Interaktion, stimuliert werden. Es stehen
keine Normalwerte fur die Expression eines Aktivierungsmarkers auf B-Zellen im Vergleich
zu HIV-Infizierten zur Verfugung; die verstarkte Proliferation von B-Zellen im Lymphknoten
wurde auch von Lempicki et al beschrieben '*'. Die erhobenen Daten belegen, daB HIV nicht
nur die Aktivierung und Proliferation von T-Lymphozyten beeinfluf3t, sondern auch direkt
oder indirekt (uber die Wechselwirkung der B-Zellen mit T-Helfer-Zellen oder APCs) einen
wesentlichen Einflul auf den Aktivierungsstatus der B-Zellen ausuibt. Das histologische
korrelat dieses Phianomens ist die follikulare Hyperplasie, die als charakteristische

Veranderung bei HIV-Infektionen gilt.

Die uiberwiegende Anzahl der Patienten in der relativ frithen Phase des Infektionsverlaufs, in
der Patienten fur die Studie rekrutiert wurden, weisen R5-trope HIV-Stamme auf'®. Zur

Abschitzung der Menge an potentiellen Targetzellen fur die HIV-Replikation analysierten wir
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daher nicht nur Aktivierungs- und Proliferationsmarker, sondern auch die Expression des
CCR5-Korezeptors auf CD4" T-Zellen. Das Fehlen eines Unterschieds zwischen den
Therapiearmen ist ein weiteres Argument gegen eine Beeinflussung der Menge an
Targetzellen fur die HIV-Replikation durch Hydroxyurea als Grundlage des adjuvanten

antiretroviralen Effekts.

Um die Veranderung der Immunregulation nicht nur auf phénotypischer, 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 Infektion. Eine
Schlusselrolle im Zusammenspiel der Zytokine kommt dabei den Interleukinen (IL)-12 und
IL-4 zu, die hauptsiachlich fur die Polarisierung zu einer zelluldaren (IL-12) oder einer
humoralen (IL-4) Immunantwort verantwortlich gemacht werden " ', Schon relativ frith
wurde deutlich, daB die HIV-Infektion zu Storungen der Zytokin-Produktion fihrt ****, jedoch
konnte diese bisher nicht genau charaktierisiert werden. Die in dieser Arbeit gesammtelten
Daten sprechen fur einen Einfluss der antiretroviralen Therapie im Sinne einer Tendenz zur
Verbesserung der antigeninduzierten Produktion von IL-2 und IFN-y, ohne daf} sie jedoch

einen (positiven oder negativen) Einfluss von Hydroxyurea erkennen lassen.

Die Einleitung einer antiretroviralen Therapie ermoglicht, das biologische System der
chronischen HIV-Infektion durch eine definierte Intervention zu beeinflussen und sein
Verhalten daraufhin zu analysieren. Dieses Vorgehen erlaubt Schluf3folgerungen auf das
Verhalten des Sytems im ,,steady state. In dieser Studie wurde die Validitat der beobachteten
Veranderungen durch HAART durch die quasi kontrare biologische Situation verifiziert,
indem die Therapie bei einer Gruppe von Patienten unterbrochen wurde. Diese Therapiepause
erfolgte in individueller Absprache mit den Patienten, wobei die Wiinsche der Patienten nach
einer eventuellen Fortfuhrung der Therapie den Ausschlag gaben.

Angesichts des fehlenden Effekts von Hydroxyurea auf die meisten der analysierten
Parameter wurden zur Untersuchung der endogenen Immunkontrolle der Virusreplikation
Patienten der COSMIC-Studie, die eine Vierfachkombinationstherapie mit adjuvantem IL-2
erhalten hatten '™, hinzugezogen.

Obwohl die 15 ausgewihlten Patienten optimal vorbehandelt waren und ihre Plasmaviramie

im Median uber ein Jahr unterhalb der sensitiven Nachweisgrenze von 25 RNA-Kopien/ml
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lag, zeigten alle innerhalb kurzer Zeit (median 3 Wochen) einen Wiederanstieg der Viruslast,
der bei 14 Patienten den pratherapeutischen Werten entsprach. 13 Patienten waren in der
Lage, nach dem Durchlaufen eines Maximums die Viruslast ohne Therapie wieder zu senken.
Bei 10 Patienten muBite trotzdem nach einer dreimonatigen Pause eine Therapie
wiedereingeleitet werden. Die restlichen funf Patienten kontrollierten die Plasmaviramie auf
relativ niedrigem Niveau; dies entsprach jedoch den pratherapeutischen Werten. Das
Absetzen von HAART bei Patienten, die in der chronischen Phase der HIV-Infektion
behandelt wurden, fuhrte auch in anderen Studien unweigerlich zum ,rebound® der
Plasmavir-amie 30, 38, 60, 73, 77, 124, 138, 152‘

Auch die vielversprechenden Daten von Patienten, die noch vor oder wiahrend der
Serokonversion behandelt wurden, und in denen nach sequenziellen Therapieunterbrechungen

103,133, 149183 " miissen seit neuestem

eine verstarkte Immunantwort gemessen werden konnte
relativiert werden. Zu den Gruinden fur den (teilweise erst nach uber 600 Tagen
Therapiepause) beobachteten Verlust der Immunkontrolle uiber die Virusreplikation wurden

85 mit konsekutivem

die graduelle genetische Evolution des infizierenden Virus
immunologischen ,,escape® oder potentielle Superinfektionen mit einem zweiten Virus *
identifiziert.

In den COSMIC- und ARCHY-Studien fuhrte eine guasi Normalisierung der absoluten CD4*
Zellzahl zu keiner Veranderung des virologischen ,,set points“. Dies spricht fur fruhzeitig —
wihrend der Primarinfektion -- entstandene qualitative Defizite im T-Zell-Repertoire, die

spater durch HAART nicht ausgeglichen werden konnen.

Einhergehend mit der steigenden Plasmaviramie sank die Zahl der CD4" T-Zellen, wahrend
die der CD8" T-Zellen zunahmen. Dies hatte die Reinversion der vor Therapiestop
normalisierten CD4"/CD8" Ratio zur Folge. Die wahrend der Therapiepause rasch sinkenden
T-Helfer-Zellzahlen und/oder ein geringerer relativer Anteil dieser Zellen wurden bei den

meisten Untersuchungen zu Therapieunterbrechungen beobachtet ** ** % % %2, nyr eine

Arbeitsgruppe stellte keine Veranderungen fest °> '

Der parallel zum Wiedereinsetzen der Virusreplikation beobachtete Anstieg der spaten
Aktivierungsmarker HLA-DR und CD38 und des Proliferationsmarkers Ki-67 zeigt, daf} die
unter Therapie erreichte Normalisierung des Aktivierungsstatus der Lymphozyten von der

Prisenz des Antigens moduliert wird **. Dies wird nach Wiedereinfuhrung der Therapie durch
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die daraufhin abnehmende Aktivierung der Zellen bei sinkender Viruslast nochmals
verdeutlicht. Gleichzeitig kam es zu einer Verringerung der Expression der fruhen
Aktivierungsmarker . Eine mogliche Erklarung fur die verringerte Expression frither bei
gleichzeitiger Hochregulierung spater Aktivierungsmarker ist die durch HIV angeregte
Ausreifung der Zellen in einen terminal differenzierten Status.

Auch andere Arbeiten befafliten sich mit der Verdnderung der Expression von spiaten
Aktivierungs- und Proliferationsmarkern nach Therapieunterbrechung; groBtenteils stimmen
die Ergebnisse mit den hier beschriebenen tiberein ** % ¥ 132153 Der Verlauf der frithen
Aktivierungsmarker ist in anderen Studien zu Therapieunterbrechungen bisher nicht
untersucht worden, so dal} keine Vergleiche angestellt werden konnen.

Die Herunterregulation des costimulatorischen Markers CD28 in der Therapiepause steht im
Gegensatz zum Anstieg dieses Markers unter Einleitung der Therapie. Da die verringerte
Expression sowohl auf naiven als auch auf Memory-T-Zellen messbar war, ist sie
wahrscheinlich kein Indiz fur eine Ausdifferenzierung in Effektor-Zellen, die als CD28-
negativ beschrieben wurden ", jedoch ausschlieBlich in der CD45R0* Population zu finden

sein sollten.

Die Ergebnisse der Analysen zum Nachweis HIV-spezifischer CD8" T-Zellen weisen darauf
hin, daB es im Gegensatz zur Rekonstitution der T-Zellimmunitit gegenuber
opportunistischen Erregern durch die HAART " nicht zu einer qualitativen Verbesserung der
HIV-spezifischen CTL-Antwort kommt. Diese Interpretation wird dadurch erhirtet, daf die
Untersuchungen unter Verwendung dreier unterschiedlicher Techniken erfolgten. Die
untersuchten Patienten zeigten wahrend der Therapiepause zwar durchaus einen gegenuber
dem Zeitpunkt des Therapiestops erhohten Anteil HIV-spezifischer CD8" T-Zellen, dieser
entsprach jedoch den zu Baseline (also vor Einsetzen der Therapie) gemessenen Werten, die
wahrend der Therapie sanken. Die von anderen Gruppen veroffentlichte Aussage, daf
Therapieunterbrechungen zu einer Verbesserung der HIV-spezifischen Immunitit fithren > "**
133 kann so nicht getroffen werden, da in den untersuchten Kohorten keine Baseline-Werte
zur Verfugung standen. Bemerkenswert ist auch, dal die Stiarke der HIV-spezifischen
Antworten direkt mit der Viruslast korreliert, und dadurch bei Wiedereinsetzen der Therapie
nach der Therapiepause wieder abnimmt. Diese Korrelation der Plasmaviramie mit der Starke

17, 22, 23

der HIV-spezifischen CTL wurde von einigen Gruppen bestatigt , wahrend andere

28,42, 131, 178

entweder eine negative Korrelation zwischen den beiden Parametern oder gar keine
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Korrelation finden " *"

. Diese Diskrepanzen sind durch die sehr unterschiedlichen
Methoden und untersuchten Kohorten zu erkldaren. Daruiber hinaus liegen in den meisten
Féllen Querschnittstudien und nicht longitudinale Beobachtungen wie in unserer Analyse
zugrunde. In longitudinalen Analysen ist eine Korrelation der Immunantwort mit dem
treibenden Antigen durchaus plausibel.

Zusatzlich konnte in Untersuchungen der HIV-spezifischen CTL-Antworten im Lymphknoten
gezeigt werden, dall es sich bei den meisten der ,neuen* Antworten bei Therapie-
unterbrechungen um die Expansion von im Lymphknoten vorhandenen spezifischen Zellen
handelte °. Der erhoffte Effekt einer ,,endogenen Vakzinierung® durch die Expression viraler
Antigene bei wiedereinsetzender Virusreplikation wird also bei chronisch infizierten

Patienten nicht erreicht -- weder bei einer vorhergehenden Behandlung mit einer

immunstimulierenden noch mit einer immunsuppressiven Therapie.

Eine weitere interessante Beobachtung bei der Therapieunterbrechung ist die verstarkte
Expression des Integrins CD103, das als Marker fur ,,recent thymic emigrants® postuliert
wurde '"”. Da die Produktion naiver T-Zellen durch den Thymus (,,thymic output’) in der
HIV-Infektion reduziert ist, wiare eher eine Verminderung der Expression mit
wiedereinsetzender Virusreplikation zu erwarten. Die in der untersuchten Kohorte fehlende
Korrelation mit dem Anteil an ,,T cell receptor rearrangement excision circle® (TREC)-
enthaltenden Lymphozyten legt den Schlufl nahe, dafl es sich hier um eine Erhohung des
Anteils an CD103-exprimierenden, intraepithelialen Lymphozyten (IEL) zu handeln scheint.
Der formale Nachweis konnte allerdings mangels eines weiteren Markers fur IEL nicht
erbracht werden. Es bleibt offen, warum diese Zellen bei verstarkter Virusreplikation in die

Blutzirkulation eintreten.

Abschlieend 1aBt sich feststellen, dal Hydroxyurea keine sinnvolle adjuvante immun-
modulatorische Therapie fur chronisch HIV-infizierte Patienten darzustellen scheint, die mit
HAART behandelt werden. Der Therapiearm ohne Hydroxyurea zeigte groBtenteils
vergleichbare Werte fur immunologische Parameter und fur die Anzahl proviraler DNA-
Kopien. Die nach sechs Monaten Therapie beobachtete signifikante Verminderung der
Plasmaviramie bei Patienten, die mit Hydroxyurea behandelt wurden, hatte keinen Bestand
nach weiteren sechs Monaten Dreifachkombinationstherapie, der Effekt war also nicht von

Dauer. Angesichts der zumindest theoretischen Mutagenitat eines Zytostatikums kommt eine
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langer andauernde Behandlung nur in Frage, wenn seine Wirksamkeit eindeutig bewiesen
werden kann; in dieser Studie kam es jedoch zu keiner Beeinflussung der Viruslatenz,

ebensowenig der Viruskontrolle nach Absetzen der Therapie.
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S Zusammenfassung

Mit der Einfuhrung der hochaktiven antiretroviralen Therapien wurden Morbiditat und
Mortalitat der HIV-Infektion dramatisch verringert. Das Ziel einer vollstandigen Eradikation
des Virus nach wenigen Jahren Therapie erwies sich jedoch mit den z.Z. zur Verfugung
stechenden Medikamenten als nicht erreichbar. Daher werden weitere Therapieansitze, die
eine immunmodulatorische Komponente beinhalten, in Erwédgung gezogen.

Im Rahmen dieser Dissertation wurde in einer randomisierten, prospektiven Studie der
EinfluB} einer Dreifachkombinationstherapie mit oder ohne adjuvantem Hydroxyurea auf
virologische und immunologische Parameter untersucht. Im Verlauf eines Jahres wurden
dabei die Auswirkungen der Therapie auf die beiden Kompartimente Blut und Lymphknoten
analysiert. Zusatzlich wurde bei einem Teil der Patienten eine kontrollierte Therapiepause
durchgefuhrt und deren Effekte auf HIV-spezifische CTL-Antworten untersucht.

Allgemein kam es unter Therapie zu einer signifikanten Abnahme der Plasmaviramie, die mit
der Verringerung der Immunaktivierung korrelierte. Unter Hydroxyurea wurde ein signifikant
starkerer Abfall der HIV-RNA-Kopien beobachtet, der erwartete Einflufl auf die HIV-DNA-
Beladung blieb jedoch aus. Ebenso zeigte Hydroxyurea keine deutlichen Auswirkungen auf
den Aktivierungsstatus der Lymphozyten.

Der Vergleich zwischen Lymphozyten aus Blut und lymphatischem Gewebe ergab eine
signifikante Korrelation der meisten untersuchten Parameter zwischen PBMC und LNMC,
jedoch waren hiaufig auch signifikante Unterschiede in der Hohe der Expression zu
beobachten. Wahrend Messungen an PBMC also nicht fur die Erstellung eines Gesamtbildes
der Lymphozyten extrapoliert werden konnen, entsprechen Verlaufe in longitudinalen
Studien, die an PBMC untersucht werden, in den meisten Fallen der Situation im
Lymphknoten.

Die durchgefuhrte Therapieunterbrechung fuhrte bei allen Patienten zu einem Wiederanstieg
der Plasmaviramie auf pratherapeutische Werte und korrelierte mit der Immunaktivierung.
Parallel dazu konnte auch eine Verstarkung der HIV-spezifischen CTL-Antworten gemessen
werden. Diese war jedoch nur relativ: bei longitudinaler Betrachtung der HIV-spezifischen
CD8" T-Zellen zeigte sich, dal auch vor Therapiebeginn die CTL-Antwort deutlich starker
war als zu Therapiestop, so dal} die in der Therapiepause gemessenen HIV-spezifischen
Lymphozyten wie die Viruslast den vor Einfuhrung der Therapie etablierten Setpoint wieder

erreichten. (d.h. es kommt weder zu einer Veranderung des individuellen virologischen noch
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des immunologischen ,,set points*, der wahscheinlich in der Fruhphase der Infektion
determiniert wird und durch bisherige Therapien unbeeinfluf3t bleibt.)

Insgesamt zeigte sich, daB Hydroxyurea keine deutliche Verbesserung gegeniiber einer
klassischen Dreifachkombination darstellt. Angesichts der Toxizitat (v.a. der theoretischen
Mutagenitat) kommt es daher u.E. als adjvantes Therapeutikum mit dem Ziel einer

Beeinflussung der Virulatenz und/oder der Viruskontrolle nicht in Frage.
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6 Abkurzungsverzeichnis

AICD
AIDS
BrdU
CD
CMV
DC
dATP
DNA
dNTP
DOT
FDC
HAART
HIV
HU
ICS
IEL
IFN-y
IL
LMNC
LTNP
LTR
ml, 3,6,9,12
MHC
NES
NNRTI
NRTI
PBMC
PE

PI
RNA

activation induced cell death

acquired immune deficiency syndrome (erworbenes Immundefizienzsyndrom)
Bromodeoxyuridin

cluster of differentiation

Cytomegalovirus

dendritic cell (dendritische Zelle)

Desoxyadenosintriphosphat

deoxyribonucleic acid (Desoxyribonukleinsdure)
Desoxynukleosidtriphosphat

directly observed treatment (direkt beobachtete Behandlung)
follikulare dendritische Zelle

hochaktive antiretrovirale Therapie

human immune deficiency virus (Humanes Immundefizienzvirus)
Hydroxyurea

intracellular cytokine staining

Intraepitheliale Lymphozyten

Interferon-y

Interleukin

lymph node mononuclear cells (mononukledre Lymphknotenzellen)
long term non progressor

long terminal repeat

Monat 1, 3, 6,9, 12

major histocompatibility complex (Haupthistokompatibilititskomplex)
nuclear export signal (nukleédres Exportsignal)
Nicht-Nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor
nukleosidanaloger Reverse-Transkriptase-Inhibitor

peripheral blood mononuclear cells (mononukledre periphere Blutzellen)
Probenentnahme

Proteaseinhibitor

ribonucleic acid (Ribonukleinsaure)
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RRE rev responsive element

RTE recent thymic emigrant

SFC spot forming cell

STI structured treatment interruption (strukturierte Therapieunterbrechung)
RT reverse Transkriptase

S/B Screening/Baseline

TAR transactivating response element

Tat transactivator of transcription

TREC T cell receptor rearrangement excision circle

VL Viruslast
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