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Einleitung 1

1. Einleitung

1.1. HIV - Erstbeschreibung und Epidemiologie

Als pathologisches Agens der bis dahin atiologisch unklaren, erworbenen Immunschwéache
AIDS (Aqcuired Immunodeficiency Syndrom) wurde 1983 HIV (Human Immunodeficiency Virus),
zunachst unter den Namen LAV (lymphadenopathy associated virus, Montagnier et al) und
HTLV Il (Human T-lymphotropic virus, Gallo et al), beschrieben. Ende 2000 waren nach
Schatzungen der WHO 36,1 Mio Menschen weltweit mit HIV infiziert, davon 25,3 Mio allein in
Afrika sudlich der Sahara [146]. Aufgrund des Ubertragungsmodus durch Genitalsekrete, Blut
und Blutprodukte sind v.a. Homosexuelle, i.v.-Drogenabhéngige, Empfanger von
Blutbestandteilen (in abnehmendem Anteil), aber zunehmend auch Heterosexuelle, Frauen in
steigender Zahl, betroffen.

1.2. Das HI-Virus

Das CD4-Molekll wurde schon friih als notwendiger Rezeptor fir die Bindung von HIV-1, HIV-2
und SIV an die Zielzelle identifiziert [29]. CD4 wird v.a. von T-Helfer-Lymphozyten und in
geringerer Dichte auf Makrophagen, Monozyten, Dendritischen Zellen und Mikrogliazellen
exprimiert. Funktionell ist der Co-Rezeptor CD4 auf T-Zellen Teil des TCR/CD3-Komplexes,
bindet an HLA-Klasse Il, das von APC und B-Zellen exprimiert wird, und trégt so zu einer
Aktivierung der T-Zellen bei. Neben CD4 sind weitere Rezeptoren notwendig, um eine Fusion
von HIV mit der Wirtszelle zu ermdglichen. Die bekanntesten sind CXCR4 und CCRS5. In der
frihen Infektion dominieren HI-Viren, die vornehmlich Gber CCR5 mit der Wirtszelle fusionieren
(sog. R5-, Non-syncycien-induzierende- oder makrophagotrope Stdmme), spater sog. X4-
Stamme mit hohen Replikationsraten, lymphotrope oder syncytiuminduzierende Stadmme
genannt. Retroviren sind dadurch charakterisiert, dass ihr in Form von RNA vorliegendes
Genom mit Hilfe einer viruseigenen Reversen Transkriptase (RT) in DNA umgeschrieben und in
das Wirtsgenom integriert werden kann. Die Aktivitdt der RT ist vom Aktivierungsstatus der
Wirtszelle abhéngig [132]. Inhibitoren der RT verhindern durch Hemmung der DNA-Synthese
und der reversen Transkription die aktive Virusreplikation. Durch Transport des
Préaintegrationskomplexes durch Gag p17, Vpr und Integrase gelangt Virus-kodierende DNA in
den Nucleus. Die Insertion in Form der vollstandigen viralen DNA ist Voraussetzung fur die
Etablierung des replikationsfahigen Provirus. Nicht integrierte DNA besitzt eine Halbwertzeit von
nur wenigen Tagen [153, 125]. Die Expression der HIV-Gene wird durch komplexe Interaktion
von cis-aktivierenden, viralen und zellularen Faktoren beeinflusst. In ruhenden Zellen liegt die
DNA extragenomisch vor, kann aber im Rahmen eines Aktivierungsereignisses weiter

prozessiert und integriert werden [18]. Promoter-Sequenzen k&énnen durch Bindung von
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wirtseigenen Regulatorproteinen (zellulare Transkriptionsfaktoren: NFkB, Spl) verstarkt werden.
Co-Infektionen mit anderen Viren (CMV, EBV, HHV-6, HSV-1, HSV-2) kénnen auf diesem Wege
Replikationssignale an den Promoter/Enhancer-Region des Provirus verstarken [60, 23]. Virale
Proteine werden im Cytoplasma durch eine viruseigene Protease gespalten, zu Virionen
arrangiert und durch ,Budding“ aus der Wirtszelle ausgeschleust. Eine infizierte Zelle
synthetisiert pro Infektionszyklus ca. 10° Viruspartikel, von denen aber nur wenige infektiés sind
[34]. Durch den therapeutischen Einsatz von Inhibitoren der Protease kann der Anteil nicht-
infektidser Partikel noch erhdht werden.

1.3. Der natirliche Krankheitsverlauf der HIV-Infektion

Der natirliche Krankheitsverlauf der Infektion ist durch die kontinuierliche Replikation von Viren
im lymphatischen Gewebe, dem priméren Zielorgan der Infektion, charakterisiert. Die
Replikation geht mit einer Aktivierung von CD4+ Lymphozyten, Einwanderung von cytotoxischen
T-Zellen (CTL) in die Keimzentren der Lk, der follikularen Hyperplasie mit nachfolgender
Zerstdrung des Netzwerkes der Follikularen Dendritischen Zellen (FDC) und konsekutiv mit
einer fortschreitenden CD4+-T-Zelldepletion einher. Klinisch spiegelt sich dies in einer
Verminderung der CD8+-T-Zell vermittelten zytotoxischen Immunantwort und Stérung der
Immunglobulinsynthese wieder. Die HIV-spezifische Immunantwort ist breit, kann aber die Virus-
replikation in den meisten Féllen nicht kontrollieren [70, 101, 107]. Opportunistische Infektionen
sind im Vollstadium von AIDS die Folge. Moderne antiretrovirale Therapien haben geholfen, die
Virusreplikation zu begrenzen, den CD4-Zellverlust zu limitieren und die Mortalitat zu senken.
1.3.1. Die primére HIV-Infektion, klinische Befunde

Retrospektiv beschreiben 50-93% der HIV-Infizierten in der Zeit der Serokonversion ein Stadium
akuten Krankheitsgefiihls [26, 33]. Das Intervall zwischen Infektion und dem Auftreten Kklinischer
Symptome variiert bei den meisten Pat. zwischen zwei und acht Wochen, kann aber auch
subklinisch verlaufen. Die Symptomatik der priméren HIV-1-Infektion werden als vergleichbar
denen einer Mononukleose oder Virus-Grippe beschrieben. Lymphadenopathie, Fieber und
Nachtschweil} stellen die am haufigsten beschriebenen Symptome dar. Die CD4+-T-Zellen sind
unter die Normalwerte von 800-1000/ul erniedrigt, steigen spéter wieder an, erreichen aber
meist ihren Ausgangswert nicht. Die Zahl der CD8+ T-Zellen im Blut steigt dagegen und bedingt
eine Inversion der CD4/CD8-Ratio charakteristischer Weise auf unter 1 [96, 105]. Drei bis sechs
Monate nach Infektion erreicht die Viramie ein konstantes Niveau (,virologischer setpoint),
welches einem Eqilibrium zwischen Virusproduktion und Elimination entspricht und
interindividuell stark variiert, intraindividuell aber relativ stabil ist. Interindividuelle Unterschiede

der HIV-spezifischen Immunkompetenz tragen ihren Anteil dazu bei (,immunologischer
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Setpoint®). Es konnte gezeigt werden, dass das Niveau der Viramie ca. sechs Monaten post
infectionem die Prognose bzgl. klinischer Komplikationen entscheidend mitbestimmt [88].

1.3.2. Die primére HIV-Infektion, Immunologie

Die Mehrzahl der HIV-Infektionen wird (ber Geschlechtsverkehr und somit durch
Schleimhautkontakte Ubertragen. Experimente mit SIV-infizierten Affen [63, 126, 128] lassen
darauf schlieRen, dass Dendritische Zellen (DC) in der Lamina Propia der Schleimh&ute (z.B.
unterhalb des cervicovaginalen Epithels, aber auch orale, nasopharyngeale oder rektale
Mukosa, s. Abb. 1, S. 4) zu den ersten Zellen gehéren, die mit dem HI-Virus in Kontakt treten.
Diese kbnnen selbst infiziert werden [63]. Neuere Arbeiten [46] konnten zeigen, dass HIV aber
auch tber Gp 120 an einen Rezeptor Dendritischer Zellen (DC-SIGN) gebunden werden kann,
ohne prozessiert zu werden. Virionen werden rezeptorgebunden in regionare Lymphknoten
transportiert, wo DC-SIGN mit ICAM 3 auf CD4+ Zellen in Kontakt tritt, HIV in enge réaumliche
Néhe zu Fusions-Rezeptoren bringt und so eine Infektion von Zellen diesen Phanotyps
katalysiert. Darliber hinaus kommt DC durch die Prozessierung und Prasentation von Ag Uber
MHC Il DC eine Bedeutung in der Initiierung einer HIV-spezifischen Immunantwort zu. Dieser
Vorgang der klonalen Selektion findet vornehmlich in der T-Zell-abhdngigen Zone der
Lymphknoten statt. Selektierte Klone unterstiitzen die B-Zellreifung in Keimzentren der
Sekundarfollikel. Aktivierte T-Zellen beginnen auf sekundére Signale hin (z.B. IL-2) zu
proliferieren und durchlaufen eine Entwicklung zu Effektorzellen, die in einer Veranderungen des
Cytokinprofils (IL-2, IFNy bzw, 1I-4, IL-6, IL10) und des Phanotyps erkennbar wird. Es kommt
zum Wechsel der CLA- (Common leucocyte antigen) Isoform. CD45RA wird herunterreguliert
und dafir vornehmlich CD45R0O exprimiert. Als Aktivierungsmarker auf T-Lymphozyten wird friih
CD69, spater CD25 (a-Untereinheit des hochaffinen IL-2-Rezeptors), HLA-DR und (auf CD8+)
CD38 exprimiert. Co-stimulatorische Molekile wie CD28 und Homing-Liganden wie CD62L
werden in reduzierter Dichte gefunden. Auch der Beta-Chemokin-Rezeptor CCR5 wird wahrend
der Zellaktivierung verstarkt exprimiert [9], so dass virusspezifische Zellen in dieser Phase der
Lymphozytenaktivierung selbst zu Ziel-Zellen werden kénnen [114]. Durch diese Veranderungen
des Phanotypus wird auch das Migrationsverhalten der Lymphozyten beeinflusst. Aktivierte
Lymphozyten migrieren in der Folge praferenziell durch parenchymattse Organe (Lunge, Leber
u.a.). Nach Elimination eines Antigens gehen Effektorzellen physiologischer Weise in Apoptose

Uber (Activation Induced Cell Death, AICD), und nur wenige werden zu Memory-Lymphozyten.
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Abbildung 1 : Immunpathogenese der HIV-Infektion.
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Naive Lymphozyten wandern durch efferente Lymphbahnen aus, finden Uber den Ductus
thoracicus Anschluss an die Blutbahn und rezirkulieren Uber HEV in sekundar lymphatische
Gewebe bis sie auf ihr durch den TCR definiertes, spezifisches Antigen treffen.

Das Virus repliziert v.a. in CD4+ Lymphozyten in den Sekundéarfollikeln der lymphatischen
Gewebe [64, 134, 102] und wird von dort aus in die Blutzirkulation abgegeben. So kommt es von
den regionaren Lymphknoten zu einer Streuung der Viren innerhalb des lymphatischen
Gewebes (Lk, Milz, Tonsillen, Peyer'sche Plaques der Darmmukosa) [20, 38, 102] wie auch in
das ZNS. Dieser Vorgang ist vergesellschaftet mit einem temporéren Anstieg von Virus-RNA im
Plasma [128].

1.3.3. Die initiale Viruskontrolle

Verschiedene Komponenten der HIV spezifischen Immunantwort tragen zu der initialen Kontrolle
der Virus-Replikation bei (a) HIV-spezifische Cytotoxizitat durch CTL, (b) HIV-spezifische CD4+
T-Helfer-Zellen, (c) neutralisierende Ak und (d) weitere humorale Faktoren (RANTES, Typ-I IFN,
IFN-y). CD4+ Lymphozyten (ben hierbei eine zentrale Rolle in der Koordination dieser
Mechanismen aus [109].

HIV spezifischen CTL kommt die grof3te Bedeutung in der Kontrolle der Virusreplikation zu. [11,
15, 70, 118]. Sie sind sowohl gegen Struktur- (gag, env), wie auch Regulator-Proteine (tat, rev)
gerichtet [138]. Der Verlust der HIV-spezifischen CTL ist im Laufe der asymptomatischen Phase
mit dem Fortschreiten der Erkrankung assoziiert.

1.3.4. Die Rolle sekundarer lymphatischer Gewebe in der HIV-1 Infektion

Das lymphatische Gewebe stellt, wie zuvor beschrieben, das primare Zielorgan der HIV-
Infektion dar. Das Mikromilieu des Lymphknotens ist durch eine enge raumliche Assoziation von
Ag-prasentierenden Zellen, (Dendritische, B-Zellen, Makrophagen) und Lymphozyten
charakterisiert. In Paracortex und Lymphfollikel des Lk finden sich massenhaft CD4+ Zellen, die
als potentielle Ziel-Zellen fungieren.

Histologische Veranderungen der Lymphknoten-Architektur sind friih als Charakteristika der
HIV-Infektion beschrieben worden. Das FDC-Netzwerk expandiert, und die Follikel werden u.a.
durch B-Zell-Proliferation hyperplastisch, was fir die in vielen Fallen klinisch zu beobachtende
Lymphadenopathie verantwortlich gemacht wird. Es kommt zur Einwanderung von CD8+-T-
Lymphozyten in Paracortex und in Keimzentren, die in letzteren gewo6hnlich nicht zu beobachten
sind. FDC der Keimzentren kdnnen, wie in Versuchen mittels In-Situ-Hybridisierung gezeigt
werden konnte, zellfreies Virus/Virus-RNA zunachst Uiber Komplement-Rezeptoren, spater auch
in Form von Ag-Ak-Komplexen Uber Fc-Rezeptoren binden, ein Mechanismus, der

physiologischerweise in der Generierung und Unterhaltung von Memory-Lymphozyten eine
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wichtige Rolle spielt. FDC kénnen selbst nicht infiziert werden [131], auf diese Weise aber zu
einer Neuinfektion von durch Keimzentren migrierende T-Lymphozyten beitragen. So kann eine
chronische Aktivierung und Infektion auch in Abwesenheit einer de-novo-Synthese unterhalten
werden [38, 57].

Die meisten infizierten CD4+ sind aktivierte Zellen, die innerhalb weniger Tage zu Grunde
gehen. Der Anteil der in Apoptose befindlichen Lymphozyten ist hoch. Wenige Lymphozyten
differenzieren zu Memory-Lymphozyten und kénnen zu ruhenden, infizierten Gedachtnis-Zellen
revertieren [50]. Diese kdnnen entweder in die Peripherie ausgeschleust werden oder in latent
infizierter Form in den Keimzentren verweilen. In vitro ist es mdglich, in diesen durch Cytokin-
Stimulation eine Virus-Replikation zu induzieren [43, 150].

1.3.5. Die Phase der klinischen Latenz

Nachdem eine chronische Infektion etabliert ist, treten Pat. in eine Phase ein, die klinisch wenig
symptomatisch verlauft und ohne Therapie sieben bis zehn Jahre andauert. Eine persistierende
Lymphadenopathie ist haufig. Es wird in dieser Phase fast regelhaft HIV-1-RNA im Plasma
nachgewiesen werden. Nur wenige der zirkulierenden T-Helfer-Zellen im Blut sind infiziert [41].
Die Zahl der CD4+ Zellen im Blut zeigt sich nur wenig vermindert. Besonders CD4+ Zellen in
Keimzentren, aber auch in T-Zell-abhdngigen Zonen der Lk, wie auch in deren Korrelaten in
Peyer'sche Plaques, MALT, Waldeyer'schem Rachenring, Tonsillen, Adenoiden und der Milz,
tragen Kkontinuierlich zu einer de-novo-Synthese bei [38, 102]. Mit diesen Befunden
einhergehend beobachtet man auch grundlegende morphologische Veranderungen innerhalb
des Lk. Es kommt jetzt aus weitestgehend unbekannten Grinden zu einer fortschreitenden
Zerstorung des FDC-Netzwerkes und spéter zur vollstandigen Involution der Keimzentren [102].

1.3.6. Progression zu AIDS

Der Grof3teil der mit HIV-1 Infizierten entwickelt, je nach virologischen und individuellen
immunologischen  Voraussetzungen, mit einem  T-Zell-Verlust einhergehend die
Immunschwéache AIDS. Ohne eine ART (Antiretrovirale Therapie) entwickeln Infizierte diese
nach im Median 10 Jahren [78] und bei Zellzahlen von im Median 50 CD4+ Lymphozyten/ul
[133]. Diese Zeitspanne variiert interindividuell jedoch. Es werden Krankheitsverlaufe
beobachtet, die rapide innerhalb von ein bis zwei Jahren zu AIDS fuhren (,fast-progressors),
und solche, bei denen die Pat. ber zehn Jahre mit relativ stabilen CD4+-Zellzahlen leben, ohne
Symptome zu zeigen (,longterm-non-progressors”, LTNP) [77].

Die genetische Variation der HIV-Stamme in einem Individuum steigt mit der
Krankheitsprogression. Das Erscheinen von X4-Stammen mit héheren Replikationsraten in vitro

ist in dieser Phase zu beobachten.
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Das Fortschreiten der Infektion zur manifesten, erworbenen Immunschwéche, wie sie sich mit
dem Auftreten von opportunistischen Infektionen (wie typische und/oder atypische
Mycobakteriosen, Candidosen, Pneumocystis Carinii Pneumonien, cerebrale Toxoplasmose,
Salmonellosen, Mikrosporidien, Makrosporidien, CMV-Retinitiden, HSV/CMV-Encephalitiden,
Cryptosporidiose, Kryptokokkose), Malignomen und neurologischen Symptomen prasentiert, ist
charakterisiert durch den Anstieg der Virdmie, Verlust von CD4+ Zellen, Untergang der Lk-
Architektur, reduziertes Ansprechen auf Ag, dem Verlust der Ag-Bindung im Lk Gber FDC sowie
einer Abnahme der HIV-spez. CTL-Antwort. CD4+ Lymphozyten im lymphatischen Gewebe
sind, bei stetig fallenden T-Helfer Zellzahlen im Blut, bis in die spate Infektion hinein jedoch
konstant.

1.3.7. CD4-Zellverlust

Die genauen Mechanismen, die zum Verlust der CD4+ Lymphozyten beitragen, sind noch
immer nicht hinreichend geklart.

Der Verlust der CD4 kdnnte durch den cytopathischen Effekt des HIV selbst verursacht werden.
Die Zahl der infizierten T-Helfer-Zellen ist jedoch zu klein, um diesen hinreichend zu erklaren.
Nach wie vor besteht so das Paradoxon, dass wenig infizierte Zellen (ca. 0,1%) zum vdlligen
Kollaps des Immunsytems fiihren. Der Abfall der im Blut zirkulierenden CD4+ Lymphozyten
wurde v.a. auf einen gesteigerten Umsatz zurickgefuhrt [60, 102, 139]. Es wurde unter
Verwendung mathematischer Modelle fur die chronische HIV-Infektion ein bis zu 70 fach
erhdhter Zellumsatz von CD4+ Zellen beschrieben [61, 142]. Diese Daten berechnen die
Zerstdérung und Regeneration von 10° Zellen/Tag. Der erhdhte Umsatz wiirde demnach letzten
Endes, eine endliche Regenerationskapazitat vorausgesetzt, zu einer Erschépfung dieser und
damit zu den beobachteten T-Zellverlusten, fihren. Der Verlust von CD4+ Lymphozyten kann
aber auch Ausdruck einer insuffizienten Produktion in priméar lymphatischen Organen sein. Es
konnte ein Verlust naiver (CD45RA+) CD4+ [135] und CD8+ [107] Lymphozyten gefunden
werden, der auf einen suppressiven Einfluss von HIV auf priméare lymphatische Organe
(Thymus, Knochenmark) zurtickgefihrt wurde [65]. Die Umverteilung von Lymphozyten aus dem
Blut in lymphatisches Gewebe, das sog. Lymphozyten-,Trapping“ [51], kann in der chronischen
Phase der Infektion einen Beitrag zu reduzierten Zellzahlen im Blut liefern, ohne einen erhéhten
Zellumsatz annehmen zu missen [111].

Noch bevor es zum terminalen Abfall der Tyere-Zellen und der Progression zu AIDS kommt,
konnen funktionelle Defekte wie die reduzierte Synthese von IL-2 [148] und in der Erkennung
von Recall-Ag gezeigt werden [120]. Dies deutet daraufhin, dass v.a. die praferentiell infizierten

Gedachtniszellen (phanotypisch CD45R0O+) in ihrer Funktion gestort sind.
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1.4. Prognostische Marker

CD4-Zellzahl im Blut und Hohe der Viruslast [88] gelten als zuverlassige Parameter in der
Einschatzung des Erkrankungsstadiums. Sie stellen wichtige Gré3en in der klinischen Praxis im
Hinblick auf die Initiierung einer Therapie und im Therapiemonitoring dar.

HIV-Replikation ist mit einem Status der chronischen Immunaktivierung assoziiert.
Immunaktivierung konnte als unabhangiger prognostischer Parameter identifiziert werden [10,
47, 79]. Humorale (32-Microglobulin, Neopterin) wie auch zellulare Marker der Immunaktivierung
(CD45R0, HLA-DR) stellen sich mit zunehmender Dauer der Infektion erhéht dar [7, 13, 48]. Die
Expression von CD38 [79], HLA-DR [84] und das Fehlen von CD28 [21, 53, 66] auf CD8+ - nicht
jedoch der Aktivierungsstatus der CD4+ T-Lymphozyten [47] - sind als prognostischer Marker
beschrieben worden. Sie Ubertreffen die Messung der CD4-Zellzahl, einigen Autoren zufolge, in
ihrem pradiktiven Wert [10, 84]. CD8+CD28- sind z.T. mit einer cytotoxischen Effektor Funktion
[5, 44] und mit HIV spezifischer Aktivitat [62] assoziiert. Auch die CD38+ Expression auf CD8+
korreliert mit CTL Aktivitat [137]. Eine chronische zellulare Aktivierung (V.a. CD4+) begunstigt
eine erhdhte HIV-Replikation, welche wiederum zu weiterer Aktivierung und in der Folge zur
Krankheitsprogression beitragt. Chronische Infektionen wie TBC, HSV, Influenza und/oder eine
parasitdre Besiedlung [23] tragen zu einem beschleunigten Krankheitsverlauf bei [8]. Eine breite
Immunaktivierung resultiert in Anergie und AICD. Immunaktivierung kann so, im Rahmen der
Induktion eines gesteigerten Zellumsatzes von T-Helfer-Zellen, zu dem Bild der durch HIV
induzierten Immundefizienz beitragen.

1.5. Therapie der HIV- Infektion

Zur Zeit der hier dargestellten Studie waren antiretrovirale Medikamente aus zwei Stoffgruppen
zur Therapie der HIV-infektion zugelassen: Nukleosidale Reverse Transkriptase- (NRTI) und
Protease-Inhibitoren (PI).

Erstere konkurrieren nach Phosphorylierung zu Triphosphaten mit den Nukleotiden des Wirtes
um die Bindung an die Reverse Transkriptase. Der Einbau der Metaboliten in die DNS fihrt in
der Folge zu einem vorzeitigen Kettenabbruch. NRTIL.s kénnen so kaum Einfluss auf die
Virusproduktion aus bereits infizierten Zellen nehmen, sehr wohl jedoch auf eine Neuinfektion.
Protease-Inhibitoren wirken tber eine Hemmung der HIV-Protease, deren Funktion es ist, die
viralen Polyproteine in funktionsfahige Endprodukte zu spalten. Dieser Vorgang lauft wahrend
oder kurz nach dem Ausknospen des Virus von der Wirtsmembran ab. Die Hemmung der HIV-
Proteasen hat die Bildung von unreifen, nicht infektidsen Virionen zur Folge. In verschiedenen
Arbeiten konnte ein positiver Effekt dieser Therapeutika auf die Reduktion der Plasma-Viruslast
und den Anstieg der CD4-Zellzahl gezeigt werden [4, 24, 68, 73, 103].
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1.6. Rationale einer Therapie mit Interleukin-2

Interleukin-2 ist ein pleiotropes Zytokin mit regulierendem Effekt auf eine Reihe von Leukozyten-
Linien und wird als primarer Wachstumsfaktor fir T-Zellen angesehen [123]. Interleukin-2 ist ein
gut untersuchtes 15-20 kDa Glykoprotein. Es wird von aktivierten T-Lymphozyten (CD4+ und
CD8+) sezerniert und reguliert auto- und parakrin Wachstum und Differenzierung von CD4+ T
Zellen selbst [119, 123], B- und NK-Zellen [80]. Sein Rezeptor ist ein Heterotrimer, bestehend
aus einer a—, - und y-Kette. Die Anwesenheit der a-Kette (CD25) resultiert in der hdchsten
Affinitat fir den Liganden, die 1000-fach Uber der des Rezeptor in Form des By-Dimers liegt. Der
niedrig-affine Rezeptor wird von naiven Lymphozyten (und NK-Zellen) exprimiert, ein
Aktivierungssignal resultiert in der Expression der a-Kette. Rekombinantes IL-2 besitzt nach
subkutaner Applikation eine HWZ von 3 Stunden. Es ist fur die Therapie des
Nierenzellcarcinoms zugelassen und besitzt dort seine Berechtigung in der Expansion
tumorspezifischer CTL [110].

Sekundare und tertiare Cytokine (TNF-a, IFN-y u.a.), von NK-Zellen und Makrophagen
synthetisiert, werden im Menschen fiir systemische Symptome (Abgeschlagenheit, Ubelkeit,
Fieber und ,capillary leak") verantwortlich gemacht, die zumeist dosisabhangig sind. Das
Regime, welches in der hier vorgestellten Studie gewahlt wurde, entspricht dem einer
intermedidren Dosierung, die - aufgrund der im Vergleich zu einer Ultrahochdosis- oder
Hochdosis-Therapie (150 bzw. 15 Mio/d) weniger ausgepragten Nebenwirkungen - ambulant
durchfihrbar ist [31, 76]. Die Applikation in subkutaner Form hat sich als gut vertraglich und in
der Wirkung auf CD4 Zellzahlen als der der intraventsen ebenbrtig erwiesen [76].

Wie zuvor erwahnt, ist eine Verschiebung des Cytokinprofils von einem TH;- (IL-2, IFNy) zu
einem TH,-Profil (IL-4, IL-6, IL-10) im Rahmen der HIV-Infektion beschrieben worden. Dieser
soll zu der zu beobachtenden zelluldren Immundysfunktion bei erhéhter humoraler
Immunstimulation in Form einer HypergammaglobulinAmie und Eosinophilie beitragen. Eine
Therapie mit IL-2 kdnnte so helfen, das IL-2-Defizit zu reduzieren, eine zellulare Immunantwort
zu mediieren und reziprok die Ausschittung von Zytokinen des TH,-Profils zu limitieren.

Es konnte im Mausmodell (LCMV) die Wichtigkeit des Cytokins in der Generierung und
Erhaltung einer virusspezifischen CTL-Aktivitdt gezeigt werden [28]. IL-2 verstarkt die durch
CD8+ Lymphozyten des Blutes (PBMC) und des Lymphknotens (LNMC) mediierte Supression
einer HIV-Replikation durch Expansion von CTL und durch humorale Faktoren [69]. Die
Rationale einer immunmodulatorischen Therapie liegt aber v.a. darin begrindet, dass die CD4+
Zellzahl mit HAART allein nur langsam regeneriert werden kann. Therapien, die die Expansion

reifer Lymphozyten unterstiitzen, sollten ein breites Immunrepertoire erhalten helfen [25].
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Interleukin-2 ist in der HIV-Infektion bereits in verschiedenen Kkleineren Studien in
unterschiedlichen  Zyklus-Intervallen [71, 119, 122] wund Dosierungen [31, 80],
Applikationsformen [71, 76], in frGhen [80, 121] und in fortgeschrittenen Stadien [121, 3, 83] in
Kombination mit NRTI, seltener mit PI, untersucht worden. Das lymphatische Gewebe ist bisher

nur selten [155] untersucht worden.
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2. Fragestellung

CD4 Zellverlust, Chronische Immunaktivierung, sowohl der CD4+ wie auch der CD8+ T-
Lymphozyten, und kontinuierliche Virusreplikation im lymphatischen Gewebeder sind
Charakteristika der Infektion mit HIV [40]. Die persistierende Immunaktivierung verstarkt die
Immundefizienz und hat entscheidenden Anteil an der Immunpathogenese der HIV-Infektion
[39, 49, 101, 153].

Es soll hier untersucht werden, ob eine Beziehung zwischen Ho6he der Viruslast und
zellularen  immunologischen Parametern (CD4-/CD8-Zellzahl, Aktivierungsgrad und
Proliferation) vor Einleitung einer Therapie besteht.

Es soll beurteilt werden, ob der Umsatz der T- und B-Zellen in der chronischen HIV-Infektion
auch im lymphatischem Gewebe Uber das MalR in einer HIV negativen Kontrollgruppe
gesteigert ist.

Es soll untersucht werden, ob eine immunmodulatorische Therapie mit IL-2 héhere CD4-
Zellzahlen im Blut generiert als eine HAART allein und ob auch im Lymphknoten der Anteil
der CD4-Zellen gesteigert werden kann.

Es soll untersucht werden, welche Subpopulationen, naive oder Effektor-/Memory, unter den
beiden Therapieansétzen zu einem Anstieg der Zellzahlen beitragen.

Es soll beurteilt werden, inwieweit der Grad der Immunaktivierung durch HAART % IL-2
beeinflusst wird und ob das Niveau einer HIV negativen Normalkontrolle erreicht werden
kann.

Es ist ein Ziel dieser Arbeit zu erarbeiten, ob der Anteil proliferierender Zellen unter HAART
abnimmt und ob eine Normalisierung der Fraktion proliferierender LNMC und PBMC bei
suppremierter Virusreplikation erreicht werden kann.

Es soll ausgehend von der Phanotypisierung der generierten Zellen der therapeutische
Nutzen einer immunmodulatorischen Therapie im Hinblick auf eine Immunrekonstitution

gegeniiber HAART kritisch bewertet werden.
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3. Patienten, Material und Methoden

3.1. Patientenrekrutierung und Studiendesign

3.1.1. Patienten

Die hier vorgestellten Pat. wurden in der Infektionsambulanz der Medizinischen Poliklinik des
Universitatsklinikum Eppendorf (UKE) und den HIV-Schwerpunktpraxen in Kiel, Lubeck,
Hannover und Hamburg im Zeitraum zwischen Juni 1997 und Oktober 1997 fir die sog.
COSMIC-Studie (Cooperative Study on Immune Modulation of Immunity and Chemotherapy)
rekrutiert. Diese offene, randomisierte, Phase Il Multicenter-Studie war unter der
Fragestellung konzipiert worden, welche antiretroviralen und immunologischen Effekte eine
Kombinationstherapie mit den NRTI Stavudin (d4T, Zerit®) und Lamivudin (3TC, Epivir®),
sowie mit den PI Saquinavir (Invirase®) und Nelfinavir (Viracept® mit und ohne zusétzlicher
Gabe von r-Interleukin-2 (Aldesleukin, Proleukin®) s.c. habe. Eine Genehmigung durch die
Ethikkomission der Arztekammer Hamburg lag vor.

In dieser Arbeit wurden die Daten von 31 Pat. (29 Manner und 2 Frauen) analysiert.
Insgesamt wurden 55 Pat. in die Studie eingeschlossen.

Nach Sicherstellung der Einschlusskriterien (s. Tab. 1, S. 13) wurde den Pat. in
Lokalanasthesie ein axillarer Lymphknoten entnommen. AnschlieBend wurden sie in einen

der beiden Therapiearme randomisiert.

1. mit:

Stavudin 2 x 30-40mg oral beginnend an Tag 0

+ Lamivudin 2 x 150 mg oral beginnend an Tag 0

+ Saquinavir 3 x 600 mg oral beginnend an Tag 0 (3 x 3 Kapseln a 200 mg)
+ Nelfinavir 3 x 750 mg oral beginnend an Tag 0 (3 x 3 Kapseln a 250 mg )

2. mit zusatzlich:

Aldesleukin 9 MU s.c. fir 5 Tage im Abstand von sechs Wochen in acht Zyklen, beginnend
an Tag 28.

3.1.2. Normalkontrollen

10 HIV-seronegative Personen im Alter zwischen 21 und 44 Jahren, 9 Ménner, 1 Frau,
dienten als Normalkontrollen fur PBMC.

Lymphknotenbiopsien aus Operationsmaterial von HIV-negativen Pat. (n=5) der Klinik far
Chirurgie des UK Eppendorf unter Ausschlu® von Entziindungen und Tumorerkrankungen

dienten als LNMC-Kontrollgruppe.
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Tabelle 1: Ein- und Ausschlusskriterien der COSMIC-Studie.

Einschlusskriterien

Ausschlusskriterien

- Alter der Pat. zwischen 18 und 70 Jahren

- Asymptomatischer klinischer Status

- Nachweisbare HIV-Plasmaviramie

- CD4+ Lymphozytenzahl Giber 350 Zellen/l bei Einschluss
und in drei Monaten vor Einschluss

- Nachgewiesene HIV-1-Infektion

- Schriftliche Einverstandniserklarung

- Erwartete Lebenserwartung tiber 4 Wochen

- Negativer Schwangerschaftstest bei Frauen innerhalb
einer Woche vor Studienbeginn

- Innerhalb vier Wochen vor Studienbeginn keine
antiretrovirale Therapie

- Bekannte oder vermutete Unvertraglichkeit fiir eine der
Substanzen

- Bei vorbehandelten Pat. vorherige Einnahme von
Didanosin (DDI), Stavudin (d4T) oder Lamivudin (3TC)

- Vorherige Einnahme eines Protease-Inhibitors

- Akute behandlungsbediirftige Infektion oder Tumor

- Andere schwere Begleiterkrankungen
- Aktive Hepatitis B oder C-Infektion
- Sehr schlechte Venenverhéltnisse

- Akute Durchfallserkrankungen

- Anomalien in Klinik oder Labor vom WHO-Grad Il oder
IV innerhalb 4 Wochen vor Studienbeginn

- Angeborene oder erworbene hdmorrhagische Diathesen
- Begleitende immunmodulatorische Therapien ( z.B. -
Interferon, Corticosteroide, Chemotherapeutika )

- Schwangere, bzw. stillende Frauen, keine sichere
Kontrazeption

- Teilnahme an anderen Therapiestudien innerhalb 30
Tagen vor Aufnahme in die Studie

- Unfahig, das aufgeklarte und informierte Einverstandnis
zu geben

- Begriindete Zweifel an der Therapietreue (Compliance)
- Begleitende Therapien mit inhibierender oder
induzierender Wirkung auf mikrosomale Leberenzyme
(wie z.B. Rifabutin, Rifampicin, Phenytoin) oder
Kumulationsrisiko anderer Medikamente (wie z.B.
Astemizol, Terfenadin)

- Zeichen einer peripheren Polyneuropathie

- Signifikante kardiopulmonale oder renale
Begleiterkrankung

- Zustand nach Organtransplantation

3.2. Aufarbeitung der Mononuklearen Zellen

3.2.1. Zeitpunkte der Probenentnahme

Sowohl zum Zeitpunkt des Screening als auch in kurzer zeitlicher Nahe zur ersten

Lymphknotenentnahme, aber vor Beginn der Therapie, sowie im Folgenden an Tag 14 der

Therapie, nach 28 Tagen und jedem weiteren Monat wurden sowohl die Viruslast (Roche

Amplicor®), als auch absolute CD4- und CD8- Zellzahlen durchflusszytometrisch aus Vollblut
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bestimmt. Zusatzlich wurden zur Aufarbeitung von mononukleéren Zellen des Blutes (PBMC)
zu jedem Termin 40 ml Vollblut in CPT (cell-preparation-tubes®, BD Leimen) asserviert.
Nachdem die Viruslast in dem hier verwendeten Test (Roche Amplicor®) mindestens 6
Monate unter der Nachweisgrenze von 25 RNA-Kopien pro ml verblieben war, wurde eine
zweite Lymphknotenentnahme vorgenommen und erneut LNMC isoliert.

3.2.1. Aufarbeitung von PBMC

CPT® wurden nach den Angaben des Herstellers verwendet. Durch 20 miniitige
Zentrifugation bei 1500g und Raumtemperatur wurden PBMC von Erythrozyten und
Granulozyten getrennt. Nach einem Waschschritt mit PBS (1x) in 50ml Endvolumen und
erneuter Zentrifugation fir acht Minuten bei 580g (1800 Rpm) und 4°C wurde das Zellpellet
in 5 ml RPMI-1640-Zellmedium resuspendiert. Nach einer apparativen Zellzahlbestimmung

wurden die PBMC zu 5x10° pro ml Zellsuspension mit

Einfriermedium: 30% RPMI 1640-Zellmedium (Amimed)
30% Gelifundol
(Oxypolygelatine, Biotest GmbH, Dreieich)
20% DMSO
(Methylsulfoxid Dimethylsulfoxid, Fluka Chemika)
20% FCS (Fotales Kalber Serum)

im Verhaltnis 1:1 gemischt, zligig in einen Thermoregulator Uberfihrt und bei -80°C 24 h
aufbewahrt. Die Zellen wurden anschliessend bis zu ihrer weiteren Aufarbeitung in fliissigen
Stickstoff asserviert.

3.2.2. Aufarbeitung von LNMC

Zur Analyse der Lymphozyten des Ilymphatischen Gewebes wurden vollstandige
Lymphknotenbiopsien verwendet. Anders als Feinnadelpunktionen aus Darm oder Tosillen
ist die Wabhrscheinlichkeit, reprasentatives Gewebe zu treffen, ungleich hoéher und
ermoglicht die Gewinnung gréRRerer Zellmengen.

Lymphknoten wurden jedem der Pat. an zwei Zeitpunkten durch einen Mitarbeiter der
Abteilung fir Chirurgie des Universitatskrankenhauses Eppendorf (UKE), Hamburg, in
Lokalanasthesie aus der Axilla enthommen und bei 4°C in 0,9%iger NaCl Ldsung
transportiert. Ohne Unterbrechung der Kihlkette wurde die Lymphknoten weiterverarbeitet.
Durch mechanische Desintegration wurden LNMC in RPMI-Zellmedium in Suspension
genommen. Durch Pipettieren der Suspension Uber einen 70um Falcon-Filter wurde ein
Ubertreten groRerer Gewebsstiicke verhindert. Die Zellsuspension wurde nun vergleichbar
den PBMC bei 4°C, 1800 Upm (entspr. 580g), 8 min. zentrifugiert, dekantiert und in 5ml
Kulturmedium resuspendiert. Im Folgenden wurden 5 x 10° Lymphozyten pro
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Einfrierréhrchen mit Einfriermedium (s.0.) im Verhdaltnis 1:1 gemischt. Nach 24 Stunden bei
—-80°C wurden die PBMC in flussigem Stickstoff transferriert und dort bis zu ihrer
Verwendung aufbewahrt.

3.3. Vorbereitung der Lymphozyten fur die Durchflusszytometrie

Untersuchungen wurden als Drei- und Vierfarben-DurchfluBzytometrie auf einem Modell

FACScalibur® (Becton Dickinson , Leimen) durchgefiihrt.

Tabelle 2: Die in dieser Arbeit verwendeten Fluorochrome mit ihren Absorptions- und Emissionsspektren.

Fluorescein (FITC) Phycoerythrin (PE) PerCP Allophycocyanin (APC)
Absorption 420-520 nm 450-580 nm 310-545 nm 530-660 nm
Emission 500-590 nm 550-635 nm 650-690 nm 640-730 nm

3.3.1. Extrazellulare Farbungen
Fir FACS-Messungen wurden zu vergleichende Proben gleichzeitig vorbereitet, im

Wasserbad bei 37°C ziigig aufgetaut und auf Eis mit

Farbemedium: 30% Gelifundol (Oxypolygelatine)

70% RPMI 1640-Medium

gewaschen. Nach Resuspension mit Farbemedium (s.0.) wurden zwischen 1 und 3 x 10°
PBMC pro Farbeansatz eingesetzt. Kommerziell erhhaltliche Antikérper (vgl. Tabelle 3, 4 und
5) wurden in FACS-Rd8hrchen gegeben. Dabei wurden Antikorper stets nach Angaben des
Herstellers verwendet und sorgfaltig mit den Zellen gemischt. Die Zellen wurden daraufhin
25 min. im Dunkeln und bei 4°C inkubiert, anschlieBend zwei Mal mit 1ml PBS (1x)

gewaschen. AbschlieRend wurden die Zellen in

500 pl Fixationsmedium: 1% PFA in PBS (1x)

resuspendiert und innerhalb von 24 Stunden der Messung am Durchflusszytometer
zugefhrt.

3.3.2. Intrazellulare Farbungen

Ki-67 ist ein Proliferationsmarker, der als intranukledres Ag in allen Phasen des Zellzyklus
von G1 bis zur M-Phase exprimiert wird [117]. Zellen wurden abh&ngig von der
Oberflachenfarbung zunachst so behandelt, wie im Abschnitt “extrazellulare Farbung”
dargestellt. Um die Zellmembran zu permeabilisieren wurden die fixierten Zellen einem

weiteren Waschschritt mit PBS (1x) unterzogen und in 1,5 ml
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Farbe-Puffer: 0,1% Saponin
(Guillaja Bark, Sigma chemical, St. Louis)
0,1% BSA (Bovines Serum Albumin)
0,01% Azid
in PBS (1x)

resuspendiert, zentrifugiert (8 min, 4 °C, 580g) und dekantiert. In 100 pl Farbe-Puffer (s.0.)
und somit in Anwesenheit von 0,1% Saponin wurden die Zellen erneut, diesmal in
Anwesenheit von Anti-Ki-67-Ak, 25 min. im Dunkeln und bei 4°C inkubiert.

Tabelle 3: In der FACS-Analyse von PBMC und LNMC verwendete Ak mit Hersteller, Zellklon und Funktion.

Antikodrper Klon detektierte Zellen, Funktion Fluoresenz-Koppelung Quelle

Anti-CD3 SK7 T-Zellen, TCR/CD3 Komplex -PerCP BD, Leimen

Anti-CD4 SK3 T-Helfer-Zellen -FITC, -PerCP,APC BD, Leimen
Co-Rezeptor

Anti-CD8 SK1 Cytotoxische/Supressor - FITC, - PerCP,- APC BD, Leimen
T-Zellen, NK-Zellen

Anti-CD19 4G7 reife B-Zellen - PE BD, Leimen

Anti-CD25 2A3 a- Untereinheit des - PE BD, Leimen

(Anti-IL-2R) hochaffinen IL-2-Rezeptors, spét
auf aktivierten T-Lymphozyten
exprimiert

Anti-CD28 7LX Co-Rezeptor, B7.1,B7.2 auf B- - PE BD, Leimen
Zellen/ APC sind Liganden

Anti-CD38 HB7 Aktivierungsmarker auf T-Zellen, - PE BD, Leimen
NADase

Anti-CD45RA L48 Phosphorylase, 220kd Isoform des - PE BD, Leimen
CLA, naive T-Zellen -FITC Pharmingen

Anti-CD45RO UCHL-1 Phosphorylase, 180kd Isoform des - PE Pharmingen
CD45 CLA, Effektor/Memory-T- -FITC
Zellen

Anti-CD69 L78 fruher Aktivierungsmarker (6h) auf - PE BD, Leimen
T-Lymphozyten

Anti-CD95/FAS DX2 Apoptose-Marker -FITC BD, Leimen

Anti-HLA-DR L243 spéater Aktivierungsmarker (24h) - FITC, - PE BD, Leimen
auf Lymphozyten

Anti-Ki-67, MIB 1 intranukledr, -FITC DAKO, Danemark

Lhuclear antigen* exprimiert in G1 bis Mitose
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Tabelle 4: Antikdrper-Panel zur Farbung von PBMC.

Konjugat PerCP FITC PE APC
1 Anti-Maus-yla Anti-Maus- y 2a
2 Anti CD3 Anti CD4 Anti-CD8
3 Anti CD4 Anti CD62L Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
4 Anti CD8 Anti CD62L Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
5 Anti CD4 Anti-CD45 RO Anti-CD25
6 Anti CD8 Anti-CD45 RO Anti-CD25
7 Anti CD4 Anti- HLA-DR Anti-CD45 RO
8 Anti CD8 Anti- HLA-DR Anti-CD45 RO
9 Anti CD4 Anti-CD57 Anti-CD69
10 Anti CD8 Anti-CD45 RA Anti-CD28
11 Anti CD8 Anti-CD45 RO Anti-CD38
12 Anti CD8 Anti- HLA-DR Anti-CD28
13 Anti CD4 Anti-CD95/FAS Anti-CD28
14 Anti CD3 Anti-Ki-67 Anti-CD19
15 Anti CD4 Anti-Ki-67 Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
16 Anti CD8 Anti-Ki-67 Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
Tabelle 5: Antikdrper-Panel zur Farbung von LMNC.
Konjugat PerCP FITC PE APC
1 Anti-Maus-yla Anti-Maus-y2a
2 Anti CD3 Anti CD4 Anti-CD8
3 Anti CD4 Anti CD62L Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
4 Anti CD8 Anti CD62L Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
5 Anti CD4 Anti- HLA-DR Anti-CD25 Anti-CD45 RO
6 Anti CD8 Anti- HLA-DR Anti-CD25 Anti-CD45 RO
7 Anti CD4 Anti-CD57 Anti-CD69
8 Anti CD8 Anti-CD45 RA Anti-CD28
9 Anti CD8 Anti-CD45 RO Anti-CD38
10 Anti CD8 Anti- HLA-DR Anti-CD28
11 Anti CD4 Anti-CD95/FAS Anti-CD28
12 Anti CD3 Anti-Ki-67 Anti-CD19
13 Anti CD4 Anti-Ki-67 Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO
14 Anti CD8 Anti-Ki-67 Anti-CD45 RA Anti-CD45 RO

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Lymphozyten in 2 ml

Wasch-Puffer:

0,3% Saponin

0,1% BSA (Bovines Serum Albumin)
0,01% Azid

in PBS (1x)

aufgenommen. Dort verblieben sie fir 5 min., um die Zellmembranen abschlieBend so stark

Zu permeabilisieren, dass nicht-antigengebundene Ak aus dem Zellinneren ausgewaschen
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werden konnten. Die Zellen wurden dann zentrifugiert, dekantiert, einmal mit Farbepuffer

(s.0.) gewaschen und anschlie3end in

BSA-Puffer: 0,1% BSA (Bovines Serum Albumin)
0,01% Azid (NaO3)
in PBS (1x)

von Uberschissigen Ak befreit. Abschlie3end wurden die Lymphozyten in 1% PFA fixiert und
innerhalb von 24 Stunden gemessen.

3.4. FACS-Daten-Acquisition

Alle FACS-Messungen wurden auf demselben Gerat (FACScalibur®, Becton Dickinson,
Leimen), durchgefuhrt. Zur Aquirierung und Analyse wurde die vom Hersteller empfohlene
Software  CellQuest™, Version 3.1.3, Becton Dickinson 1997, genutzt.
Instrumenteneinstellungen fur FSC und SSC wurden linear, FL1-H, FL2-H, FL3-H, FL4-H
logarhythmisch gewahlt, Isotypen-Kontrolle wurden in Acquisitions Histogramm verwendet,
um Verstérker einzustellen und um negative Populationen zu definieren. Durch die
Einstellung der Kompensation konnte eine aufgrund Uberlappender Emissionsspektren der
Fluorochrome irrtimlich doppelte Positivitdt der Zellen, vermieden werden. Es wurden fir zu
vergleichende Zeitpunkte identische Geréteeinstellungen gewéhlt. Es wurden stets 10 000

Ereignisse ermittelt.
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Abbildung 2: Beispiel fiir die hier durchgefihrte Form des ,Gating" von Lymphozytensubpopulationen
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3.5. FACS-Daten-Analyse

Die Daten aus der jeweiligen Negativ-Kontrolle dienten dazu, unspezifische Bindung zu
diskriminieren und Quadranteneinrichtung zu optimieren. Alle erfassten Ereignisse eines
Jfile* wurden wie folgt bearbeitet: Es wurde im ,Lifegate” eine Lymphozyten-Region bestimmt
und als Gate 1 definiert, welches fiir vergleichende Datensatze beibehalten wurde. Fir die
weiteren Parameter FLH-1, -2, -3 und —4 wurden ebenfalls Regionen festgelegt und diese in
Verknupfung mit G1 (=R1) als neue Gates definiert (z.B. G2= R2 And G1, G3 = R3 And G1
u.s.w.). In der Analyse wurde, um Anteile einer Merkmals exprimierenden Populatation in
Prozent ausdricken zu konnen, in der Quadranten-Statistik entsprechend auf diese Gates
Bezug genommen (vgl. Abb. 2, S. 19).

3.6. Quadrantenstatistik

Der Statistik zugrunde liegende Werte wurden ermittelt, indem durch eine entsprechende
.Gating“-Strategie die gesuchte Subpopulation in einem Dot-Plot-Diagramm dargestellt und
Prozentanteile mittels Quadrantenstatistik automatisch ermittelt wurden (vgl. Abb. 2, S. 19).
Um absolute Zellzahlen der Subpopulationen CD4+CD45RAhi/ul, CD4+CD45RO0hi/ul,
CD8+CD45RANhi/ul, CD8+CD45R0hi/ul, CD8+CD45R0+HLA-DR/ul, CD8+CD45R0O+CD38+/pl,
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CD4+Ki67+/ul und CD8+Ki-67+/ul zu erhalten, wurden prozentuale Anteile mit den absoluten
Zellzahlen (CD4+ und CD8+) des jeweiligen Zeitpunktes multipliziert.

3.7. Statististische Auswertung

Die Rohdaten wurden zunachst in einer Datenbank (Microsoft-Excel® 5.0) gesammelt. Es
wurden fir jede Grol3e zu jedem Zeitpunkt der Median mit Standardabweichung bestimmit.
Daten fur Lk und PBMC wurden getrennt analysiert. Folgende Analysen wurden
durchgefihrt:

1.) Test auf Homogenitat der Pra-Therapie Werte (Wilkoxon 2-Sample Test).

2.) Test auf Normalverteilung: Bestimmung des PROBN (Probability of normal distributed
values) getrennt nach Zeitpunkten vor und nach Therapie. Bei Werten > 0,2 wurde von einer
Normalverteilung ausgegangen.

3.) Analyse der Differenzen der Werte zwischen Post- und Pra-Therapie auf Signifikanz. Bei
Normalverteilung (PROBN > 0,2) Verwendung von T-Test, bei PROBN < 0,2 Verwendung
des Sign-Test. p-Werte < 0,05 wurden als signifikant angesehen, p-Werte sind als
deskriptive Mal3zahlen aufzufassen.

4.) Korrelationsanalyse flr den Zusammenhang von pra-therapeutischen Daten und der VL
vor Therapiebeginn. Fir die normalverteilten Variablen wurde der Pearson-, fiir nicht
normalverteilte der Spearman-Korrelationskoeffizient angewendet.

5.) Zur statistischen Auswertung zum Vergleich von Patienten-Daten mit denen der

Normalkontrolle vor und nach Therapie wurde durch Mann-Whitney-U-Test angewandt.
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4. Ergebnisse

4.1. Charakterisierung von Patienten in der chronischen HIV-Infektion

Die 31 im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Pat. stellen die ersten von insgesamt 55
Randomisierten dar. Bei ihnen war mit dem jeweiligen Therapie-Regime fiir mindestens
sechs Monate eine Supression der Plasma-Virusbelastung unter die Nachweisgrenze des
Tests (25 RNA Kopien/ml) erreicht worden. 29 Méanner und 2 Frauen mit einem Alter von
Median 32 + 9 Jahren wurden erfasst. Die Viruslast betrug im Median 4,37 log. In der
Untersuchung der Parameter auf Homogenitat vor Beginn der Therapie zeigten sich weder
im Lymphknoten (LK) noch im Blut (PB) signifikante Unterschiede zwischen den
Behandlungsarmen. Vergleich der Baseline-Werte zu Normalkontrolle berechnet durch
Mann-Whitney U-Test.

4.1.1. T-Zell-Subpopulationen in der chronischen HIV-Infektion

4.1.1.1. CD3+CD4+/CD8+ PBMC, in der chronischen HIV-Infektion:  (vgl. Tab. 6, S. 27) Es
bestand bereits in der hier vorgestellten, asymptomatischen Patientengruppe im Vergleich zu
der HIV-negativen Kontrollgruppe (956 + 336/ul, p=0,004) mit 473 + 162/l eine deutliche
CD4+ Lymphozytopenie (s. Abb. 9, S. 38), und mit 959 + 316/ (486 + 148/pl, p<0,001) eine
CD8+ Lymphozytose (s. Abb. 10, S. 38). Es resultierte die Umkehr der CD4/CD8-Ratio (abs.)
auf 0,5 £0,2 (NoK: 1,8 £ 0,54, s. Abb. 8, S. 37). Auch prozentual war der Anteil der CD8+ im
Blut innerhalb der CD3+ T-Lymphozyten gegenlber einem HIV negativen Kollektiv signifikant
erhéht (57+ 11% vs. 35 + 5%, p=0,001) und CD3+CD4+ erniedrigt (41 + 10% vs. 61 + 9%,
p<0,001, s. Abb. 12, S. 39).

4.1.1.2. CD3+ CD4+/CD8+ LNMC, in der chronischen HIV-Infektion : (vgl. Tab. 6, S. 27) Auch im
Lymphknoten zeigte sich der Anteil der CD8+ mit 39 + 11% im Vergleich zu der HIV
negativen Gruppe (24 + 9% p=0,001) erhoht, der Anteil CD4+ Lymphozyten mit 60 + 11%
(Nok: 77 + 9%, p=0,001) signifikant erniedrigt. Absolute Zellzahlen waren im Lk nicht zu
erheben (s. Abb. 11, S. 39).

4.1.2. CD45R0OhiRA- und CD45RA hiRO-T-Zellen in der chronischen HIV-Infektion

4.1.2.1. CD4+ PBMC, CD45ROhiRA- und CD45RAhIRO-. in der chronischen HIV-Infektion:  (vgl.
Tab. 7, S. 29) Im Hinblick auf die Expression der CDA45-Isoformen bestanden vor
Therapiebeginn bereits statistisch signifikante Unterschiede zu der Kontrollgruppe. Der Antell
des Effektor/Memory-Phanotyps (CD45RONiRA-) der CD4+ T-Lymphozyten war mit 36 + 10%
im Vergleich zu der Kontrollgruppe (NoK: 28 + 8%, p=0,093) erhdht (s. Abb. 17, S. 41).
Reziprok waren Zellen des naiven Phanotyps CD4+CD45RAhIRO- des Blutes mit 41 + 11%
erniedrigt, ohne dass dieser Unterschied signifikant gewesen ware (NoK: 48 + 9%, p=0,130).
In absoluten Zellzahlen jedoch waren CD4CD45ROiRA- (155 + 75/ul vs. NoK: 259 + 70/ul,
p=0,002), ebenso wie CD4+CD45RAhIRO- PBMC (187 + 8dul vs. NoK: 435 =+ 226/pl,
p=0,001, s. Abb. 18, S. 41) hochsignifikant reduziert.
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4.1.2.2. CD4+ LNMC, CD45ROhiRA- und CD45RAhiRO-, in der chronischen HIV-Infektion : (vgl.
Tab. 7, S. 29) Anders als im Blut prasentierte sich der grofdte Teil (40 + 13%) der CD4+ im Lk
phénotypisch als naiv (CD4+CD45RAhIRO-) (s. Abb. 21, S. 43), ein Anteil héher als der in
der Normalkontrolle (Nok: 33 + 179%), aber nicht auf signifikantem Niveau (p=0,203). Ein
Anteil von in Median lediglich 34 + 12% der CD4+ wies vor Beginn der Therapie den
Effektor/Memory-Phanotyp CD45R0hiRA- auf, gegeniber 48 + 17% in der Nok, p=0,31.
4.1.2.3. CD8+ PBMC, CD45ROhiRA- und CD45RAhiRO-, in der chronischen HIV-Infektion:  (vgl.
Tab. 7, S. 29) Prozentual mit 22 + 11% (Nok: 14 + 7%, p=0,101, s. Abb. 19, S. 42) und in
absoluten Zellzahlen mit 235 + 174/ul (Nok: 52 + 55/ul, p=0,002, s. Abb. 18, S. 42) waren im
Blut vor Therapie CD8+CD45R0hiRA- signifikant erhdht. Aber auch die Frequenz der
phanotypisch naiven CD8+CD45RAhIRO- (472 + 195/ul) war im Vergleich zur Kontrollgruppe
im Blut (324 + 79/ul, p=0,006) signifikant erhoht. Prozentual berwogen entsprechend naive
CD8+ Lymphozyten (45 + 12% vs. Nok: 69 + 11%, p=0,002).

4.1.2.4. CD8+ LNMC, CD45ROhiRA- und CD45RANhIRO-, in der chronischen HIV-Infektion:  (vgl.
Tab. 7, S. 29) Anders als in der Population der CD4+ Uberwog bei Therapiebeginn im Lk der
CD8+ Effektor/Memory-Typ CD8+ROhiRA- mit 43 +13% (Nok: 60£17%, p=0,186, s. Abb. 21,
S. 43). Lediglich 33 + 14% (Nok: 25 + 14%, p=0,482) entsprachen dem naiv Phanotypus,
CD8+RAhIRO-.

4.1.3. Immunaktivierung in der chronischen HIV-Infektion

4.1.3.1. CD4+ PBMC, Aktivierungsmarker in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 8, S. 31)
Frihe (CD69+ 4 + 3%, NoK: 1 + 1%, p=0,027) und spate (HLA-DR+ 9 + 5% (NoK: 3 + 2%,
p=0,001) Aktivierungsmarker wurden auf CD4+ PBMC im Vergleich zu HIV-negativen vor
Therapiebeginn signifikant erhoht exprimiert (s. Abb. 29, S. 47 und Abb. 31, S. 48).
Insbesondere CD4+CD45RO+ Effektorzellen zeigten mit einem Anteil HLA-DR
exprimierender Zellen von 16 + 7% (NoK: 6 + 4%, p=0,002) ein signifikant erhdhtes Mal3 der
Aktivierung (s. Abb. 29, S. 47). Entsprechend dem Anstieg anderer Aktivierungsmarker in
dieser Zellpopulation war auch CD95/FAS mit 44 + 15% (NoK: 32 + 9%, p=0,011) signifikant
starker exprimiert (s. Abb. 31, S. 48). Kein statistisch signifikanter Unterschied bestand im
Hinblick auf die Expression des Aktivierungsmarkers CD25 (IL-2-Rezeptor) auf CD4+ (28 +
11% vs. NoK: 27 + 10%, p=0,525, s. Abb. 31, S. 48).

4.1.3.2. CD4+ LNMC, Aktivierungsmarker in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 8, S. 31)
Auch im Lk war der Anteil CD25 (23 + 8% vs. 27 + 5%, p=0,129) exprimierender Helfer-Zellen
im Lymphknoten im Vergleich zur HIV-negativen Gruppe nicht signifikant verandert (s. Abb.
30, S. 48). Der Anteil der CD69 exprimierenden CD4-Lymphozyten war im Lk 9-fach hoher
als im PB, ohne sich jedoch in der H6he von einer Kontrollgruppe zu unterscheiden (36 + 8%
vs. NoK 38 + 13%, p=0,341, s. Abb. 30, S. 48). Die Expression von HLA-DR auf CD4+ war im
Lk mit Median 19 + 11% (NoK: 8 + 5%, p<0,001) signifikant erhoht, insbesondere auf
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CD45R0O+ (s. Abb. 28, S. 47) (CD4+CD45RO+HLA-DR+: 36 + 14% vs. 20 + 6%, p=0,001),
wenn auch auf niedrigerem Niveau als auf CD8+ (s.u.). Fas-exprimierende Zellen waren im
Lymphknoten in niedrigerer Frequenz detektierbar als im Blut und im Vergleich zur Nok nicht
signifikant erhoht (36 + 12% vs. NoK 29 + 11%, p=0,77, s. Abb. 30, S. 48).

4.1.3.3. CD8+ PBMC, Aktivierungsmarker in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 9, S. 32)
Der Grad der Aktivierung der CD8+ PBMC war hoher als der der CD4+ des Blutes.
Hochsignifikant war auch der Unterschied zu der HIV-negativen Kontrollgruppe. Signifikant
erhdht war der Anteil der CD8+HLA-DR- (47 + 13% vs. 11 + %, p<0,001, s. Abb. 27, S. 49)
und CD8+CD38+ (83 + 10% vs. 65 + 10%, p=0,004, s. Abb. 35, S. 50) PBMC, besonders der
CD45R0+ (s. Abb. 33, S. 49) (CD8+CD45RO+HLA-DR+: 59 + 12% vs. 21 + 8%, p<0,001,
CD8+CD45R0O+CD38+: 77 + 13% vs. 38 + 11%, p<0,001). Entsprechend signifikant erniedrigt
prasentierte sich die Fraktion der CD8+CD28+ PBMC (46 + 12% vs. 85 + 15%, p<0,001, s.
Abb. 35, S. 50). Kein signifikanter Unterschied bestand vor Beginn der Therapie fir die
Expression von CD25 (3 + 5% vs. 3 + 6%, p=0,568, s. Abb. 35, S. 50). Auffallig hier der
Unterschied der H6he im Vergleich zu CD4+ PBMC.

4.1.3.4. CD8+ LNMC, Aktivierungsmarker in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 9, S. 32)
Ein vergleichbares Niveau der zellularen Aktivierung konnte in der Population der CD8+ des
Lk gesehen werden. Ein Anteil von 51 + 11% der CD8+ im Lk exprimierten den spéaten
Aktivierungsmarker HLA-DR (NoK: 16 + 12%, p<0,001, s. Abb. 32, S. 49) und 94 + 5% der
CD8+ Lymphozyten CD38 (NoK: 53 + 19%, p=0,003), davon 47 + 12% (NoK: 10 =+ 13%,
p<0,001) in hochster Dichte (s. Abb. 34, S. 50). Besonders die Subpopulation der CD45RO+
zeichnete sich, wie auch im Blut, durch eine erhéhte Expression dieser Aktivierungsmarker
aus (s. Abb. 32, S. 49) (CD8+CD45RO+HLA-DR+: 76 =+ 11%, p=0,065;
CD8+CD45R0O+CD38+: 95 + 15%, p=0,003). CD8+ mit dem Co-Rezeptor CD28 zeigten sich
im Vergleich zum Normkollektiv auf im Median 80 + 11% erniedrigt (s. Abb. 34, S. 50), NoK:
94 + 3%, p=0,001). CD25, wurde, wie im Blut, von lediglich 3 + 2% der CD8+ Lymphozyten
exprimiert (NoK. 5 + 7%, p=0,28), ohne sich von der NoK signifikant zu unterscheiden (s.
Abb. 34, S. 50).
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Abbildung 3: Aktivierung von CD8+ LNMC, Darstellung als ,dot plot* in der DurchfluRzytometrie.
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Reprasentative FACS-Analysen von CD8+ Lymphozyten des Lymphknoten unter Berlicksichtigung des
Memory-Markers CD45RO und des Aktivierungmarkers CD38. (A) vor Beginn einer Therapie, (B) nach 12
Monaten unter HAART. Angabe des prozentualen Anteils der Gesamt CD8+ im jeweiligen Quadranten
exemplarisch dargestellt (Pat 1002).

Abbildung 4: Expression von CD28 auf naiven (CD45RA+) CD8+ LNMC, Darstellung als ,dot plots* in der
Durchflul3zytometrie.
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Reprasentative FACS-Analyse von CD8+ Lymphozyten des Lymphknoten unter Bertcksichtigung von
CD45RA und des Co-Rezeptors CD28. Zunahme des naiven Phanotyps CD8+CD45RAhICD28+, vor
Therapie (A) und nach 12 Mo (B). Angabe des prozentualen Anteils der Gesamt-CD8+ im jeweiligen
Quadranten dargestellt (Pat. 1002).



Ergebnisse 25

Abbildung 5: Aktivierung von CD4+ LNMC, Darstellung als ,dot plots” in der DurchfluBzytometrie.
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Reprasentative FACS-Analyse von CD4+ Lymphozyten des Lymphknotens unter Berlcksichtigung des
Memory/Effektor-Markers CD45RO und des spaten Aktivierungsmarkers HLA-DR vor (A) und nach 12 Mo
Therapie (B). Abnahme des Grades der Aktivierung auch in CD4+ Subpopulation.

4.1.4. Lymphozyten-Proliferation in der chronischen HIV-Infektion

4.1.4.1. CD4+ PBMC, Ki-67-Expression in der chronischen HIV-Infektion  : (vgl. Tab. 10, S. 34) In
der chronischen HIV-Infektion konnte bei Betrachtung der Gesamtgruppe mit im Median 2,4
+2% (NOK: 1,2 +2,2%, p=0,031) ein signifikant gesteigerter Anteil Ki-67-exprimierender CD4+
PBMC befundet werden (s. Abb. 40, S. 52). V.a. die Population der CD45R0O+ Zellen war es,
die mit im Median 4,9 + 3,3% Uber den Werten der Kontrolle lag (2,1 + 0,9%, p=0,027).
Waéhrend der prozentuale Anteil der Proliferierenden tber dem Niveau der NoK lag, waren
diese in absoluten Zellzahlen mit CD4+Ki-67+ 11 + 11/ul (NoK: 11 + 7/ul, p=0,343) nicht
verandert.

Ein nur geringer und im Vergleich zur Kontrollgruppe nicht signifikant unterschiedlicher Anteil
naiver CD4+CD45RA+ Zellen exprimierte Ki-67+ (0,7 +0,8% vs. 0,2 + 0,4%, p=0,28).

4.1.4.2. CD4+ LNMC, Ki-67-Expression in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 10, S. 34)
Der Proliferationsmarker Ki-67 wurde vor Initiierung einer Therapie im Median von 5,7 + 5%
der CD4+ T-Lymphozyten des Lk exprimiert (s. Abb. 39, S. 52). Dies war im Vergleich zu
HIV-negativen (3,1 + 0,9%, p=0,05), signifikant erhdht, und stellte sich ausgepragter als in der
gleichen Population des Blutes dar. Vergleichbar mit dem Blut und dem Aktivierungsstatus
der Lymphozyten war v.a. die Population der CD45R0O+ Zellen mit einem Anteil von 4,9 +
3,3% erhoht (NoK: 2,1 +0,9%, p=0,265).

Wie im Blut auch, exprimierte im Lymphknoten eine geringe Fraktion phanotypisch naiver T-
Helfer-Zellen (CD4+CD45RA+) Ki-67 (2,4 + 4,8% vs. NoK: 1,6 + 0,8%), ohne signifikanten

Unterschied zur Normalkontrolle (p=0,71).
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4.1.4.3. CD8+ PBMC, Ki-67-Expression in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 10, S. 34)
Ausgepragter als in der CD4+ Population stellte sich der Anteil proliferierender CD8+ PBMC
dar (4,6 £5% vs. 0,9 + 1%, p<0,001, s. Abb. 40, S. 52), auch hier mit 8,3 +6,7% insbesondere
in der Fraktion der CD45RO+ (NoK: 2,8 + 1,0%, p=0,001). Der Anteil phanotypisch naiver
(CD4+CD45RA+) CD8+ mit Expression von Ki-67 war im Vergleich zu HIV-negativen
signifikant erhéht (3,4 + 4,5% vs. 0,4 +0,8%, p=0,017).

4.1.4.4, CD8+ LNMC, Ki-67-Expression in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab. 10, S. 34)
Den grofdten Anteil proliferierender T-Lymphozyten machte im Lk CD8+ aus: Median 7,1 +
5% (NoK: 2,7 + 1,2%) der CD8+ LNMC exprimierten Ki-67, signifikant héher als in der HIV-
negativen Gruppe (p=0,007, s. Abb. 39, S. 52), auch hier besonders ausgepragt in der
Subpopulation der Memory/Effekor-Lymphozyten CD8+CD45R0O+ (8,7 +5% vs. 2,0 + 1,2%,
p=0,004). Auch ein geringer Anteil CD8+CD45RA+ des Lk exprimierten Ki-67, jedoch ohne
signifikanten Unterschied zu HIV-negativen Individuen (1,2 + 2,3% vs. NoK 1,5 +1,2%,
p=0,20).

4.1.4.5. B-Zellen PBMC/LNMC, Ki-67-Expression in der chronischen HIV-Infektion: (vgl. Tab.
10, S. 34) Der groldte Unterschied in der Fraktion proliferierender Lymphozyten zum
Zeitpunkt des Therapiebeginns zu der Kontrollgruppe wurde bei B-Zellen gesehen (s. Abb.
39 und 40, S. 52). Gegenuber der NoK war der Anteil Ki-67 exprimierender B-Zellen im Lk
hochsignifikant erhoht (30 + 16% vs. 2,4 + 3,7%, p=0,002). Auch der Anteil proliferierender B-
Zellen im PB war, wenn auch nicht statistisch signifikant (p=0,13), mit 4 + 3% erhoht.

4.2. Korrelation von Aktivierung und Proliferation mit viraler Replikation

P-Werte wurden als Pearson bzw. Spearman-Korrelations-Koeffizient berechnet (s.
Methoden). Die Hohe der Plasmaviruslast korrelierte bei Studienbeginn signifikant mit dem
Anteil Ki-67-exprimierender CD4+ (p=0,036, s. Abb. 38, S. 51) und CD8+ Lymphozyten
(p=0,022, s. Abb. 39, S. 51), sowie CD8+RO+Ki-67+ (p=0,0211). Auch der Anteil
proliferierender CD4+- und CD8+-Lymphozyten untereinander korrelierte hoch signifikant
(p=0,001). Dartberhinaus korrelierte der Anteil aktivierter CD8+ Lymphozyten
(CD8+CD45RO+HLA-DR+) mit der Hohe der Viruslast (p=0,042).

4.3. Therapie-Einfluss auf die Plasmaviruslast

Voraussetzung fir eine zweite Lk-Entnahme war in dieser Studie die stabile Suppression der
Plasmaviruslast unter die Nachweisgrenze von 25 Kopien HIV-RNA/mI. Unabhangig vom
Randomisatonszweig sank die virale Belastung bei der Gesamtgruppe innerhalb von Median
3 Monaten (range: 1-7 Monate) unter die Nachweisgrenze des Tests (s. Abb. 7, S. 37).
Weder das Ausmald der Reduktion noch die Dauer bis zum Erreichen der Nachweisgrenze
unterschieden sich zwischen den Behandlungsarmen. Der Abfall der Virdmie stellte sich

zweiphasig dar. Bereits in den ersten zwei Wochen fiel die Viramie um Median zwei Log-
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Stufen, in den darauffolgenden zwei Monaten um eine weitere. Lediglich zwei Pat. zeigten
eine intermittierend nachweisbare, minimale Plasmaviramie, sogenannte ,blips".

P-Werte wurden durch T-Test fur normalverteilte Variablen, durch Sign-Test fur nicht-
normalverteilte berechnet. Statistische Signifikanz der Werte im Vergleich zu der
Kontrollgruppe wurden durch Mann-Whitney-U-Test berechnet.

4.4, Therapie-Einfluss auf T — Zell-Subpopulationen in Blut und Lymphknoten

4.4.1. CD3+ CD4+/CD8+ PBMC nach in Median 12 Monaten Therapie:  (vgl. Tab. 6, S. 27)
Die Zahl der T-Helfer-Zellen stieg in der Gesamt-Gruppe um Median 463 + 262 Zellen/ul auf
936 + 258/ul nach Median zwdlf Monaten (p< 0,001; NoK: 956 + 336/ul, s. Abb. 9, S. 38). Dies
enspricht einem Anstieg von + 98%. Der Anstieg der CD4+ Lymphozyten in der IL-2-Gruppe
zeigt sich hier mit +497 + 164/pl (445 + 143/l auf 942 + 182/pl, +111%, p<0,014), gegenlber
+159 + 283 Zellen/ul (527 + 173l auf 686 + 273/ul, +30%, p<0,001) in der HAART-Gruppe
ausgepragter. In beiden Therapiearmen bestand nach Abschluss der Beobachtung kein
signifikanter Unterschied zur HIV-negativen Kontrollgruppe (IL-2: p=0,526, HAART:
p=0,364). Vier Pat. zeigten uber 12 Monate einen CD4-Zellanstieg von weniger als 100/ul
(Pat. 1002, 1030, 1031, 1038).

Tabelle 6: T-Zell-Subpopulationen prozentual und absolut in PB und prozentual im LK. Asterisk (*) entspricht

Signifikanz (p<0,05) im Unterschied zu Normalkontrolle (rechts), ,fett“-gedruckt gibt Signifikanz (p<0,05) im
Vergleich zu to der HIV-positiven Patientengruppe an.

HAART HAART + IL-2
t=0 t=12 Mo. t=0 t=12 Mo. Kontrollen
HIV-RNA Plasma 4,255 log 1,39 log 4,585 log 1,39 log ND
abs. CD4+/ul PBMC 527:173*  686:274 445 +143 * 942 + 182 956 + 336
%CD3+CD4+ PBMC 42 +9* 55+9 35+10* 49 +9 * 62 +9
%CD3+CD4+ LNMC 607 * 77 +7 61+12* 798 77 +9

abs. CD8+/ul PBMC 959+195* 716+156* 1049+373* 1003 +224* 486 +148
%CD3+CD8+ PBMC 56 +10 * 44 +9* 60 + 10 45+10 * 35+5
%CD3+CD8+ LNMC 39+7% 23+7 37+13% 21+8 24 +9

Ratio CD4/CD8  PBMC 0,502 % 1,0+04% 0,5+02% 1,0+05% 1,8 +0,5
Ratio CD4/CD8 LNMC 15+04 * 3,3+15 1,6 t06 * 3,8+172 3,212

Die Zahl der CD3+CD8+ sank unter Betrachtung der Gesamtgruppe von Median 959 + 316
Zellen/ul auf 786 +231/ul (-19,5%, p<0,001) (NoK: 486 + 148/ul, s. Abb. 10, S. 38).

Die Reduktion der CD8+ war in der mit HAART therapierten Gruppe signifikant (959 + 195
auf 716 + 157 CD8+/ul, entsprechend -25%, p=0,039), wahrend unter HAART+IL-2 kein

statistisch signifikanter Unterschied zum Ausgangswert bestand (1049 + 373 auf 1003 + 224
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CD8+/ul, entsprechend -4%, p=0,357). Auch nach im Median 12 Monaten Therapie blieb der
Unterschied zur gesunden Kontrollgruppe statistisch signifikant (p<0,001).

Die CD4+/CD8+-Ratio stieg in beiden Behandlungsarmen um +0,5 + 0,2 auf 1,0 + 0,4 (bzw.
1,0 £ 0,5 an (HAART: p=0,001, HAART+IL-2: p=0,005), ohne Unterschied zwischen den
Therapieregimen (s. Abb. 8, S. 37).

Auch prozentual fand sich im Blut signifikante Veranderungen im Verhaltnis der T-
Lymphozyten-Subpopulationen. Der Anteil der CD3+CD4+ stieg in der mit HAART allein
behandelten Population von 42 + 9% auf im Median 55 + 9%, unter Interleukin-2 von 35 + 10%
auf Median 49 + 9% hochsignifikant an (NoK: 62 + 9%, p<0,001, s. Abb. 12, S. 38).

Der Anteil der CD8+ sank unter Interleukin-2 von im Median 60 + 10% auf 45 + 10% und unter
HAART von 56 + 12% auf 44 + 9% (NoK: 35 + 5%, s. Abb. 12, S. 39). Werte nach einem Jahr
Therapie verblieben signifikant Uber der HIV-negativen Kontrollgruppe (IL-2: p=0,012 bzw.
HAART: 0,017).

Die CD4+/CD8+-Ratio stieg unabhangig vom Therapieregime signifikant (p=0,002) an (s.
Abb. 8, S. 37). Kein Randomisationszweig erreichte jedoch Werte der Kontrollgruppe (1,79 +
0,54,. IL-2: p=0,016, HAART: p=0,049).

4.4.2. CD3+ CD4+/CD8+ LNMC, nach im Median 12 Monaten Therapie: (vgl. Tab. 6, S.
27) Auch im Lymphknoten stieg im Verlauf der Therapie der Anteil der CD3+CD4+ auf im
Median 79 + 8% an (unter IL-2, p<0,001) bzw. 77 + 7% (unter HAART; p<0,001, s. Abb. 11, S.
39), statistisch nicht unterschiedlich von denen der Normalkontrolle (77 + 9%, IL-2: p=0,56,
HAART: p=0,8). Entsprechend fiel die Fraktion der CD8+ auch im Lymphknoten signifikant
auf 21 +8% (IL-2, p<0,001) bzw. 23 + 7% (HAART, p<0,001, NoK: 24 + 9%). Die CD4+/CD8+-
Ratio stieg im Lymphknoten auf 3,3 + 1,3 (NoK: 3,2 + 1,2, s. Abb. 8, S. 37). Ratio, CD4- und
CD8- Fraktion zeigten sich so nach 12 Monaten statistisch vollstandig normalisiert.
CD4+/CD8+-Ratio in Lk und PB korrelierten dabei, v.a. nach Therapie, hochsignifikant (p<
0,001) miteinander (s. Abb. 13 und 14, S. 40).

4.5. Therapie-Einfluss auf 45RO hiRA- und CD45RAhiRO- T-Zellen in Blut und
Lymphknoten: (vgl. Tab. 7, S. 29) CD4+ Lymphozyten wurden im Hinblick auf die
Expression der CD45-Isoformen RA und RO, Marker fur naive bzw. Effektor/Memory-

Lymphozyten, zu funf Zeitpunkten im Blut, wie auch zu zwei Zeitpunkten im Lk differenziert.

4.5.1. PBMC, CD4+ Effektor/Memory und naive T-Zellen nach im Median 12 Monaten

Therapie: Bis Mo 1 zeigten sich zwischen den betrachteten Gruppen prozentual nur geringe
Veranderungen in der Expression der CLA-Isoformen (s. Abb. 17, S. 41). Wéahrend in der
Folge bis Mo 3 in der HAART-Gruppe der Anteil naiver T-Helferzellen bis zu einem
maximalen Anteil von 50 + 15% anstieg (p=0,399) und sich bis Mo 12 mit 44 + 8% (48 + % in
NoK) der Normalkontrolle anglich (HAART: p=0.347, nicht signifikant), bewirkte IL-2 ab Tag
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28 v.a. einen Anstieg des Effektor/Memory-Phanotyps CD4+CD45RAhIRO- bis auf 45 + 11%
(NoK: 28 + 8%), damit signifikant hoher als in der Kontrolle (p=0,005).

So stieg die CD4+ RA:RO-Ratio innerhalb der mit HAART alleine therapierten Pat. auf im
Median 1,5 + 0,8%, wahrend diese unter IL-2 zugunsten des Effektor/Memory Phanotyps
sogar sank (s. Abb. 15, S. 40).

Auch in absoluten Zellzahlen betrachtet (s. Abb. 16, S. 41) imponierte ab Mo 1 ein signifikant
héherer Anstieg der Effektor/Memory-CD4+ Lymphozyten bis auf 484 + 110/ul, (p<0,001),
was nach im Median 12 Monaten Werten 1,9-fach Uber denen der Normalkontrolle (259 =
70/ul, p=0,002) und 2,2-fach tber denen der HAART Gruppe (216 + 105/pl) entsprach. CD4-
Zellzahlen vom naiven Phanotyp (CD45RAhi), zeigten ebenfalls signifikante Verdnderungen
(IL-2: +113%, p=0,019; HAART:+51%, p=0,003).

Tabelle 7: Verteilung naiver und Memory-/Effektor-T-Lymphozyten prozentual und absolut in Lk und Pb mit
und ohne immunmodulatorische Therapie. Asterisk (*) entspricht Signifikanz (p<0,05) im Unterschied zu
Normalkontrolle (rechts), ,fett“-gedruckt zeigt Signifikanz (p<0,05) im Vergleich zu to der HIV-positiven an.

HAART HAART + IL-2
t=0 t=12 Mo. t=0 t=12 Mo. Kontrollen

%CD4+ ,memory’ PBMC 36+9 31=+9 37 +10 45 +11 * 28+8
%CD4+ ,memory" LNMC 34 z10 42 +12 33+14 46 +13 48 + 17
%CD4+ naiv’ PBMC 42 +12 46 + 10 41 +10 32+11 % 48+ 9
%CD4+ naiv* LNMC 40 £ 10 33+11 42 £ 14 32 +10 33 +£17
abs. CD4+ memory/ul PBMC  142+95* 215+100 161+49* 460+114* 259%70
abs. CD4+ ,naiv'/pl PBMC 199+84* 2951213 165 +93 * 352+123* 4351226
CD4+ RA:RO Ratio LNMC 1,2+08% 0,8 £0,9 12+13% 0,7 £0,6 0,8 +1,5
CD4+ RA:RO Ratio PBMC 12=+09* 15=z08 1,1+06% 0,8+05% 1,8 +07
%CD8+ ,memory’ PBMC 24 +11* 15+5 18+11* 14 +8 14 +78
%CD8+ ,memory"' LNMC 45 £13 37 +12 40 £11 32+8% 36 £17
%CD8+ ,naiv’ PBMC 42:13*  58x9* 4710 * 5l+12 % 69 +11
%CD8+ ,naiv* LNMC 3113 42 +17 35+14 45 +9 43 + 14
abs. CD8+ ,memory‘/ul PBMC 211+136* 9828 252+200%* 130+117* 5255
abs. CD8+ ,naiv‘/pl PBMC  433:142 400 +147  472+206 % 463+155* 324z:79
CD8+ RA:RO Ratio LNMC 0,6 £1,0 1,0 +34 0,8 £1,2 1,3+07 0,815
CD8+ RA:RO Ratio PBMC 1,933 3,625 2,4 +19 3527 49+75

4.5.2. PBMC, CD8+ Effektor/Memory und naive T-Zellen nach im Median 12 Monaten

Therapie: (vgl. Tab 7, S. 29) Auch in der Fraktion der CD8+ Lymphozyten lieRen sich
ahnliche Phdnomene beschreiben (s. Abb. 18 und 19, S. 42). Unter HAART stieg der Anteil
der ,naiven" CD8+CD45RAhIRO- von 42 + 13% auf 56 + 9% (NoK: 69 + 11%) nach im Median
12 Monaten an (p=0,06). Entsprechend sank der Anteil der CD8+ Lymphozyten vom
Effektor/Memory-Phanotyp unter HAART von 24 + 11% auf 13 + 7% (NoK: 14 + 7%, p=0,024).
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Daraus resultierte ein Anstieg der CD45RAhi/CD45R0hNi-Ratio auf 4,3 + 2,7% (NoK:4,9 +
7,5%, s. Abb. 20, S. 43)

Naive CD8+ Zellen waren unter HAART in absoluten Zellzahlen stabil (433/ul auf 402/ul).
CD8+ Effektor/Memory-Zellen verschwanden aber zunehmend aus dem Blut. Ein
signifikanter Abfall von 211 + 136/l auf 98 + 39/ul, (entsprechend —53%), konnte beobachtet
werden (p=0,178). Dieser Wert war am Ende des Beobachtungszeitraumes aber noch immer
zweifach (98 = 39/ul) gegentiber Gesunden (52 + 55/ul) erhdht (p=0,072).

Auch unter HAART+IL-2 kam es im Blut zu einer signifikanten Reduktion der
CD8+CD45RO0Nhi-Zellen von 252 + 200/l auf 131 + 117/pl (-48%, p=0,002), und (weniger
ausgepragt) auch der naiven CD8+CD45RAIIR0O- (p=0,66). Prozentual stieg der Anteil der
naiven CD8-Lymphozyten unter immunmodulatorischer Therapie lediglich von 47 + 10% auf
51 + 12% (NoK: 69 + 11%), was sich als nicht signifikant darstellte (p=0,645), auch der Anteil
der Memory-/Effektor-Lymphozyten war unter Interleukin-Therapie im Gegensatz zu der mit
HAART behandelten Gruppe stabil (von 14 + 7% auf 15 + 8% (p=0,18; NoK: 69 + 11%).

4.5.3. LNMC, CD4+ Effektor/Memory und naive T-Zellen nach im Median 12 Monaten
Therapie: (s. Abb. 21, S. 43) Der Anteil der CD4+CD45RONhi stieg von Median 33 = 14% auf
46 + 13% (IL-2, p=0,12) bzw. 34 + 10% auf 42 + 12% (HAART, p=0,046) und damit auf Werte
an, welche nicht von denen der NoK unterschiedlich waren (NoK: 48 + 17%, p=0,8 bzw.
0,33). Der Anstieg war im IL-2 Behandlungsarm starker ausgepragt, der Unterschied nach 12
Monaten zur Kontrollgruppe aber nicht signifikant. Der Anteil der naiven CD4+CD45RAhiRO-
Lymphozyten nahm entsprechend von im Median 42 + 14% auf 32 + 10% (IL-2, p=0,157) bzw.
40 + 10% auf 33 £ 11% (HAART, p=0,083) ab (NoK: 33 + 17%).

4.5.4. LNMC, CD8+ Effektor/Memory und naive T-Zellen nach im Median 12 Monaten
Therapie: (s. Abb. 21, S. 43) Die Abnahme der CD3+CD8+ im lymphatischen Gewebe ging
mit einer Verschiebung der Subpopulationen zugunsten der naiven Phanotypen einher, was
dem allgemeinen Trend in diesem Kompartiment zu einer Normalisierung entsprach. Diese
Entwicklung war in beiden Patientengruppen gleichermal3en zu beobachten. Der Anteil der
naiven CD8+ nahm so von im Median 35 + 14% auf 45 + 9% (IL-2, p=0,016) bzw. 34 + 10% auf
42 + 1% (HAART, p=0,001) signifikant zu (NoK: 43 + 17%), der Anteil der Effektor-/Memory-
Zellen nahm entsprechend von im Median 40 + 11% auf 32 + 8% (IL-2, p=0,038) bzw. 45 *
13% auf 37 + 12% (HAART, p=0,010) ab (NoK: 36 + 12%). Die RA:RO Ratio fir CD8+ im Lk
stieg so von 0,8 + 1,2 auf 1,3 + 0,7 zugunsten der naiven CD8+ an (NoK: 0,4 +0,6).

4.6. Therapie-Einfluss auf Immunaktivierung in Blut und Lymphknoten

Die Veranderungen in Bezug auf den Aktivierungsstatus der T-Lymphozyten zeigte sich in Lk
und Blut, unter Therapie in der CD8+ ausgepréagter als in der der CD4+ Subpopulation.

4.6.1. PBMC, CD4+, Aktivierungsstatus nach im Median 12 Monaten Therapie . (s. Tab.
8, S. 31) Unter Therapie fiel der Anteil der HLA-DR+ exprimierenden CD4+ von 11 +5% auf 5
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+ 4% (IL-2, p=0,001) bzw. von 9 + 5% auf 5+ 3% (HAART, p=0,014, s. Abb. 22, S. 44). Der
Anteil der CD25-positiven CD4+ stieg in dem mit IL-2 therapierten Kollektiv von 26 + 246 auf
Median 50 + 14% (p<0,001, s. Abb. 22, S. 44), wahrend dieser in der mit HAART behandelten
Gruppe mit 34 + 11% unverandert (p=0,288) blieb (NoK 27%). Sowohl der Anteil der
CD4+CD69+ (4 +3%, s. Abb. 31, S. 48) wie auch der von CD4+CD28+ (s. Abb. 24, S. 45) im
peripheren Blut zeigte im Beobachtungsintervall keine signfikanten Veradnderungen. Der
Anteil der den Oberflaichenmarker CD95/FAS tragenden Zellen naherte sich in der HAART
Gruppe lediglich an normale Werte an (s. Abb. 31, S. 48) (von 50 + 11% auf 36 + 12%,
p=0,568), ohne statistisch deren Niveau zu erreichen (p=0,088, NoK:. 32 = 9%%). Im
Gegensatz dazu war in der IL-2-Gruppe unter Therapie ein Anstieg fur CD4+FAS+ zu sehen,

dieser Anstieg war jedoch statistisch nicht signifikant (44 + 13% auf 50 + 11%; p=0,7).

Tabelle 8: Verteilung von Aktivierungsmarkern auf CD4+ T-Lymphozyten prozentual in Lk und Pb mit und
ohne immunmodulatorische Therapie. Asterisk (*) entspricht Signifikanz (p<0,05) im Unterschied zu
Normalkontrolle (rechts), ,fett“-gedruckt zeigt Signifikanz (p<0,05) im Vergleich zu to der HIV-Positiven.

HAART HAART + IL-2
t=0 t=12 Mo. t=0 t=12 Mo. Kontrollen

%CD4+HLA-DR+ PBMC 9zx4%* 5+3 11 +5* 5+4 3+2
%CD4+HLA-DR+ LNMC 26+12* 14 +5 % 18 +8* 18+9* 8+5
%CD4+CD45RO+HLA-DR+ PBMC 16:7*  8x5*  16:6* 7.5 6+4
%CD4+CD45RO+HLA-DR+ LNMC 40+14* 2418 31z12% 26 +11 20 +6
%CD4+CD25+ PBMC 34:s8 34 +10 26 +£10 48 +14* 27 +10
%CD4+CD25+ LNMC 24 +8 28 +10 20+7 34 +11 27 +5
%CD4+CD28+ PBMC 99z+4 99 +5 98 +5 99 +4 99 +2
%CD4+CD28+ LNMC 99 +4 100 +2 100 +3 100+ 4 100 +3
%CD4+CD69+ PBMC 4+2 5+2 3+3 3+2 1+14
%CD4+CD69+ LNMC 36+7 36 +8 35+9 35+6 38 +13
%CD4+FAS/APO-1 PBMC 50:16* 3612 47 +11* 50zx11* 3229
%CD4+FAS/APO-1 LNMC 38+12* 30 +12 34 +12 34 +11 29 +11

Diese Beobachtung ist in engem Zusammenhang mit der Entwicklung der CD45ROhiRA-
Subpopulation zu sehen, da die Expression von FAS mit der Konversion zur leichteren
CD45-1soform CD45RO0 vergesellschaftet ist und diese, wie oben beschrieben, unter dem
Einfluss von IL-2 anstieg.

4.6.2. PBMC, CD8+, Aktivierungsstatus nach im Median 12 Monaten Therapie: (s. Tab.
9, S.32) Der Anteil der CD8+ PBMC, die den spaten Aktivierungsmarker HLA-DR
exprimierten, nahm in der Gesamt-Gruppe unter Therapie von 47 + 13% auf 24 + 11% ab (s.
Abb. 23, S.44 und Abb. 33, S. 44). Diese Veranderung war hoch signifikant (p<0,001),
erreichte aber statistisch das Niveau der Kontrollgruppe nicht (11 + 9%, p=0,014 bzw.
p=0,028). Der Anteil der CD38 tragenden CD8+ Lymphozyten nahm (Mo 1: 77%, Mo 5: 71%,
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Mo 9: 66%) auf Werte vergleichbar denen in der HIV-negativen Gruppe (Nok.: 65 + 10%0) ab
(68 + 13%, p<0,001, s. Abb. 35, S. 50). Die Reduktion von sowohl CD38 als auch HLA-DR
war auf CD8+CD45R0O+ Effektorzellen am ausgepragtesten (s. Abb. 26, S. 46). Der Antell
des Co-Rezeptors CD28 auf ruhenden, naiven CD8+ Lymphozyten (s. Abb. 35, S. 50) war
am Ende des Beobachtungsintervalls bis auf 56 + 8% (IL-2) bzw. 61 + 10% (HAART)
angestiegen (NoK: 85 + 15%, p=0,0014), was jedoch noch signifikant niedriger war als in der
Normalkontrolle (p=0,003 bzw p=0,015) .

Tabelle 9: Verteilung von Aktivierungsmarkern auf CD8+ T-Lymphozyten prozentual in Lk und Pb mit und
ohne immunmodulatorische Therapie. Asterisk (") entspricht Signifikanz (p<0,05) im Unterschied zur
Normalkontrolle (rechts), ,fett“-gedruckt zeigt Signifikanz (p<0,05) im Vergleich zu to der HIV-Positiven.

HAART HAART + IL-2
t=0 t=12 Mo. t=0 t=12 Mo. Kontrollen
%CD8+HLA-DR+ PBMC 46:8* 24:+10* 49:+16* 24+11* 11:x9
%CD8+HLA-DR+ LNMC 51+9* 26 £9* B5l+12* 27 +8* 16 £12

%CD8+CD45RO+HLA-DR+ PBMC 56 +9* 34 +11 60+14* 32zx12 218
%CD8+CD45RO+HLA-DR+ LNMC  78zx10* 45:11 73+12* 4314 27 15

%CD8+CD25+ PBMC 4+6 5+11 3+2 9+6 3+7
%CD8+CD25+ LNMC 3#3 5+6 3+1 10+4 5+7
%CD8+CD28+ PBMC 46+10* 61+15* 36+12* 56+8* 85 +15
%CD8+CD28+ LNMC 80+9* 95+3 80+13* 96+6 94 +3
%CD8+CD38+ PBMC 82+7* 61 +16 83+11* 68=+14 65+9
%CD8+CD38+ LNMC 95+3* 72 +9 94 +6* 67 +12 53 +19
%CD8+CD45R0O+CD38+ PBMC 75+14 41 +14 78 +13 43 +15 38+11

%CD8+CD45R0O+CD38+ LNMC 96 +14 66 +28 90 + 16 61 +27 71 +17

IL-2 zeigte, wie auch in der CD4+ Subpopulation, in der CD8+ Lymphozytensubpopulation
einen signifikanten Einfluss auf die Expression der a-Untereinheit des hochaffinen IL-2-
Rezeptors, CD25 (s. Abb.22, S.44 und Abb. 31, S. 48). In der IL-2-Gruppe war der Anstieg
von 3 + 5% auf 9 + 6% hochsignifikant (p=0,001), wahrend diese Zellfraktion in der HAART-
Gruppe unverandert blieb (4 £ 7% auf 5 + 9%, p=0,753). Das Niveau war aber weit unter dem
der CD4+ Population.

4.6.3. LNMC, CD4+, Aktivierungsstatus nach im Median 12 Monaten Therapie: (s. Tab.
8, S. 31) Der Anteil der aktivierten CD4+ Lymphozyten des Lk zeigte sich im Verlauf der
Therapie relativ stabil. Der friihe Aktivierungsmarker CD69 war im Beobachtungszeitraum in
beiden Randomisationsarmen auf dem Niveau der HIV-neg. Gruppe stabil (s. Abb. 30, S.
48), war im Lk aber allgemein hoher exprimiert als im PB (35 + 5% auf 35 + 6% unter IL-2-
Regime bzw. 36 + 7% auf 36 + 8% unter HAART).

Der Anteil der HLA-DR exprimierenden CD4+ Lymphozyten sank im Lk unter HAART von 26
+ 12% auf 14 + 5% (p=0,039) und blieb unter einer immunmodulatorischen Therapie konstant
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bei 18 + 8% (NoK: 8 + 5%, s. Abb. 28, S. 47). In beiden Gruppen wurden Werte erreicht, die
sich, im Gegensatz zu PBMC, signifikant von denen einer HIV negativen Population
unterschieden (p=0,015 bzw. p=0,013). Insbesondere die Population der CD45R0hi Effektor-
/Memory-Lymphozyten trug zu diesem Abfall bei (IL-2: 31 + 12% auf 26 + 11%, p=0,012;
HAART: 40 + 14% auf 24 + 8%, p=0,002). Wahrend es zu einer Abnahme des Anteils
aktivierter CD4+Lymphozyten kam, war wie im PB eine Zunahme des Anteils CD25
exprimierender Zellen unter dem Einfluss von IL-2 zu beobachten (s. Abb. 30, S. 48). In der
IL-2-Gruppe fand sich im Lymphknoten ein Anstieg der CD4+CD25+ Subpopulation von 20 +
7% auf 34 + 11% (p<0,001). In der HAART-Gruppe war das Niveau (28 + 12%, p=0,057) nach
im Median zwo6lf Monaten dem in der HIV-neg. Gruppe mit 27 + 5% vergleichbar (NoK: 27 +
5%, p=0,669). Der Anteil der CD95/Fas+ (s. Abb. 30, S. 48) T-Lymphozyten nahm unter
HAART im Lk signifikant von 38 + 12% auf 30 + 12% ab (p=0,039), einem Anteil vergleichbar
dem in der Kontrollgruppe (29 =+ 11%, p=0,95). Der Anteil der FAS positiven CD4-
Lymphozyten innerhalb der IL-2-Gruppe verblieb mit 34 + 12% stabil.

4.6.4. LNMC, CD8+, Aktivierungsstatus nach im Median 12 Monaten Therapie: (s. Tab.
9, S.32) Ahnlich den Veranderungen im peripheren Blut prasentierte sich im Lymphknoten -
neben der globalen Abnahme des Anteils der CD8-positiven T-Lymphozyten - der Anteil der
aktivierten CD8+ Lymphozyten signifikant reduziert. Die Abnahme der Fraktion der HLA-DR+
und CD38+ CD8+ zeigten sich auf 26 + 8% (HLA-DR+, p<0,001) bzw. auf 69 + 11% (CD38+,
p<0,001) hochsignifikant herabgesetzt (s. Abb. 32, S. 48 und Abb. 34, S. 50). Der niedrige
Anteil in der Normalkontrolle (NoK: CD8+HLA-DR+: 16 + 12%; CD8+CD38+: 53 + 19%) wurde
in Bezug auf HLA-DR jedoch nicht erreicht (IL-2: p=0,036 bzw HAART: 0,043). Der Anteil der
CD28-exprimierenden CD8+ (s. Abb. 34, S. 50) stieg als weiteres Zeichen einer
Deaktivierung der LNMC von 80 + 13 auf 96 + 6% (IL-2) bzw. 95 + 3% (HAART) auf das
Niveau der Normalkontrolle (p<0,001, NoK: 94 + 3%). Der Anstieg des Anteils der den IL-2
Rezeptor (CD25, s. Abb. 34, S. 50) exprimierenden CD8+ Lymphozyten im Lymphknoten
prasentierte sich, ahnlich wie im Blut, in der IL-2-Gruppe hdher als in der Gruppe ohne
immunmodulatorische Therapie. (IL-2: von 3 + 1% auf 10 = 4%, p<0,001; HAART: 3 + 3% auf
5 + 6%, p=0,003)

4.7. Therapie-Einfluss auf T- und B-Zell-Proliferation in Blut und Lymphknoten

4.7.1. PBMC, CD4+, Ki-67-Expression nach im Median 12 Monaten Therapie: (s. Tab.
10, S. 34) Der pratherapeutisch signifikant erhéhte Anteil Ki-67-positiver CD4+ PBMC fiel in
beiden Therapiezweigen bis zum Zeitpunkt der zweiten Lk-Untersuchung signifikant ab (IL-2:
von 2,3 +0,6% auf 1,2 +0,6%, p=0,112 bzw. unter HAART: 2,6 + 1,6% auf 1,8 + 1%, p=0,011)
und naherte sich nach einjahriger Therapie dem Anteil in der Kontrollgruppe an (s. Abb. 40,
S. 52 und Abb. 41, S. 53) (IL-2: p=0,648 bzw. HAART: p=0,404). Dieser Abfall war in beiden

Behandlungsarmen nur grenzwertig signifikant. Um den Effekt der angestiegenen CDA4-
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Zellzahlen zu berlcksichtigen, wurden prozentuale Werte auf absolute, in Proliferation
befindliche Zellen umgerechnet (s. Abb. 42, S. 53). Hier zeigte sich, dass nach in Median 12
Monaten Therapie mit 12 + 10 (IL-2) bzw. 13 + 7 (HAART) CD4+Ki-67+ Zellen pro pl im
Vergleich zu Baseline-Werten konstante Zellzahlen erhoben werden konnten. 5 von 20 Pat.
zeigten aber Anstiege der proliferierenden Zellen bis Maximal 41/ul (15-41/pl, Nok 13/pl),
drei davon in der mit IL-2 therapierten Gruppe. Um den Verlauf innerhalb der 12 Monate
besser analysieren zu kdnnen, wurden fir 10 Pat. (IL-2 n=5, HAART n=5) Daten zu den
Zeitpunkten Mo 1, Mo 3, Mo 6, Mo 9 und Mo 12 analysiert (s. Abb. 41 und 42, S. 53). Diese
zeigten fur CD4+ prozentual bis Mo 3 einen schnellen Abfall, zeitlich parallel zum Abfall der
Viruslast, gefolgt von einer konstanten Phase niedriger Proliferation auf dem Niveau der

Kontrollgruppe. Interindividuelle Unterschiede waren erheblich.

Tabelle 10: Anteil proliferierender T-Lymphozyten prozentual in Lk und PB mit und ohne
immunmodulatorischer Therapie. Asterisk (*) entspricht  Signifikanz (p<0,05) im Unterschied zu
Normalkontrolle (rechts), ,fett“-gedruckt zeigt Signifikanz (p<0,05) im Vergleich zu to der HIV-Positiven.

HAART HAART + IL-2

t=0 t=12 Mo. t=0 t=12 Mo. Kontrollen
%CD4+Ki-67+ PBMC 26+16* 181 2,3+1* 1,2 +06 1,2+22
%CD4+Ki-67+ LNMC 76zx5% 35+17 5,4 +40 * 16+18 3,1+0,9
%CD4+CD45R0O+Ki-67+ PBMC 5,043 32+2 4,1+3 1.8+1 21+13
%CD4+CD45R0O+Ki-67+ LNMC 8,3+38* 3,6+16 55+59 3,1+17 3,1+1,7
%CD8+Ki-67+ PBMC 53zx6* 15+1 45+2% 1,3+06 0,9 +1,0
%CD8+Ki-67+ LNMC 7,7x67* 3,029 6,7+64% 1,221 2,7+1,2

%CD8+CD45RO+Ki-67+ PBMC 9,8+76* 271 6,7 +57% 31+1 2,8+1,9
%CD8+CD45RO+Ki-67+ LNMC 9,9:65* 21:24 75:+65% 1921 2,0£17

%CD3-Ki-67+ PBMC 3,937 1,9+1,7 40+22 23+14 20+x2
%CD3-Ki-67+ LNMC 35:18* 6 +14 26,9+149* 5068 2,437
abs. CD4+Ki-67+/pl PBMC 1313 12 £ 10 11z6 13 =9 11«7
abs. CD8+Ki-67+/ul PBMC 52+62* 11+5 43 £17% 13+7 4+5

Vor dem Hintergrund der durch IL-2 nur unwesentlich beeinflussten langfristigen CD4-Zell-
Proliferation, wurden Untersuchungen innerhalb eines Zyklus durchgefihrt (n=3, s. Abb. 43-
45, S. 54). Hier zeigte sich, dass IL-2 kurzfristig einen signifikanten Einfluss auf die
Proliferation von CD4+ T-Lymphozyten hatte, welche sich eine Woche nach dem Zyklus
bereits vollstandig normalisiert prasentierte. Die Ki-67-Expression ging mit der Expression
von Aktivierungsmarkern einher (s. Abb. 6, S. 36).

4.7.2. PBMC, CD8+, Ki-67-Expression nach im Median 12 Monaten Therapie: (s. Tab.
11, S. 34) Der Anteil der CD8+Ki-67+ Zellen sank in beiden Randomisationszweigen (s. Abb.
40, S. 52 und Abb. 41 und 42, S. 53). In der IL-2 Gruppe von Median 4,5 + 2% auf 1,3 +0,6%,
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in der HAART-Population von 5,3 + 6% auf 1,5 + 1% (p<0,001), anndherungsweise auf das
Niveau der Normalkontrolle (p=0,13 bzw. p=0,13).

Im Unterschied zu der CD4+ Subpopulation war in der CD8+ Population auch nach
Umrechnung auf absolute Zellzahlen ein einheitlicher Trend zu beobachten. Von signifikant
(p<0,001) erhoéhten Zahlen fiel die Zahl der in Proliferation befindlichen CD8+ in beiden
Gruppen signifikant auf 11 + 5 respektive 13 + 7 Zellen/pl ab (p=0,003 bzw 0,002). Auch in der
engmaschiger durchgefihrten Untersuchung eines Subkollektivs zeigte sich die Abnahme
der proliferierenden Zellen zeitlich eng mit dem Abfall der Plasmavirusbelastung
vergesellschaftet.

Wie oben erwéhnt, zeigte IL-2 innerhalb eines Zyklus von 5 Tagen einen deutlichen Einfluss
auf Epression von Ki-67 (s. Abb. 42, S. 53; Abb. 7, S. 37). Der Anstieg der CD8+Ki-67+ war
in allen 3 untersuchten Individuen groRRer als in der CD4+ Population (s. Abb. 37-39, S. 54).
Der kurzfristige Einfluss von IL-2 auf CD8-Proliferation war besonders ausgepragt, aber wie
in der CD4-Population nicht tGiber das Ende des IL-2-Zyklus hinaus anhaltend.

4.7.3. LNMC-CD4+, CD8+, B-Zellen, Ki-67-Expression nach im Median 12 Monaten
Therapie: (s. Tab. 11, S. 34) Auch die vor Therapie erhdhte Fraktion der proliferierenden T-
und B-Zellen des Lk zeigte im Verlauf eine nahezu vollstindige Normalisierung (s. Abb. 39,
S. 52). Die mit im Median 27 + 16% (IL-2) bzw. 35 + 18% (HAART) erho6hte Fraktion der Ki-
67+ B-Zellen (p=0,001) sank im Verlauf der Therapie in Blut und Lymphknoten auf im
Median 5 + 7% (IL-2) bzw. 6 + 14% (HAART). Auch CD4+ und CD8+ Lymphozyten folgten
diesem Trend. CD4+ LNMC fielen von 5,4 + 4% (IL-2) bzw. 7,6 + 5% (HAART) auf 1,6 + 1,8%
(IL-2) bzw. 3,5 + 1,7% (HAART), CD8+ fielen von 6,7 +6,4% (IL-2) bzw. 7,7 + 7% (HAART) auf
1,2 +2,1% (IL-2) bzw. 3,0 +2,9% (HAART). Es bestand zum Zeitpunkt der 2. Lk- Biopsie kein
statistischer Unterschied im Vergleich zu der HIV-negativen Kontrollgruppe.
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Abbildung 6: Zusammenhang von Aktivierung und Proliferation auf Einzelzellebene, Darstellung in der

DurchfluRzytometrie.
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Abbildung 7: Entwicklung der Plasmaviruslast unter HAART + IL-2..
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Abbildung 8: Entwicklung der CD4+/CD8+ Ratio in Blut und Lk unter HAART + IL-2.
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Abbildung 9: Entwicklung von absoluten CD4+ PBMC unter HAART =+ IL-2.
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Darstellung der Entwicklung von CD3+CD4+ PBMC/ul unter HAART mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 Uber
12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (wei3). Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 10: Entwicklung von absoluten CD8+ PBMC unter HAART = IL-2.
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Darstellung der Entwicklung von CD3+CD8+ PBMC/ul unter HAART mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tiber
12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (wei3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 11: Entwicklung von T-Zell-Subpopulationen des Lk unter HAART * IL-2.
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Abbildung 12: Entwicklung von T-Zell-Subpopulationen des Blutes unter HAART =+ IL-2.
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Abbildung 13: Korrelation von PBMC und LNMC CD4+/CD8+ Ratio vor HAART.
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Abbildung 14: Korrelation von PBMC und LNMC CD4+/CD8+ Ratio nach HAART.
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Abbildung 15: CD4+ CD45RAhi/ROhi-Ratio PBMC unter HAART =+ IL-2.
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Entwicklung der CD4+ CD45RAhi/Rohi-Ratio unter HAART + IL-2 (schwarz) bzw. HAART alleine (grau) Uber
12 Monate. Normalkontrolle rechts (weil3). Median + Standardabweichung. * Signifikanz zu Kontrollgruppe.
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Abbildung 16: CD4-Subpopulationen des Blutes, CD45-Differenzierung unter HAART =+ IL-2 (absolut).
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Typ (Dreiecke) unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tber 12 Monate. Normalkontrolle zum
Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 17: CD4-Subpopulationen des Blutes, CD45-Differenzierung unter HAART =+ IL-2 (prozentual).
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Typ (Dreiecke) unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tUber 12 Monate. Normalkontrolle zum
Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 18: CD8-Subpopulationen des Blutes, CD45-Differenzierung unter HAART =+ IL-2 (absolut).
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Entwicklung absoluter Zellzahlen der CD8+ Subpopulationen des Blutes vom naiven (Quadrate) und
Effektor/Memoryzell-Typ (Dreiecke) unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 Gber 12 Monate.
Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 19: CD8-Subpopulationen des Blutes, CD45-Differenzierung unter HAART =+ IL-2 (prozentual).
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(Dreiecke) unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tiber 12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich
rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 20: CD8+ PBMC, Entwicklung der CD45RAhi/ROhi-Ratio unter HAART = II-2.
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Standardabweichung.

Abbildung 21: CD4+ und CD8+ LNMC, CD45-Isoformen unter HAART =+ IL-2.
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Abbildung 22: Aktivierungsmarker auf CD4+ PBMC unter HAART * IL-2.
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Entwicklung prozentualer Anteile der Aktivierungsmarker HLA-DR (Rauten) und CD25 (Kreise) auf CD4+
PBMC unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tUber 12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich
rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 23: Aktivierungsmarker auf CD8+ PBMC unter HAART = IL-2.
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PBMC unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 tUber 12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich
rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 24: Aktivierungsmarker auf CD4+ PBMC unter HAART + IL-2.
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IL-2 Gber 12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weif3). Werte als Median + Standardabweichung.
Abbildung 25: Aktivierungsmarker auf CD8+ PBMC unter HAART + IL-2.
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(Dreiecke) und des Aktivierungsmarkers CD38 (Kreise) unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2
Uber 12 Monate. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.

Deaktivierung

im Vgl. zur Normalkontrolle (weif3) nach einem Jahr unvollstandig.
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Abbildung 26: Aktivierungsmarker auf CD8+CD45R0O+ PBMC unter HAART = IL-2 (prozentual).
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Entwicklung der Anteile der CD8+ PBMC mit Expression der Aktivierungsmarker HLA-DR (Rauten) und CD38
(Dreiecke) auf CD45RO+ unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 Gber 12 Monate. Normalkontrolle
zum Vergleich rechts (wei3). Werte als Median + Standardabweichung. Unvollstdndige Deaktivierung von
CD8-Effektor-Lymphozyten unter HAART=+IL-2 nach 1 Jahr.

Abbildung 27: Aktivierungsmarker auf CD8+CD45R0O+ PBMC unter HAART = IL-2 (absolut).
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Entwicklung absoluter Zellzahlen der CD8+ PBMC mit Expression der Aktivierungsmarker HLA-DR (Rauten)
und CD38 (Dreiecke) auf CD45RO+ unter Therapie mit (schwarz) und ohne (grau) IL-2 Gber 12 Monate.
Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 28: Aktivierungsmarker auf CD4+ LNMC unter HAART + IL-2.
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Anteil der aktivierten CD4+-Effektor-Zellen im Lymphknoten vor Beginn einer Therapie und zum Zeitpunkt der
2. LK-Biopsie nach im Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (wei3). Werte als Median +
Standardabweichung.

Abbildung 29: Aktivierungsmarker auf CD4+ PBMC unter HAART + IL-2.

100 -

90 ~

80 ~

70

60 -

50 ~

40

Median in Prozent

30 ~

20 -

10 ~

0,

p:0,16 p=0’400

CD4+CD45R0O+

| IL-2-Gruppe: Baseline, n=11

@ IL-2-Gruppe: Monat 12, n=11

@ HAART-Gruppe: Baseline, n=10
O HAART-Gruppe: Monat 12, n=10
g HIV neg. Kontrolle, n=10

p=0,014  p=0,002 p=0,015 p<0,001

o———— e = e ———° ®e—o  o—— 9o

CD4+HLA-DR+ CD4+CD45RO+HLA-DR+

Anteil aktivierter CD4+-Effektor-Zellen im Blut vor Beginn einer Therapie und zum Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie
nach im Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (wei3). Werte als Median £
Standardabweichung.
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Abbildung 30: Aktivierungsmarker auf CD4+ LNMC unter HAART + IL-2.
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Anteil der CD4+ LNMC mit Expression von CD25, CD69 und FAS vor Beginn einer Therapie und zum
Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie. Normalkontrolle zum Vergleich weil3. Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 31: Aktivierungsmarker auf CD4+ PBMC unter HAART + IL-2.
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Anteil der CD4+ PBMC mit Expression von CD25, CD69 und FAS vor Beginn einer Therapie und zum
Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weif3). Werte als Median +
Standardabweichung.
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Abbildung 32: Aktivierungsmarker auf CD8+ LNMC unter HAART =+ IL-2.

49

100 m IL-2-Gruppe: Baseline, n=16
@ IL-2-Gruppe: Monat 12, n=16 0<0,001  p<0,001
i _ m HAART-Gruppe: Baseline, n=15 ' '
90 p=0,007 P<0.001 5 HAART-Gruppe: Monat 12, n=15 e
o * * OHIV neg.-Kontrolle, n=6
80 -

0<0,001  p<0,001

o————o e o

70

60 -

50 ~

40

Median in Prozent

30

20 ~

10 ~

0J

CD8+CD45R0O+ CD8+HLA-DR+ CD8+CD45RO+HLA-DR+

LNMC, Anteil der aktivierten CD8+ T-Lymphozyten im Lymphknoten vor Beginn einer Therapie und zum
Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie nach im Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte
als Median + Standardabweichung.

Abbildung 33: Aktivierungsmarker auf CD8+ PBMC unter HAART + IL-2.
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PBMC, Anteil der aktivierten CD8+ T-Lymphozyten vor Beginn einer Therapie und zum Zeitpunkt der 2. Lk-
Biopsie nach im Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median +
Standardabweichung.
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Abbildung 34: Aktivierungsmarker auf CD8+ LNMC unter HAART =+ IL-2.

50

100 - p<0,001  p<0,001 0<0,001  p<0,001

90 +

80 -

70 ~ p<0,001 p<0,001

o—o o —°

60 -

50 A

40

Median in Prozent

30

p<0,001  p<0,001
20

o o+
10 ~ i ; |
0,

CD8+CD25+ CD8+CD28+ CD8+CD38+ CD8+CD38 bright

LNMC, Anteil der aktivierten CD8+ T-Lymphozyten im Lymphknoten vor Beginn einer Therapie und zum
Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie nach Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als
Median * Standardabweichung.

Abbildung 35: Aktivierungsmarker auf CD8+ PBMC unter HAART + IL-2.
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PBMC, Anteil der aktivierten CD8+ T-Lymphozyten im Lymphknoten vor Beginn einer Therapie und zum
Zeitpunkt der 2. Lk-Biopsie nach Median 12 Monaten. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als
Median * Standardabweichung.
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Abbildung 36: Korrelation von CD8+ Lymphozyten-Proliferation im Blut mit VI vor Therapiebeginn.
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Abbildung 37: Korrelation von Zellzahl naiver CD4+ PBMC und Anteil proliferierender CD4+ bei Therapiebeginn.
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Abbildung 38: Korrelation der proliferierenden (Ki-67+) CD4+CD45R0O+ PBMC mit Plasmaviruslast vor

Therapiebeginn.
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Abbidung 39: Entwicklung der Proliferation von LNMC-Subpopulationen unter HAART + IL-2.
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Anteil Ki-67 exprimierender LNMC (T- und B-Zellen) vor Beginn einer Therapie und nach Median 12 Mo unter
HAART = IL-2. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.

Abbildung 40: Entwicklung der Proliferation von PBMC-Subpopulationen unter HAART + IL-2.
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Anteil Ki-67 exprimierender PBMC (T- und B-Zellen) vor Beginn einer Therapie und nach Median 12 Mo unter
HAART = IL-2. Normalkontrolle zum Vergleich rechts (weil3). Werte als Median + Standardabweichung.
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Abbildung 41: T-Zell-Proliferation im Verlauf von 12 Monaten unter HAART = II-2 (prozentual).
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Anteil proliferierender (%) T-Lymphozyten im Verlauf eines 12-monatigen Beobachtungsintervall unter
HAART = IL-2 im Vergleich zu einer HIV-negativen Kontrollgruppe (weil3, rechts). Werte als Median +
Standardabweichung. Abfall der Fraktion proliferierender Lymphozyten parallel zum Abfall der VL, besonders
ausgepragt bei CTL.

Abbildung 42: T-Zell-Proliferation im Verlauf von 12 Monaten unter HAART = 1I-2 (absolut).

90 ~

80 ~

70 -

—A—CD4+Ki-67 n=10
~B-CD8+Ki-67 n=10

60 -

50 ~

40 -

Ki-67+ Zellen/ul

30 A

20

10 n=10

n=10

0 1 3 5 9 12
Monate nach Beginn der Therapie

Absolute Zahl der T-Lymphozyten/ul in Proliferation im Verlauf eines 12-monatigen Beobachtungsintervall
unter HAART =+ IL-2 im Vergleich zu einer HIV-negativen Kontrollgruppe (weil, rechts). Werte als Median +
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Abbildung 43-45: CD4+ und CD8+ PBMC-Proliferation innerhalb eines IL-2 Zyklus.
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5. Diskussion

5.1. Immunologische Veranderungen bei chronischer HIV-Infektion

In der chronischen HIV-Infektion konnte in der vorliegenden Untersuchung, in
Ubereinstimmung mit anderen Gruppen [96], neben einer signifikanten Reduktion der CD4+
Lymphozyten im Blut eine CD8-Lymphozytose beobachtet werden. Insbesondere
phanotypisch naive CD4+ und CD8+ PBMC zeigten sich signifikant reduziert, was u.a.
Benito et al [7] bzw. Roederer et al [107] zuvor bechreiben konnten.

Die Verwendung von CD45RO und CD45RA zur Bestimmung von funktionell naiven und
Effektor/Memory-Lymphozyten alleine ist umstritten. Insbesondere CD62L, als Homing-
Ligand fur die Migration Uber HEV in lymphatische Gewebe, aber auch CD29 fir Memory,
CD26 [155] und CCR7 sind verwendet worden, um naive von Effektor-/Memory-
Lymphozyten zu unterscheiden. Der Zusammenhang der Expression von CD45RAhi und
CD45RO0hi zu funktionellen Unterschieden in der Prozessierung von Neo- und Recall Ag sind
von Young et al [152] deutlich gemacht worden, weshalb die hier verwendete Definition ihre
Berechtigung findet. Daneben hat sich CD62L als aul3erst kryolabil erwiesen und eignet sich
so nicht fur die vorliegende Untersuchung.

Erniedrigte Zahlen naiver PBMC im naturlichen Krankheitsverlauf [107, 135] sind als Indiz fir
eine Stérung der Regeneration dieser Zellen aus primaren lymphatischen Organen gewertet
worden [148]. HIV Replikation kénnte demnach die CD4+ Regeneration blockieren [45, 58,
86], indem Progenitor-Zellen des KM infiziert werden [65]. Es kann aber auch eine
Verschiebung in den Pool der Effektor-/Memory-Lymphozyten zu einem solchen Verlust
beitragen.

Neben dem CD4-Zellverlust ist der Status der chronischen Immunaktivierung ein zentrales
Charakeristikum der HIV-Infektion. Ein signifikant erhdhter Anteil von CD4+ und der grofite
Teil der CD8+ Lymphozyten war in Ubereinstimmung mit anderen Veroffentlichungen im Lk
und Blut im Vergleich zu einer Normalkontrolle aktiviert [25]. Das Ausmal3 der Aktivierung
korreliert bei Therapiebeginn mit der Hohe der Plasma-Viruslast. Es ist unklar ob Aktivierung
und Proliferation durch HIV-spezifische Expansion, Stimulation durch kreuzreaktive Antigene
oder Zytokin-mediierte ,bystander“-Aktivierung induziert wird.

Es wurde in der Literatur lange kontrovers diskutiert, ob der Umsatz von CD4+- und/oder
CD8+-Lymphozyten in der chronischen Phase der HIV-Infektion erhdht ist, welches die
treibende Kraft ist und in wie weit diese (im Sinne eines erhdhten Gesamtumsatzes) zum
Verlust von CDA4-Zellen beitragt. Zellumsatz ist als Funktion von Proliferation und
Zelluntergang zu verstehen, wobei sich diese Mechanismen in Gesunden Individuen die
Waage halten. Polarisierende Arbeiten zu diesem Thema berechneten aus dem CDA4-
Zellanstieg unter HAART einen 70-fach erhdhten Umsatz von CD4-Zellen in der HIV-

Infektion [61] (,tap and drain“-Modell = high turn over/ accelerated destruction modell).
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Andere beschrieben in Untersuchungen mit verschiedenen Techniken zwar einen erheblich
gesteigerten Umsatz von CD8+-, nicht aber von CD4+-Lymphozyten [149] und schlossen auf
die supprimierende Wirkung von HIV auf primére lymphatische Organe als entscheidende
Ursache fir den T-Zell-Verlust (,regenerative-failure“-Modell) [45, 58, 59, 86].

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Anteil proliferierender Zellen mit Hilfe der
Detektion des nukledren-Ag Ki-67 bestimmt. Der Anteil proliferierender (Ki-67+) CD4+-,
CD8+ und B-Lymphozyten war in der asymptomatischen Phase der Infektion gegenuber
einem Normalkollektiv in Lk und Blut signifikant erhoht. In absoluten Zellzahlen jedoch war
der Anteil proliferierender CD4+, anders als der der CD8+, gegeniiber einer Normalkontrolle
nicht deutlich gesteigert. Bei Sachsenberg et al waren im Gegensatz dazu auch absolute
Zahlen der CD4+Ki-67+-Lymphozyten erhoht [116]. Proliferationsraten fir CD4 und CD8
waren in der hier vorliegenden Untersuchung wie auch bei Lempicki et al [75] im Lk
ausgepragter als im Blut. Eine Korrelation der Fraktionen proliferierender T-Zell-
Subpopulationen untereinander und im Verhdltnis zu der H6he der Viruslast konnte - wie bei
Hellerstein et al und Rosenzweig et al [58, 112] - hier ebenfalls gezeigt werden [75]. Die
Tatsache, dass auch B- und NK-Zellen in ihrem Umsatz gesteigert waren, konnte von Mobhri
et al im SIV-Modell [91] und von Lempicki et al fur den menschlichen Lk [75] bestatigt
werden. Eine Korrelation bei Therapiebeginn zu Gesamt- oder naiven CD4-Zellzahl, wie von
anderen bei Zellzahlen <100/ul [56] als Hinweis auf homdoostatische Mechanismen
beschrieben worden ist, bestand bei den hier untersuchten Pat. mit Zellzahlen >350/ul nicht.
Insbesondere aktivierte Lymphozyten mit dem Effektor/Memory-Phénotyp CD45ROhi
kbnnen als Zellen mit gesteigerten Umsatz angesehen werden [37, 75, 116]. Der
Zusammenhang von Aktivierung und Proliferation konnte hier auf Einzelzellebene deutlich
gemacht werden. Eine gesteigerte PBMC-Proliferation ist von anderen Virus-Infektionen wie
CMV [139], EBV, HBV [130] und VZV [93] bekannt.

Die zentrale Rolle des erhthten Zellumsatzes in der Pathogenese von HIV ist durch
verschiedene Veroffentlichungen — zum Teil mit Hilfe von anderen Techniken
(Bromodeoxyuridine, HZ-GIucose) — gesichert [56, 58, 75, 91, 92, 99, 112, 116, 134, 157].
Die gute Ubereinstimmung von Daten bei Messungen von Ki-67 bzw. H>-Glucose konnte
inzwischen von Mohri et al demonstriert werden [92].

5.2. Einfluss von HAART

Es konnte hier gezeigt werden, dass eine antiretrovirale Kombinationstherapie zu einem
rapiden Abfall der Virusbelastung [20, 97], sowie zu einem signifikanten Anstieg der CD4+-
Zellzahlen im Blut [4, 85, 100, 157] beitrdgt. HAART bewirkt einem Abfall der CD8+ T-
Lymphozyten in Blut und Lk. Ein Anstieg der CD4-Zellzahlen unter HAART geht mit einer
verbesserten Immunfunktion gegeniiber Recall-Ag (z.B. Tuberkulin, CMV) und folglich
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reduzierter Mortalitdt und Morbiditat einher [4, 54, 67, 74]. Eine Klinisch relevante
Verbesserung der Immunantwort gegentber HIV selbst konnte bisher nicht gezeigt werden.
Ein Anstieg der naiven T-Lymphozyten, und damit eine Zunahme der TCR-Vielfalt
(gegenuber Effektorzellhdufigkeit) wird als ein wichtiger Aspekt einer vollstandigen
Immunrekonstitution angesehen. Um beurteilen zu kénnen, durch welche Subpopulationen
der CD4-Zell-Anstieg generiert wird, wurden T-Lymphozyten nach deren Expression der
CLA-Isoformen, CD45RA und CD45RO0, typisiert.

Der Anstieg der T-Helfer-Zellen unter HAART war hier im ersten Monat durch einen Anstieg
sowohl von Effektor/Memory- als auch vom naiven Phanotyp bedingt, in den folgenden
dominierte der naive Phanotyp. Der zu beobachtende initiale Anstieg beider Populationen
(45RAhi und ROAhi) ist nicht im Einvernehmen mit Veréffentlichungen, nach denen unter
CD4+ zunéachst ein Anstieg der Effektor/Memory-Population zu erwarten gewesen ware [4,
17, 25, 68, 74]. Die steigende CD4-Zellzahl in den ersten 4 Wochen unter HAART war
diesen Autoren zufolge in der Redistribution der CD45R0O+ aus dem lymphatischen Gewebe,
in einer zweiten Phase als Repopulation neugebildeter naiver Lymphozyten aus dem
Thymus begrindet. Naive CD4+ PBMC erreichten aber unter HAART auch nach einem Jahr
nicht das Niveau der Kontrollgruppe. Andere konnten nach einem Jahr vergleichbare Daten
erheben [4, 25, 36, 56, 74, 100, 121] und auch nach zwei Jahren konnte mit HAART keine
vollstindige Nomalisierung des naiven Zellpools erreicht werden [98]. Physiologische
Zellzahlen fur naive CD4+ Lymphozyten konnte nach 1 Jahr lediglich in einer Gruppe erreicht
werden, die innerhalb von 2 Wochen nach Serokonversion mit einer Therapie begonnen
hatte [156]. Auch in anderen Situationen, in denen T-Zellen unabh&ngig von einer Infektion
mit HIV erheblich reduziert werden, wie etwa im Rahmen einer ablativen Chemotherapie,
zeigte sich der Wiederanstieg der naiven CD4+ interindividuell variabel, langsam und
unvollstandig [82]. Die F&higkeit zur Regeneration eines naiven Zellpools ist mit der
Regeneration primér lymphatischer Organe [4, 35, 74, 82, 100] und der Thymusgrofi3e [124]
in ein kausales Verhdltnis gebracht worden. Die Beobachtung, dass auch bei Pat. nach
Resektion des Thymus ein Anstieg der naiven CD4+Population zu beobachten ist [55], stellt
letzteren Zusammenhang aber in Frage.

Die Regeneration phanotypisch naiver T-Lymphozyten wunter HAART ist nicht
notwendigerweise auf die Regeneration der primdren lymphatischen Organe alleine
zurtckzufuhren. Expansion peripherer Pools naiver Zellen ohne Verénderung des Phanotyps
[127], die bereits erwdhnte Repopulation aus lymphatischem Gewebe [36] und eine
phénotypische Reversion von RO+ zu RA+ [6, 140, 87, 90] sind moégliche Mechanismen.
Neben der Regeneration der CD4-Zellzahlen und einer TCR-Variabilitat stellt die Reduktion
der chronischen Immunaktivierung ein zentrales Ziel der Therapie der HIV-Infektion dar.

Aktivierung fuhrt zu Infektion von Zielzellen, Integration von Virusgenom und Replikation.
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Auch nach einer einjahrigen Therapie jedoch prasentieren sich Aktivierungsparameter nicht
vollstdndig normalisiert. Ein groRBer Teil der aktivierten Zellen ist wahrscheinlich HIV-
spezifisch [94, 145]. Die zentrale Rolle der CD8+ in der Kontrolle der Virusreplikation konnte
im SIV-Modell demonstriert werden, wo die Entfernung von CD8 Lymphozyten in vivo zu
einem Anstieg der Virdmie fuhrte [118]. Mit Reduktion der Virusbelastung unter HAART
zeigen sich diese Zellen in ihrer Frequenz reduziert. Im Rahmen von STI
(Supervised/structured Therapy Interuption) ist gezeigt worden, dass diese HIV-spezifischen,
aktivierten CD8+, mit dem Wiederanstieg der VL erneut nachweisbar werden [30, 75, 136],
was den engen Zusammenhang von CTL-Frequenz und Virusreplikation unterstreicht.
Warum stellt sich die Deaktivierung bei maximal suppremierter Virusreplikation nach einem
Jahr unvollstdndig dar? In 50% der hier untersuchten Pat. mit maximal suppremierter
Plasmaviruslast konnten im Lk produktiv infizierte Zellen, wenn auch in deutlich reduzierter
Form, detektiert werden (Daten nicht vorgestellt, Zusammenarbeit mit Prof. P. Racz und Dr.
K. Tenner-Racz, Bernhard-Nocht-Institut, Hamburg). Eine weitere Erklarung fir die
persistierende zellulare Immunaktivierung ist, dass subklinische Infektionen einer
vollstandigen Normalisierung entgegenwirken konnten [23, 99], was besonders in Landern
mit hohen Durchseuchungsraten fiir parasitéare Infektionen [8, 23] eine Rolle zu spielen
scheint.

Es mul3 unterstrichen werden, dass die Grenze der Tests von 25 RNA-Kopien pro ml Plasma
keine biologische ist. Sensiblere Methoden missen etabliert werden, um Unterschiede in
Konzentrationen unterhalb der Nachweisgrenze detektieren zu koénnen und so
interindividuelle Unterschiede in der Hohe der Immunaktivierung einordnen zu kénnen.
Verschiedene Arbeiten haben sich inzwischen - wie hier - mit dem Einfluss von HAART auf
T-Zell-Proliferation im Blut [45, 56, 72] und unter Beriicksichtigung des lymphatischen
Gewebes [156, 157] befasst. In Blut und Lk sank der Anteil Ki-67-exprimierender CD4+ und
CD8+ uniform auf ein Niveau, das statistisch nicht von dem der Kontrollgruppe zu
unterscheiden war. Die gute Korrelation zur Héhe der Viruslast zu Beginn der Therapie und
der enge zeitliche Zusammenhang zu deren Abfall legt den Verdacht nahe, dass es sich um
ein Phadnomen handelt, das sich durch die Auseinandersetzung mit dem Antigen im
jeweiligen Kompartiment erklaren laft.

5.3. Einfluss von Interleukin-2

Intermittierende Gabe von IL-2 resultiert im Blut in einem - in absoluten Zellzahlen - héheren
CD4-Zell-Anstieg als in der Gruppe mit einer antiretroviralen Vierfachkombination. Daten
uber Monat 12 hinaus wurden hier nicht erhoben, andere Autoren beschreiben aber im Blut
einen anhaltenden Effekt auch drei [3] bzw. sechs Monate [121] nach Abschluss der
immunmodulatorischen Therapie. Pat. in der hier vorgestellten Untersuchung befanden sich

in einer immunologisch stabilen Situation mit CD4 Zellzahlen >350/ul. David et al. [32]
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konnten mit einer IL-2-Therapie auch bei Pat. mit einem fortgeschrittenen Immundefekt und
zuvor fehlendem Ansprechen auf HAART einen Anstieg der CD4-Zellzahl auf Gber 200/ul
erzielen. Der Anstieg zeigte sich hier mit Beginn der IL-2-Gabe ab Tag 28 in den ersten drei
Monaten besonders ausgepragt. Neben einem Einfluss auf CD4+ konnte auch ein Effekt auf
den Rickgang der CD8+ PBMC beobachtet werden. Unter Einfluss von IL-2 zeigte sich der
unter HAART deutliche Abfall der CD8+ signifikant geringer ausgepragt, was als Indiz auf
eine Expansion auch anderer als der CD4+ zuriickgefuhrt werden kann. Neben CD8+ stellen
auch NK-Zellen eine Zielpopulation von IL-2 dar [81].

Der Einfluss von IL-2 auf die Verteilung der CDA45-Isoformen RA und RO st bei
verschiedenen Autoren betrachtet worden [3, 25, 31, 76, 121, 143, 155]. Es wurden jedoch
heterogene Daten erhoben. In der vorliegenden Arbeit war es unter IL-2 v.a. der Effektor-
/Memory-Phanotyp, der zu der Repopulation mit CD4+ Lymphozyten beitrug, was in einer
Inversion der RA/RO-Ratio resultierte. In absoluten Zahlen konnte der Einfluss von IL-2 auf
beide Populationen gezeigt werden. Dies ist im Einvernehmen mit Verdéffentlichungen
anderer Autoren [76]. Auch bei Arno et al [3] stiegen unter IL-2 Memory CD45RO+ in den
ersten 4 Wochen statistisch signifikant Uber das pratherapeutische Niveau an, wahrend
naive CD4+ diese Signifikanz erst ab Monat 6 erreichten. Zanussi et al [155] beschrieb
ebenfalls einen signifikanten Anstieg beider Phanotypen. Bei Conners et al [25], sowie bei
Davey et al [31] war die Ratio unter IL-2 Einfluss — anders als hier — zugunsten von naiven T-
Lymphozyten verschoben. Bei Conners et al konnte dariiberhinaus gezeigt werden, dass
auch unter IL-2 die TCR-Vielfalt im Vergleich zu einem HIV-negativen Kollektiv nicht
vollstandig regeneriert wird [25], was fUr die periphere Expansion vorbestehender Effektor-
Klone oder Verlangerung von deren Uberlebenszeit auf Einzelzellebene sprache [25]. Eine
Repopulation mit postthymisch expandierten Lymphozyten durch IL-2 wirde so keinen
Vorteil gegeniiber einer HAART im Hinblick auf die Erkennung von Neo-Antigenen bieten,
sondern lediglich das TCR-Spektrum zu Beginn einer Therapie expandieren helfen. Eine
Therapie mit IL-2 mif3te demzufolge initiiert werden, solange Licken im TCR-Repertoir noch
ohne klinische Relevanz sind.

Im Hinblick auf die klinische Relevanz von Infektionen, welche v.a. durch Memory-Zellen
kontrolliert werden, konnte die Expansion von ,kleinen* Zellklonen gegeniuber HAART im
weiteren Krankheitsverlauf einen Vorteil bieten. Auch HIV-spezifische Effektorzellen kénnten
so expandiert werden. Die Expansion virusspezifischer Effektorzellen unter dem Einfluss von
Interleukin-2 kdnnte zu einer Supression der Virusreplikation beitragen. Studien mit
immunmodulatorischen Regimen und Therapiepausen im Sinne einer endogenen
Vakzinierung wurden begonnen, Daten liegen jedoch zur Zeit noch nicht vor. Es ist unklar,
ob die expandierten Effektor-/Memory-Lymphozyten (insbesondere LNMC) HIV-spezifisch

sind. Eine Expansion derjenigen Klone, die im natlrlichen Krankheitsverlauf keine
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ausreichende Viruskontrolle erreichen, durfte jedoch keinen klinischen Benefit aufweisen. Ob
der Mechanismus einer Expansion von HIV-spezifischen Effektorzellen durch eine durch IL-2
gesteigerte Anzahl von CD4+CCR5+ Zielzellen aufgehoben wird [144, 158], kann hier nicht
beurteilt werden. Untersuchungen mit Nachweis von proviraler DNA, insbesondere im
Lymphknoten wéren hier notwendig. Ein positiver Effekt auf provirale DNA in einem Regime
mit zwei NRTI konnte gezeigt werden [154], andere konnten diesen, in kleinen Fallzahlen,
nicht nachweisen [129].

Die hier unter HAART beobachtete Deaktivierung war unter zusatzlicher Interleukin-2-
Applikation unvollstandig und schloss CD4- und CD8-Lymphozyten mit ein. Im Vergleich zu
der mit HAART alleine therapierten Gruppe ist dies moglicherweise dadurch erklarbar, dass
die sonst durch AICD (,activation induced cell death") eliminierten Lymphozyten unter
HAART weiterhin detektierbar bleiben. Es ist beschrieben worden, dass IL-2 die Rate der
aktivierten, in Apoptose befindlichen Zellen reduziert [27]. Prince et al konnte zeigen, dass
IL-2 in vitro die Lebensdauer von CD8+CD38+HLA-DR+ verlangert [104], ein Mechanismus,
der Uber die Expression von Bcl-2 [1, 19, 32] beeinflusst zu werden scheint. Ob ein Teil der
Zellen in den naiven, ruhenden Status (CD45RAhiRO-, CD69-, HLA-DR-, CD25-)
zurtickkehrt und ob der Zelltod nur zeitlich aufgeschoben wird, kann hier nicht beantwortet
werden. Kurzfristig fuhrt IL-2 innerhalb eines Applikationszyklus von wenigen Tagen zu
einem Anstieg sowohl der Aktivierungs- als auch der Proliferationsmarker, der schon wenige
Tage spater nicht mehr nachweisbar ist. CD25 nimmt als Aktivierungsmarker und als IL-2
Rezeptor, welcher in Anwesenheit von IL-2 selbst (parakrine, autokrine und exogen
zugefuhrt) verstarkt exprimiert wird, eine Sonderstellung ein. Welche biologische Bedeutung
die CD25+ Population besitzt bleibt unklar. Pratherapeutische Anteile der CD25+ waren nicht
signifikant niedriger als in einer HIV-negativen Kontrollgruppe.

Der kurz- und langfristige Einfluss von Interleukin—2 als hochwirksames Proliferationssignal
in vitro auf die Expression von Ki-67 in Lymphozyten des Blutes und des Lk verdient
besondere Beachtung. Die Expansion von Lymphozyten als Mechanismus der Repopulation
mit CD4+ unter HAART ist postuliert worden, ohne Proliferation auf Einzelzellebene zu
demonstrieren [140]. Es konnte hier an Einzelféllen demonstriert werden, dass der Einfluss
von IL-2 auf CDA4-Zellzahlen kurzfristig auf dessen Wirkung innerhalb eines
Applikationszyklus auf die Proliferation von praformierten, peripheren Lymphozyten
zurtckzufuhren ist. Eine signifikant hohere Fraktion proliferierender Lymphozyten nach
einem Jahr war aber nicht nachweisbar. Der Einfluss war auch in der Subpopulation der
CD8+ Lymphozaten festzustellen.

5.4. Vergleich von Blut und Lymphknoten

Im lymphatischen Gewebe befinden sich mit 98% der weitaus grof3te Anteil der Korper-

Lymphozyten, davon 50-60% in Lymphknoten. Die meisten Untersuchungen zu
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Lymphozytendistribution in der HIV-Infektion basieren auf Daten aus dem Blut, wohingegen
die grofite Ag-Konzentration in den Keimzentren des lymphatischen Gewebe zu finden ist.
Daten zu Aktivierung und Proliferation von Lymphozyten im Lk kommen so eine besondere
Bedeutung zu.

Entsprechend der immunologischen Bedeutung der Lk als Ort der Auseinandersetzung mit
dem Ag zeigte sich die Aktivierung von Effektorzellen und die Proliferation [75] im Lk
ausgepragter als im Blut und in der CD8+ Population starker als in der der CD4+.

Im Lymphknoten ist der Anteil der CD8+ normalerweise niedrig, im Kontext einer HIV-
Infektion jedoch wandern CTL ein. Die CD4+/CD8+-Ratio ist daher zugunsten der CD8+
Lymphozyten verschoben. Diese CD8+ besitzen den Phanotyp aktivierter Effektorzellen.
Histologische Untersuchungen des Lymphknotens konnten zeigen, dass eine solche CD8-
Zell-Proliferation v.a. in der T-Zone stattfindet [134]. CD4+ Zellen, vornehmlich phanotypisch
CD45RO+, dagegen exprimierten diesen Veroéffentlichungen zufolge Ki-67 v.a. in
Keimzentren und in geringerem MaRe in der T-Zell-Zone [134]. Chronische
Immunaktivierung ist in der HIV-Infektion vergesellschaftet mit einer erhéhten Rate der
Apoptose von CD4 Zellen im lymphatischen Gewebe [95]. Eine reduzierte Apoptoserate
sollte zu einem Anstieg der CD4 Zellzahlen beitragen.

Anders als im Blut ist in der CD4+ Subpopulation des Lymphknoten physiologischerweise
der dominierende Ph&notyp CD45R0hi. Im Kontext einer HIV-infektion aber ist, den hier
generierten Daten zufolge, der Anteil naiver Lymphozyten (CD45RAhi) erhoht, ein Indiz
daflrr, dass Migrationsmechanismen in der HIV-Infektion verandert sind. Wang et al konnte
zeigen, dass CD4-Lymphozyten auf HIV-Exposition hin verstarkt CD62L exprimieren und
folgern, dass so ein gesteigerter Influx naiver Lymphozyten in lymphatische Gewebe
unterhalten werden konnte [141].

Der Einfluss der Therapie war im Lk und Blut in beiden Therapiearmen unter
Berticksichtigung aller hier verwendeten Lymphozytenmarker gleichsinnig [12, 13, 35, 41].

Es kam unter HAART im Lk zu einer vollstandigen Normalisierung der CD4+/CD8+-Ratio
[11]. Das so erreichte Niveau der Ratio im Lk entspricht dem Normalwert [16].
Immunhistologische Untersuchungen unter HAART konnten mit fallender Ag-Konzentration
eine Abnahme der CD8+ Frequenz im Lk demonstrieren [131]. Zum unter HAART zu
beobachtende Anstieg der absoluten Zellzahlen im Lk I&sst sich in dieser Untersuchung
keine Stellung nehmen [72]. Bei einer fehlenden oder wenig préazisen Bezugsgrof3 sind
Veroffentlichungen, die absolute Zellzahlen im lympatischen Gewebe anzugeben versuchen,
kritisch zu bewerten. Ein Anstieg der absoluten CD4-Zellzahl innerhalb des lymphatischen
Gewebes erscheint bei einem Riickgang des Lymphozyten-,trapping“, der Immunaktivierung,
reduziertem Antigen und der hier in 7 von 15 Féllen vorbestehenden Lympknotenhyperplasie

im Gegenteil eher unwahrscheinlich. Dass es unter IL-2 auch im Lk, zumindest innerhalb der
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Zyklen, wie auch im Blut zu einer lokalen Expansion der CD4+ kommt, ist dagegen
anzumehmen. Es ist jedoch prozentual unter IL-2-Administration in Blut und Lk kein
Unterschied in der Verteilung der T-Lymphozyten-Populationen erkennbar. Die
unzureichende Konzentration des Zytokins im lymphatischen Gewebe dirfte als Ursache
nicht in Frage kommen, da mit der erhdhten Expression des hochaffinen IL-2-Rezeptors,
CD25, in diesem Kompartiment langfristige biologische Effekte erzielt werden. Es ist
vorstellbar, dass der Abfall der CD8+ Effektor-Zellen, wie hier im Blut beobachtet, auch im
lymphatischen Gewebe durch Interleukin-2 limitiert wird.

Dem lymphatischen Gewebe kommt auch in Zukunft bei der Untersuchung von neuen
Therapie Strategien eine wichtige Rolle zu. So konnte vor kurzem durch die Arbeit von
Altfeld et al [2] gezeigt werden, dass HIV-Epitope, die unter HAART von CTL im peripheren
Blut neu erkannt zu werden scheinen [108; 115], bereits vor Initiierung einer Therapie im Lk
nachzuweisen waren. Insbesondere die Evaluation immunmodulatorischer Therapien bedarf
daher der Einbeziehung der anatomischen Kompartimente, in denen die Immunantwort

generiert wird.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund : CD4+-Depletion und chronische Immunaktivierung sind Charakteristika der
chronischen HIV-Infektion. Das lymphatische Gewebe stellt das gréfite Reservoir fur HIV dar.
Bisher konnte unter einer hoch aktiven Kombinationstherapie (HAART) keine vollstandige
Immunrekonstitution erzielt werden, weshalb ein immunmodulatorischer Therapieansatz mit
Interleukin-2 (IL-2) unternommen wurde.

Patienten, Material und Methoden : ,COSMIC-Studie: offen, randomisiert, Multicenter-Phase
IlI-Studie. 31 asymptomatische, therapie-naive HIV-1-Infizierte, CD4+ > 350/ul. Randomisation:
HAART (Saquinavir, Nelfinavir, Lamivudin, Stavudin) = IL-2 s.c. (9 Mio.U/d, alle 6 Wo. tber 5
Tage). Axillare Lymphknotenentnahmen vor Therapiebeginn und nach Median 12 Monaten.
Lymphozytensubpopulationen (CD3,CD4,CD8), Proliferation (Ki-67+) und Immunaktivierung
(CD69, CD25, CD28, HLA-DR, CD38, CD45R0, FAS) wurden an kryokonservierten LNMC und
PBMC durchflusszytometrisch untersucht, naive Lymphozyten wurden als CD45RAhIRO-,
Effektor/Memory-Lymphozyten als CD45ROhiRA- definiert

Ergebnisse: Proliferation und Aktivierung von T- und B-Lymphozyten zeigten sich in
Lymphknoten und Blut gegeniiber einem Normalkollektiv signifikant gesteigert. Die Plasma-
Viruslast korrelierte signifikant mit Lymphozytenproliferation und Immunaktivierung in Blut und
Lk. Prozentuale Werte von CD4+ und CD8+ zeigten sich im Lk nach Median 12 Monaten
unabhangig vom Therapieregime auf Werte einer HIV negativen Kontrollgruppe normalisiert. Im
Blut bewirkte IL-2 einen starkeren Anstieg der CD4+ Zellzahlen, ohne jedoch die CD4+/CD8+-
Ratio zu verbessern. In beiden Gruppen trugen CD4+CD45RAhi und CD4+CD45ROhi zum
Anstieg bei. Unter IL-2 kam es zur Umkehr der CD45RAhi/CD45R0hi-Ratio zugunsten des
Effektor-/Memory-Phéanotyps. Immunaktivierung und Proliferation in Lk und PB normalisierten
sich im Vergleich zu einem HIV-negativen Kollektiv unter Therapie. Diese Normalisierung war
aber unvollstéandig. IL-2-Applikation resultierte in einem UberschieRenden Anstieg von CD25-
exprimierenden CD4+ und CD8+ Zellen in Lk und PB. Der Abfall des Anteils proliferierender T-
Lymphozyten im PB zeigte sich zeitlich eng mit Abfall der Plasma-Viruslast assoziiert.
SchlufZfolgerung: T- und B-Zellproliferation sind mit Immunaktivierung und Virusreplikation eng
verknipft. Der Zellumsatz sinkt unter beiden Regimen signifikant. Die Immundeaktivierung ist
unvollstandig unter HAART. IL-2 besitzt im Blut einen positiven Effekt auf die absolute CD4-
Zellzahl, der jedoch prozentual weder im Lk noch im PB signifikant ist. HAART+IL-2 expandiert
vorwiegend Effektor/Memory-Lymphozyten, was in der Generierung von HIV-spezifischen
keinen Vorteil gegeniiber HAART darstellen dirfte. Funktionelle Analysen zu HIV-spezifischen

Immunantwort, insbesondere im lymphatischen Gewebe, sind notwendig.
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