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Zusammenfassung

Die HIV-Infektion stellt eine der grofiten Herausforderungen unserer Gesellschaft dar.
Mit iiber 34 Millionen HIV-Infizierten weltweit und einer bisher erfolglosen
Impfstoffentwicklung sind wir heute weit davon entfernt, die Pandemie unter Kontrolle
zu bringen. Seit einigen Jahren sind jedoch bestimmte Affenarten bekannt, die trotz
jahrelanger Infektion mit dem Affenvirus SIV und hoher Viruslasten nicht ins Stadium
AIDS fortschreiten. Ob diese sogenannten natiirlichen Wirte der SIV-Infektion auch
beim Menschen existieren, war bisher weitgehend unbekannt.

Fiir die vorliegende Studie rekrutierten wir daher therapie-naive Patienten, die in der
Lage waren, trotz hoher Viruslasten die HIV-Infektion {iber viele Jahre zu kontrollieren,
also iiberdurchschnittlich wenige CD4-Helferzellen verloren. Als Kontrollgruppe
wurden Patienten rekrutiert, die im Verlauf durchschnittlich an CD4-Helferzellen
verloren, mit der HIV-Infektion also fortschritten. Mit Hilfe des Elispots und der
Durchflusszytometrie  untersuchten wir anschlieBend die immunologischen
Charakteristika dieser Patienten. Dafiir wurden die Hohe der CD38-Expression als
Zeichen der Immunaktivierung, die Hohe der PD-1-Expression als Zeichen der
Immunerschopfung, die Hohe der CD44-Expression als Zeichen der Antigenerfahrung,
sowie die Anzahl, Stiarke und Qualitit der Effektorfunktionen der CD8+ und zum Teil
der CD4+ T-Zellen verglichen.

Wir konnten zeigen, dass Patienten, die trotz hoher Viruslasten in der Lage sind, die
HIV-Infektion iiber eine ldngere Zeit zu kontrollieren, eine sehr heterogene Gruppe
sind. Insgesamt waren die CD38- und die PD-1-Expression bei jenen Patienten hoher,
die hohere Viruslasten aufwiesen. Die Gruppen unterschieden sich fiir die Mehrzahl der
Patienten weder in der Hohe der CD44-Expression, noch in der Anzahl, Stirke oder
Qualitéit ihrer Immunantworten. Allerdings gab es einige wenige Ausnahmen und damit
Patienten, die durchaus die immunologischen Charakteristika der natiirlichen Wirte
aufzeigten. So gab es zwei Patienten, die trotz hoher Viruslasten iiber viele Jahre nur
wenige CD4-Zellen verloren und eine geringe Immunaktivierung, sowie eine geringe
Immunerschdpfung ihrer CD8+ T-Zellen aufwiesen.

Die Existenz der natiirlichen Wirte der HIV-Infektion ist also wahrscheinlich. Fiir die
Zukunft ist es wichtig, noch mehr solcher Patienten zu identifizieren und zusitzliche

Marker zu untersuchen, die Ursache fiir die gute Kontrolle der Infektion sein konnten.
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1 EINLEITUNG

Im Jahr 1981 kam es in den USA bei einer Gruppe junger homosexueller Méanner zu
einer ungewdhnlichen Haufung von seltenen Erkrankungen wie Kaposi-Sarkomen und
Pneumocystis-Pneumonien. In diesem Zusammenhang wurde erstmals die erworbene
Immunschwiche AIDS (engl. Acquired Immune Deficiency Syndrome) beschrieben [1-
4]. Zwei Jahre spiter, im Jahr 1983, konnte das Humane Immunschwéche Virus (HIV)
als Erreger dieser Erkrankung identifiziert werden. [5, 6]. Inzwischen sind laut
UNAIDS weltweit tiiber 34 Millionen Menschen mit HIV infiziert. Die
Neuinfektionsrate lag im Jahr 2011 bei 2,5 Millionen pro Jahr und allein im Jahr 2011
starben 1,7 Millionen Menschen an AIDS. Die Immunschwiche hat sich damit seit ihrer
Entdeckung zu einer weltweiten Epidemie entwickelt, die unbehandelt in der Regel
todlich verlduft. In einigen afrikanischen Landern ist AIDS zur hdufigsten Todesursache
iiberhaupt avanciert und stellt somit eine enorme wirtschaftliche und soziale

Herausforderung fiir unsere Gesellschaft dar [7].

1.1 Das Humane Immunschwiche Virus (HIV)

1.1.1 Geschichte

Das erste nachweislich HIV-positive menschliche Blutserum stammt aus dem Jahr 1959
und wurde in Afrika entdeckt [8]. Entwickelt hat sich das HI-Virus jedoch vermutlich
bereits Anfang des letzten Jahrhunderts, als in Westafrika das Simian

Immunodeficiency Virus (SIV) vom Affen auf den Menschen tibertrat [9].

1.1.2 Taxonomie

Die SI-Viren der Affen und die HI-Viren der Menschen sind Retroviren und zdhlen zur
Gattung der Lentiviren. Infektionen mit Lentiviren verlaufen meist chronisch und
weisen eine lange klinische Latenzphase auf. SIV kann in mehrere Typen unterteilt

werden, von denen mindestens zwei verantwortlich sind fiir die Entwicklung der beiden
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eng verwandten HI-Viren HIV-1 und HIV-2 [10]: durch den Ubertritt von SIVcpz der
Schimpansen (Pan troglodytes) auf den Menschen entwickelte sich HIV-1, durch den
Ubertritt von SIVsm der RuBmangaben (Cercocebus atys) entstand HIV-2 [11-14]. Die
meisten AIDS-Fille werden weltweit von HIV-1 verursacht, wohingegen die HIV-2-
Infektion hauptsdchlich in Westafrika vorkommt und lediglich fiir weniger als 1% aller
Infektionen verantwortlich ist. Zusétzlich ist HIV-2 deutlich weniger pathogen und

spielt deshalb in der Pandemie eine untergeordnete Rolle [15].

1.1.3 Genomstruktur

Das Genom des HI-Virus besteht aus den drei Strukturgenen Gag (engl. group antigen),
Pol (engl. polymerase) und Env (engl. envelope), sowie aus den sechs regulatorischen
und akzessorischen Genen Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev und Nef [16, 17] (Abb. 1). Fiir die
vorliegende Arbeit sind insbesondere zwei Gene von Bedeutung: das Gag- und das Nef-
Gen. Das Gag-Gen zdhlt zu den Hauptgenen und codiert die Strukturproteine fiir das
Kernstiick des Virus [18]. Das Nef-Gen (engl. negative factor) zdhlt zu den
akzessorischen Genen und ist essenziell fiir eine effiziente Virusproduktion, da es unter
anderem den CD4-Rezeptor auf der Oberfliche der infizierten Zellen herabreguliert
sowie die Produktion von MHC Klasse I und II Molekiilen verringert [19, 20]. Dadurch
wird die antivirale Immunantwort gehemmt und gleichzeitig die Replikation des Virus
gefordert [21, 22]. Die beiden Gene Gag und Nef sind fiir die zelluldre Immunantwort

die immunogensten Teile von HIV, weshalb wir sie flir unsere Studie auswiéhlten.

Vpr Rev
’_‘ Rev
Gag Vif TatTVpu Tat Nef
Pol Env
5'LTR | 3°LTR

Abbildung 1: Schematischer Aufbau des HIV-Genoms (nach [23]). Das Genom des HI-Virus besteht
aus den drei Strukturgenen Gag (engl. group antigen), Pol (engl. polymerase) und Env (engl. envelope),
sowie aus den sechs regulatorischen und akzessorischen Genen Vif, Vpr, Vpu, Tat, Rev und Nef. Des
Weiteren wird das HIV-Genom von langen Sequenzwiederholungen flankiert, den sogenannten Long
Terminal Repeats (LTR), die essenziell fiir die Replikation des HIV-Genoms sind.
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1.2 Die akute HI'V-Infektion

1.2.1 Ubertragungswege

Die drei wichtigsten Ubertragungswege fiir das HI-Virus sind Sexualkontakte, Blut und
die vertikale Transmission von der Mutter auf das Kind [24]. Allerdings stellt die homo-
oder heterosexuelle Ubertragung mit 80% der Fille den Hauptiibertragungsweg dar
[25].

1.2.2 Der natiirliche Verlauf der HIV-Infektion

Nach der Ubertragung durch einen der oben genannten Wege infiziert das HI-Virus
solche Zellen, die das CD4 Oberflachenmolekiil exprimieren, u.a. dendritische Zellen,
Monozyten und Makrophagen, insbesondere jedoch die CD4+ T-Lymphozyten (T-
Helferzellen) [26, 27]. Das HI-Virus infiziert und zerstort dadurch jene Zellen, die fiir
das menschliche Immunsystem essenziell sind.

Diese Phase der Primérinfektion verursacht in 40-90 % der Félle eine voriibergehende
grippedhnliche Symptomatik [28]. Wahrend der akuten HIV-Infektion erfolgt eine
starke Virusvermehrung, die zum Zelltod der infizierten Zellen und zu einer stetigen
Neuinfektion von noch nicht infizierten Zellen fiihrt. Dadurch sinkt die Zahl der CD4+
T-Zellen ab und gleichzeitig steigt die Viruslast im peripheren Blut an [29] (Abb. 2).
Die akute Infektion dauert jedoch nur einige Wochen. Es schliet sich ein
asymptomatisches Stadium an, das Jahre dauern kann, und in dem die Betroffenen
scheinbar gesund sind. In diesem asymptomatischen Stadium sinkt die Viruslast durch
die korpereigene Immunantwort auf ein individuell unterschiedliches Niveau (=Set-
point-Viruslast) ab und die Zahl der CD4+ T-Zellen erholt sich [30, 31]. Ein
Gleichgewicht stellt sich ein zwischen dem Untergang von Viren und der Produktion
neuer Viren. Die Dauer dieser Latenzphase ist variabel und hélt so lange an, bis das
Immunsystem schlielich nicht mehr in der Lage ist, die Infektion in Schach zu halten.
Die Zahl der CD4+ T-Zellen nimmt Kkontinuierlich ab [32] und es treten
opportunistische Infektionen auf, die letztlich zum Tod der infizierten Personen fiihren.
Verhindert werden kann dies nur durch eine medikamentdse antiretrovirale Therapie,
mit der es allerdings nicht mdglich ist, das HI-Virus komplett aus dem Korper zu

eradizieren [33-37]. Damit ist eine Heilung der HIV-Infektion bis heute nicht moglich.
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. Akute Phase Chronische Phase AIDS
108 — :, ; — 800

— 700
— 600
— 500

— 400

HIV Viruslast — 300

Viruskopien pro ml Blutplasma
sajn|g uasayduad |f oid |yezjez

N — 200
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Abbildung 2: Der natiirliche Verlauf der HIV-Infektion. Auf der linken x-Achse ist die Hohe der
Viruslast dargestellt, auf der rechten x-Achse die Hohe der CD4-Zellzahl, die y-Achse symbolisiert den
Zeitverlauf. In der akuten Phase der HIV-Infektion steigt die Viruslast im Blut massiv an und gleichzeitig
sinkt die CD4-Zellzahl ab. Am Ende der akuten Phase sinkt die Viruslast durch die korpereigene
Immunabwehr wieder ab und die CD4-Zellzahl erholt sich. Es folgt eine asymptomatische, chronische
Phase mit variabler Dauer, in der sich ein Gleichgewicht zwischen dem Untergang von Viren und der
Produktion neuer Viren einstellt. Diese Latenzphase hélt so lange an, bis das Immunsystem nicht mehr in
der Lage ist, die Infektion in Schach zu halten. Die Zahl der CD4-Zellen nimmt kontinuierlich ab, es
treten opportunistische Infektionen auf und das Stadium AIDS ist erreicht.

1.3 HIV und das Immunsystem

Das menschliche Immunsystem ist wie die antiretrovirale Therapie nicht in der Lage,
die HI-Viren komplett zu eliminieren und ein Fortschreiten der Erkrankung bis ins
Stadium AIDS zu verhindern. Allerdings schafft es die korpereigene Immunabwehr, die
Infektion zumindest zeitweise einzuddmmen, und spielt damit eine zentrale Rolle in der
Bekdmpfung der HIV-Infektion. Ganz allgemein ldsst sich das menschliche
Immunsystem in die angeborene unspezifische und die erworbene spezifische
Immunabwehr unterteilen. Beide Komponenten sind an der Abwehr des HI-Virus
beteiligt, eine besondere Stellung nehmen jedoch die CD8+ T-Zellen und die infizierten

CD4+ T-Helferzellen ein, die zur erworbenen Immunabwehr gezéhlt werden.

1.3.1 Die CD8+ T-Zellen

Die Hauptaufgabe von CD8+ T-Zellen ist die Zerstorung virusinfizierter oder maligner

Zellen. Die CD8+ T-Zellen werden durch Zellen des angeborenen Immunsystems
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aktiviert und konnen virusinfizierte oder maligne Zellen dann einerseits direkt,
andererseits liber 16sliche Faktoren abtoten [38-41].

Bereits frith in der Geschichte der HIV-Forschung erkannte man die Schliisselstellung
der CD8+ T-Zellen in der Elimination HIV-infizierter Zellen [31, 42-44]. Diese zentrale
Rolle ergab sich aus mehreren Beobachtungen: Im Jahr 1986 fanden Walker et al.
heraus, dass die CD8+ T-Zellen die HIV-Replikation zumindest in vitro effektiv
hemmen konnen [38]. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass ein zeitlicher
Zusammenhang zwischen der Proliferation HIV-infizierter CD8+ T-Zellen und dem
Absinken der Viruslast in der akuten Phase der HIV-Infektion besteht [31, 44]. In der
akuten und chronischen Phase der HIV-Infektion kdnnen die virusspezifischen CD8+ T-
Zellen auferdem einen starken immunologischen Druck auf die Viren ausiiben, der die
Viren zu Fluchtmutationen zwingt [45-49]. Durch die Mutationen versuchen die HI-
Viren, der Identifizierung und Eliminierung durch die CD8+ T-Zellen zu entkommen.
Die zentrale Rolle der CD8+ T-Zellen in der Kontrolle der Viruslast konnte auch in
einigen Studien gezeigt werden, in denen eine Depletion der CD8+ T-Zellen in SIV-
infizierten Rhesusaffen zu einem Anstieg der Viruslast und zu einem raschen
Krankheitsfortschritt fiihrte [50-52]. Wurden die CD8+ T-Zellen wieder hergestellt, so
sank die Viruslast wieder ab [51]. Und schlieBlich wurde bei einem Teil jener Patienten,
die die HIV-Infektion iiber einen lingeren Zeitraum kontrollieren konnen, eine starke
virus-spezifische CD8+ T-Zellantwort fiir die gute Kontrolle der Infektion
verantwortlich gemacht [53-55]. Die CD8+ Immunantwort nimmt also eine ganz
entscheidende Rolle in der Abwehr der HIV-Infektion ein.

Dabei ist die Aktivierung der CD8+ T-Zellen zwar einerseits essenziell fiir die
Elimination virusinfizierter Zellen und das Absinken der Viruslast. Andererseits
resultiert die Aktivierung der CD8+ T-Zellen langfristig nicht in einer Kontrolle der

HIV-Infektion durch das Immunsystem.

1.3.2 Die Effektorfunktionen der CD8+ T-Zellen

Ein Grund fiir das Versagen des Immunsystems in der Kontrolle der Infektion ist der
Verlust mehrerer wichtiger Effektorfunktionen der CD8+ T-Zellen [56]. In zahlreichen
Studien konnte gezeigt werden, dass weder die Anzahl noch die Stirke der CD8+
Immunantwort mit der Krankheitsprogression korreliert [57-61], sondern, dass vielmehr
die Qualitdat der CD8+ Immunantwort entscheidend ist fiir die Kontrolle der Infektion

[62]. Von zentraler Bedeutung ist dabei die Zytotoxizitdt der CD8-Zellen [63]. Werden
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die CD8+ T-Zellen durch andere Immunzellen aktiviert, so sezernieren sie zytotoxische
Granula, die virusinfizierte Zellen in den Zelltod treiben konnen. Die Membran dieser
zytotoxischen Granula enthilt mehrere Glykoproteine, unter anderem das Glykoprotein
CD107a. Durch die Sekretion der Granula fusioniert die Membran der CD8+ T-Zelle
mit der Membran der zytotoxischen Granula, der Inhalt der Granula wird freigesetzt und
das Protein CD107a wird durch die Fusion der beiden Membranen auf der Oberfliche
der CD8+ T-Zellen exprimiert. Die Expression von CD107a auf der Oberflaiche CD8+
T-Zellen ist also ein Resultat der Degranulation der zytotoxischen Granula und kann als
Marker fiir die zytolytische Funktion durchflusszytometrisch gemessen werden [64, 65].
Des Weiteren konnen aktivierte CD8+ Zellen proinflammatorische Zytokine wie
Interferon-y (IFN-y) und Tumornekrosefaktor-oo (TNF-a), sowie das Zytokin
Interleukin-2 (IL-2) sezernieren. IFN-y wird von vielen Zellen des Immunsystems
gebildet und kann einerseits direkt die Virusreplikation infizierter Zellen hemmen,
andererseits die Effektorfunktionen zahlreicher Immunzellen steigern und die
Erkennung und Elimination virusinfizierter Zellen verbessern [66]. TNF-a ist an der
Induktion der Apoptose virusinfizierter Zellen beteiligt und IL-2 ist ein autokrin
wirkendes Zytokin, das als Wachstumsfaktor die Aktivierung und Proliferation der T-
Zellen unterstiitzt [67]. Es konnte gezeigt werden, dass nicht die einzelnen Funktionen,
sondern gerade die Kombination mehrerer solcher Funktionen die CD8-Antworten
effektiv machen. So wiesen jene Patienten, die in der Lage waren, die Infektion iiber
langere Zeit zu kontrollieren, weit mehr Funktionen auf als solche Patienten, die rasch
mit der Infektion fortschritten [62, 68].

Im Verlauf der Erkrankung fiihrt die chronische Aktivierung des Immunsystems zu
einem Verlust der Effektorfunktionen der CD8+ T-Zellen. Verlieren die CD8+ T-Zellen
ihre Effektorfunktionen, so wird die Immunantwort jedoch ineffektiv. Dieser Verlust
von Effektorfunktionen ist letztlich ein Zeichen fiir die Erschopfung des Immunsystems

und mit der Progression der HIV-Infektion assoziiert.

1.3.3 Die CD4+ T-Helferzellen

Neben den CD8+ T-Zellen spielen die CD4+ T-Helferzellen eine zentrale Rolle in der
Immunabwehr. Im Allgemeinen ist die Hauptaufgabe der CD4+ T-Zellen die
Unterstlitzung des Immunsystems in der Bekdmpfung von Pathogenen, im Speziellen

sind sie wichtig bei der Abwehr der HIV-Infektion [69, 70]. So kénnen die CD4+
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Zellen einerseits CD8+ T-Zellen in die HIV-infizierte Schleimhaut locken und
unterstiitzen dadurch eine friithzeitige Elimination der Viren [71]. Andererseits nehmen
sie eine wichtige Rolle in der Generierung und Aufrechterhaltung von effektiven CD8+
T-Zellantworten und auch der B-Zellantworten ein [72, 73]. In einigen Studien konnte
gezeigt werden, dass CD4-depletierte Méuse nicht in der Lage sind, eine effektive
antivirale CD8+ T-Zellantwort aufrecht zu erhalten [74, 75]. Werden die CD4-Zellen
also durch das HI-Virus infiziert und sterben ab, so geht ein zentraler Bestandteil der
Immunabwehr verloren.

Die Infektion der CD4+ Zellen wird durch den Kontakt der CD4-Zellen mit infizierten
Zellen des angeborenen Immunsystems ermdoglicht: gelangt das Virus in den Kérper, so
wird es zunédchst im Bereich der Schleimhdute von dendritischen Zellen aufgenommen,
zu den Lymphknoten transportiert und kann dort die CD4+ T-Helferzellen infizieren
und zerstéren [76, 77]. Besonders dramatisch zeigt sich der Untergang der CD4+ T-
Zellen im Mukosa-assoziierten lymphatischen Gewebe des Darms: hier befindet sich
ein GroBteil des CD4-Zellpools mit einem hohen Anteil an CD4+ Gedéchtniszellen, der
durch die HIV-Infektion schon im friihen Stadium massiv depletiert wird [78, 79].
Durch den Untergang der CD4-Zellen kommt es zu einem permanenten Ubertritt von
mikrobiellen Produkten aus dem Darm in das Blutsystem und dadurch zu einer
chronischen systemischen Immunaktivierung [80, 81]. Ruhende, latent infizierte CD4-
Zellen werden aktiviert und mit thnen das ruhende Virusreservoir, wodurch wieder neue
CD4-Zellen infiziert werden und verloren gehen. Letztlich kommt es also durch die
chronische Aktivierung des Immunsystems zu einer stindigen Virusvermehrung und zu
einem iiber Jahre hinweg kontinuierlichen Abfall der CD4-Helferzellen, der letztlich

auch durch die korpereigene Immunabwehr nicht erfolgreich verhindert werden kann.

1.3.4 Die CD38-Expression als Zeichen der Immunaktivierung

Die chronische systemische Immunaktivierung ist eines der Hauptcharakteristika der
HIV-Infektion. Einerseits ist die Immunaktivierung essenziell fiir die Bekdmpfung des
HI-Virus, andererseits treibt sie die virale Replikation voran, indem sie mit den
aktivierten T-Zellen immer neue Ziele fiir das Virus schafft [82]. Eines der Zeichen
dieser Immunaktivierung ist die vermehrte Expression des Glykoproteins CD38 auf der
Oberflache zahlreicher Immunzellen, unter anderem auf CD4+ und CD8+ T-Zellen
[83]. CD38 ist an der Regulation des intrazelluliren Kalziumspiegels beteiligt und

dadurch in der Lage, Zellen zu aktivieren [84]. In zahlreichen Studien konnte gezeigt
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werden, dass die Hohe der CD38-Expression mit einem Fortschreiten der HIV-Infektion
korreliert [85-90]. Je hoher die CD38-Expression, desto stirker die Immunaktivierung
und desto schlechter die Prognose. Dabei ist CD38 als prognostischer Marker sogar
noch besser geeignet als die Hohe der Viruslast oder CD4-Zellzahl [91]. Eine starke
CD38-Expression ist also Ausdruck einer starken chronischen Immunaktivierung und
mit der Unfahigkeit des Immunsystems assoziiert, die Infektion unter Kontrolle zu

bringen [92].

1.3.5 Inhibitorische Signalwege der Immunerschopfung

Eine Aktivierung des Immunsystems ermdglicht einerseits starke Immunantworten
gegen Pathogene, andererseits macht sie Signalwege erforderlich, die iiberschieende
und fiir den Korper schiddliche Immunantworten begrenzen [93, 94]. Solche
inhibitorischen Signalwege, die eine autoimmune Schiddigung verhindern, hemmen die
Immunzellen und verhindern dadurch andererseits auch effektive und zum Teil
essenzielle Immunantworten [95].

Vor einigen Jahren konnten solche inhibitorischen Signalwege auch fiir die HIV-
Infektion gezeigt werden. Mit dem Fortschreiten der Infektion werden zahlreiche
inhibitorische Marker auf der Oberflache der T-Zellen hochreguliert. AuBBerdem besteht
ein direkter Zusammenhang zwischen der Expression dieser inhibitorischen Marker und
dem Verlust von Effektorfunktionen. Zu diesen Markern zdhlen unter anderem LAG-3,
Tim-3, CTLA-4, 2B4 und CD160 [96, 97]. Die grofite Rolle spielt allerdings das
Molekiil Programmed Death-1 (PD-1 oder CD279) [98-100]. PD-1 wird von aktivierten
CD4+ und CD8+ Zellen auf der Zelloberfldche exprimiert und vermittelt ein Signal, das
den Glukosestoffwechsel und damit die Energieversorgung der Zellen hemmt. Dadurch
werden wichtige Funktionen der Zellen inhibiert und letztlich der Zelltod induziert
[101]. Aus diesem Grund nimmt PD-1 eine ganz entscheidende Rolle in der Regulation
der T-Zell-Antworten ein. In der akuten Infektion verhindert PD-1 eine iiberschieBende
Immunantwort und sorgt dafiir, dass nach Eliminierung der Pathogene die
Immunantwort herunter reguliert wird [102]. Werden die Pathogene jedoch nicht
vollstindig eliminiert, so geht die akute Infektion in eine chronische Phase iiber und
PD-1 persistiert auf der Oberfliche der CD8+ T-Zellen. Dies fiihrt langfristig zu einer
Erschopfung der Immunantwort [103]. Eine hohe PD-1-Expression in der chronischen
Phase der Infektion trdgt also entscheidend dazu bei, dass die Infektion nicht unter

Kontrolle gehalten werden kann. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass sich
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die T-Zell-Funktionen wieder verbessern, wenn PD-1 durch Antikorper blockiert wird
[98-100, 104]. Zusétzlich konnte gezeigt werden, dass die Doppelexpression von CD38
und PD-1, also die Kombination der Marker von Immunaktivierung und
Immunerschopfung, bei jenen Patienten, die rasch mit der Infektion fortschreiten,
signifikant erhoht ist im Vergleich zu jenen Patienten, die in der Lage sind, die
Infektion iiber einen lingeren Zeitraum zu kontrollieren [105]. Letztlich ist also eine
erhohte PD-1-Expression als Zeichen der Immunerschopfung der CD8+ und CD4+
Zellen ebenso wie eine erhohte CD38-Expression als Zeichen einer starken

Immunaktivierung mit einem Fortschreiten der HIV-Infektion assoziiert.

1.3.6 Das Oberflaichenmolekiil CD44

Das Glykoprotein CD44 ist ein Adhidsionsmolekiil, das auf zahlreichen Zellen
exprimiert wird, unter anderem auf der Oberfliche CD4+ und CD8+ T-Zellen [106].
Durch Bindung an das extrazellulire Glykosaminoglykan Hyaluronsdure vermittelt
CD44 den Kontakt zwischen verschiedenen Zellen untereinander, sowie zwischen
Zellen und der extrazelluldren Matrix und spielt damit eine entscheidende Rolle in der
Aufrechterhaltung der Gewebestruktur [107, 108]. AuBBerdem kann CD44 nach Bindung
an einen Liganden den intrazelluliren Kalziumspiegel erhohen und dadurch Zellen
aktivieren [109]. Werden CD4+ und CD8+ T-Zellen durch den Kontakt mit einem
Antigen aktiviert, so wird CD44 auf ihrer Oberfldche hochreguliert und ihr Status dndert
sich von ,,naive* T-Zellen in Effektor- und Gedichtniszellen, die Pathogene eliminieren
konnen [110]. Die Hochregulation von CD44 ist dabei essenziell in der Entwicklung
und Aufrechterhaltung von diesen Effektor- und Gedéchtniszellen [111] und spielt eine
Rolle in der Induktion von Effektorfunktionen [112, 113]. Das Oberflachenmolekiil
CD44 ist also ein Aktivierungsmarker, mit dem es mdglich ist, aktivierte Effektor- und

Gedachtnis-T-Zellen von naiven T-Zellen zu unterscheiden [114].

1.4 Natural hosts

Das Simian Immunodeficiency Virus (SIV) gilt als Ursprung fiir das Humane
Immunschwiche Virus HIV (vgl. 1.1.1 und 1.1.2). Wie das HI-Virus beim Menschen
verursacht SIV bei bestimmten Affenarten das Immunschwichesyndrom AIDS.

Gleichzeitig gibt es Arten wie die Rufmangaben (Cercocebus atys) oder die westlichen
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Griinmeerkatzen (Chlorocebus sabaeus), die trotz jahrzehntelanger SIV-Infektion kein
AIDS entwickeln [115]. Im Laufe der Evolution haben es diese Arten gelernt,
gemeinsam mit dem Virus zu leben und zu lberleben. Man nennt sie deshalb auch
natiirliche Wirte der SIV-Infektion, sogenannte ,,Natural hosts®.

Natural hosts sind durch hohe Viruslasten [116, 117] bei gleichzeitig hohen CD4-
Helferzellzahlen gekennzeichnet. Anders als HIV-infizierte Menschen bzw. SIV-
infizierte Affen, wie zum Beispiel SIV-infizierte Rhesusaffen (Macaca mulatta), sinken
Natural hosts also nicht kontinuierlich mit der CD4-Helferzellzahl ab und entwickeln
damit kein Immunschwéichesyndrom. Dabei ist das Virus, mit dem sie infiziert sind,
klar pathogen [118, 119]. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die spezifische
Immunantwort der Natural hosts nicht besser ist als die der HIV-infizierten Menschen
[120]. Eine Erkldrung fiir die Kontrolle der SIV-Infektion durch die Natural hosts
konnen also weder eine geringere Viruslast noch eine bessere Immunantwort oder nicht-
pathogene Viren sein. Es existiert allerdings ein fundamentaler Unterschied zwischen
fortschreitender und kontrollierter SIV-Infektion: bei Natural hosts fehlt die
Immunaktivierung wihrend der chronischen Phase der Infektion, die bei SIV-infizierten
Rhesusaffen und HIV-infizierten Menschen entscheidend ist fiir eine permanente
Virusvermehrung und das Fortschreiten der Infektion ins Stadium AIDS (vgl. 1.3.4)
[121, 122]. Andererseits zeigen Natural hosts in der akuten Phase der Infektion sehr
wohl eine starke Immunaktivierung [123, 124], sind aber im Gegensatz zu den SIV-
infizierten Rhesusaffen und HIV-infizierten Menschen in der Lage, diese starke
Immunaktivierung am Ende der akuten Phase herunter zu regulieren [125]. Ein Grund
fiir die fehlende chronische Immunaktivierung konnte der im Vergleich zu HIV-
infizierten Patienten nur sehr geringe Ubertritt mikrobieller Produkte aus dem Darm in
das Blutsystem sein [80]. Die genauen Mechanismen fiir die fehlende chronische
Immunaktivierung sind allerdings bis heute nicht vollstdndig verstanden.

Auch beim Menschen sind Patienten bekannt, die in der Lage sind, ohne Therapie die
HIV-Infektion {tiber eine lange Zeit zu kontrollieren [126]. Diese sogenannten
,Longterm-Nonprogressor (LTNP)*“ machen nur ca. 1% aller HIV-Infizierten aus und es
besteht ein entscheidender Unterschied zwischen ihnen und den Natural hosts: LTNP
zeichnen sich durch eine niedrige Viruslast bei normaler CD4-Zellzahl aus [127]. Fiir
die gute Kontrolle der Infektion werden unter anderem genetische Faktoren
verantwortlich gemacht, wie zum Beispiel die Expression bestimmter MHC-Klasse-1-

Molekiile wie HLA-B*57 und HLA-B*27 oder die homozygote Deletion von CCRS,
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einem Ko-Rezeptor, der fiir den Eintritt des HI-Virus in die CD4+ T-Zelle bendtigt wird
[128]. Ein Teil der LTNP ist vermutlich auch in der Lage, die Virusreplikation effektiv
zu hemmen [129]. Letztlich ist jedoch die Gesamtheit der verantwortlichen
Mechanismen vielfédltig und noch nicht vollstdndig bekannt. Die Existenz der LTNP
lehrt uns allerdings, dass eine langfristige Kontrolle der HIV-Infektion moglich ist. Nur
unzureichend bekannt ist aber bis heute, ob es auch Menschen gibt, die in der Lage sind,
trotz hoher Viruslasten die HIV-Infektion {iber einen ldngeren Zeitraum zu
kontrollieren, ob es also natiirliche Wirte der HIV-Infektion gibt. Bisher gibt es hierzu

nur sehr wenige Daten.

1.5 Zielsetzung der Arbeit

Mit dber 34 Millionen HIV-Infizierten weltweit und einer Neuinfektionsrate von 2,5
Millionen Menschen pro Jahr sind wir heute noch weit davon entfernt, die HIV-
Pandemie unter Kontrolle zu bekommen [7]. Im Jahr 1984, ein Jahr nach der
Entdeckung des HI-Virus durch Robert Gallo, Francoise Barré-Sinoussi und Luc
Montagnier, verkiindete die US-amerikanische Gesundheitsministerin Margaret Heckler
auf einer Pressekonferenz, dass binnen zwei Jahren ein Impfstoff gegen das HI-Virus
zur Verfiigung stehen werde [130]. 30 Jahre und zahlreiche Riickschldge spiter ist eine
solche Entwicklung nicht gelungen [131-133] und bis zum breiten Einsatz eines HIV-
Impfstoffes ist es noch ein langer Weg. Allerdings gibt es auch Hoffnung: einige
Affenarten sind in der Lage, die SIV-Infektion iiber eine sehr lange Zeit unbeschadet zu
kontrollieren. Von diesen Natural hosts der SIV-Infektion haben wir bereits viel gelernt.
Weitgehend unklar ist jedoch, ob sich diese Mechanismen, die hinter der Kontrolle der
Infektion stecken, auch beim Menschen finden lassen, ob es also sogenannte
»Natiirliche Wirte der HIV-Infektion® gibt. Da diese Erkenntnisse von zentraler
Bedeutung fiir die Kontrolle der HIV-Infektion sein konnen, beschiftigt sich die
vorliegende Arbeit mit genau diesen Fragen.

Dafiir wurden in unserer Infektionsambulanz Patienten rekrutiert, die in der Lage waren,
trotz hoher Viruslasten die HIV-Infektion iiber viele Jahre zu kontrollieren, also
tiberdurchschnittlich wenige CD4-Helferzellen verloren. Als Kontrollgruppe wurden
Patienten rekrutiert, die im Verlauf durchschnittlich an CD4-Helferzellen verloren, mit

der HIV-Infektion also fortschritten. Beide Gruppen wurden vor dem Beginn einer
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antiretroviralen Therapie untersucht. Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die
immunologischen Charakteristika der einzelnen Gruppen zu beschreiben und
Unterschiede herauszuarbeiten. Die gewonnen Erkenntnisse sollten Einblicke in die
Pathogenese der HIV-Infektion geben und langfristig neue Ansitze fiir therapeutische
Interventionen schaffen. Deshalb wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit folgende

Fragestellungen bearbeitet:

1) Besteht ein Unterschied in der Immunaktivierung zwischen den einzelnen

Patientengruppen, gemessen anhand der CD38-Expression der CD8+ Zellen?

2) Besteht ein Unterschied in der Immunerschopfung zwischen den einzelnen
Patientengruppen, gemessen anhand der PD-1-Expression der CD4+ und der

CD8&+ Zellen?

3) Unterscheiden sich die einzelnen Patientengruppen in der CD44-Expression

ihrer CD4+ und der CD&+ Zellen?

4) Unterscheiden sich die einzelnen Patientengruppen beziiglich der Anzahl und

Starke ihrer Immunantworten auf Viruspeptide?

5) Besteht ein Unterschied in der Qualitit der Immunantwort zwischen den
einzelnen Patientengruppen, gemessen anhand der Polyfunktionalitit der CD8+

Zellen?
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2 MATERIAL UND METHODIK

2.1 Material

2.1.1 Geriate und Verbrauchsmaterial

Combitips plus

Durchflusszytometer, FACSCanto II
EDTA Monovette, KE/ 9ml
Elispot-Reader, ELR04
FACS-Rohrchen

Freezing Container Mr. Frosty
Heizwasserbad, Modell 1083
Inkubationsschrank, Heracell®
Multiscreen IP — 96 Well Elispotplatte
Nunc Kryo-Roéhrchen 1,8 ml
Safe-Lock Tubes 1,5 ml
Sterilwerkbank,

Model Labgard 437 Class II, Type A2
Serologische Einmalpipette
Sterilwerkbank, Safe 2010 Model 1.2
Vortexgerit, Vortex-Genie® 2
Zellkulturflasche, Filter
Zellkulturplatte, 6- und 24-Loch
Zellzahlsystem, CASY®1 Model TT
Zentrifuge, Centrifuge 5810R
Zentrifuge, Sorvall Super T21

Zentrifugenréhrchen

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

AP Conjugate Substrate Kit

(AP Color Reagent A and B; Tris HCI Buffer)

Eppendorf AG; Hamburg

Becton Dickinson; Heidelberg
Sarstedt; Niimbrecht

AID; Strassberg

Becton Dickinson; Heidelberg
Nalgene; Wiesbaden

GFL; Burgwedel

Heraeus; Hanau

Millipore; Schwalbach

Thermo Scientific; Langenselbold
Eppendorf AG; Hamburg
NuAire Biological Safety Cabinets;
Plymouth; USA

TTP; Ibbenbiiren

Heto-Holten; Allerod; Danemark
IKA® Werke; Staufen

TPP; Ibbenbiiren

PAA; Colbe

Schérfe System; Reutlingen
Eppendorf AG; Hamburg
Thermo Scientific; Schwerte

TPP; Ibbenbiiren

BioRad; Miinchen
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Biocoll (Ficoll®)

Brefeldin A

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dulbecco’s PBS (1x)

FCS (fetal calf serum) Gold
Fixation Medium — Medium A
Hank’s BSS (1x)

HEPES Buffer Solution (1M)
L-Glutamin 200mM (100x)
Monensin (BD Golgi Stop™)
PHA (Phytohaemagglutinin)
Penicillin/ Streptomycin (100x)
Permeabilization Medium — Medium B
RPMI1640, ohne L-Glutamin
Streptavidin-ALP

Tween-Losung

2.1.3 Medien

R10:

Biochrom; Berlin

Sigma Aldrich; Taufkirchen
Merck KGaA; Darmstadt
PAA; Colbe

PAA; Colbe

Invitrogen; Karlsruhe

PAA; Colbe

PAA; Colbe

PAA; Colbe

Becton Dickinson; Heidelberg
Sigma Aldrich; Taufkirchen
PAA; Colbe

Invitrogen; Karlsruhe

PAA; Colbe

Mabtech; Hamburg

Sigma Aldrich; Taufkirchen

14

RPMI1640 Grundmedium (ohne Glutamin) supplementiert mit 5 ml L-Glutamin
[200 mM], 5 ml Penicillin [10.000 U/ml] / Streptomycin [10 mg/ml], 5 ml HEPES
Puffer [1 M] und 50 ml FCS (hitzeinaktiviert, 1 h, 56°C).

Hanks:

Hank’s Grundmedium (Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS)) (ohne Glutamin)
supplementiert mit 5 ml L-Glutamin [200 mM], 5 ml Penicillin [10.000 U/ml] /
Streptomycin [10 mg/ml] und 5 ml HEPES Puffer [1 M].
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2.1.4 Antikorper

2.1.4.1 Antikorper-Kombination A

Antigen Markierung | Spezies | Bezugsquelle je 10° Zellen
CD8 Pacific blue | Mouse | BioLegend; San Diego (USA) Sul
CD44 PerCP-Cy5.5 | Rat BioLegend; San Diego (USA) 2ul
CD107a FITC Mouse | Becton Dickinson; Heidelberg | 15 pl
IFN-y APC Mouse | BioLegend; San Diego (USA) Sul
IL-2 PE Mouse | Becton Dickinson; Heidelberg | 15 pl
TNF-a PE/Cy7 Mouse | Becton Dickinson; Heidelberg Sul

2.1.4.2 Antikorper-Kombination B

Antigen Markierung | Spezies | Bezugsquelle je 10° Zellen
CDh4 PE/Cy7 Mouse | BioLegend; San Diego (USA) | 10 pl
CD8 Pacific blue | Mouse | BioLegend; San Diego (USA) Sul
CD38 PE Mouse | Becton Dickinson; Heidelberg | 15 pl
CD44 PerCP-CyS5.5 | Rat BioLegend; San Diego (USA) 2ul
CD279 (PD-1) | FITC Mouse | BioLegend; San Diego (USA) | 15 ul
IFN-y APC Mouse | BioLegend; San Diego (USA) Sul

2.1.4.3 Elispot-Antikorper

hIFN-y, mAbl1-DIK

hIFN-y, mAb7-B6-1-Biotin

2.1.5 Peptide

Mabtech; Hamburg

Mabtech; Hamburg

Alle Peptide wurden vom National Institute for Biological Standards and Control

(NIBSC; Potters Bar; England) bezogen.
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2.1.5.1 Gag:
Peptid | Sequenz Peptid | Sequenz
1 | MGARASVLSGGELDK 2 | GELDKWEKIRLRPGG
3 | LRPGGKKKYKLKHIV 4 | LKHIVWASRELERFA
5 | LERFAVNPGLLETSE 6 | LETSEGCRQILGQLQ
7 | LGQLQPSLQTGSEEL 8 | GSEELRSLYNTVATL
9 | TVATLYCVHQRIDVK 10 | RIDVKDTKEALEKIE
11 | LEKIEEEQNKSKKKA 12 | SKKKAQQAAAAAGTG
13 | AAGTGNSSQVSQNY 14 | PIVQNLQGQMVHQAIISPRTL
15 | VHQAISPRTLNAWVKVVEEK 16 | NAWVKVVEEKAFSPEVIPMF
17 | AFSPEVIPMFSALSEGATPQ 18 | SALSEGATPQDLNTMLNTVG
19 | DLNTMLNTVGGHQAAMQMLK 20 | GHQAAMQMLKETINEEAAEW
21 | ETINEEAAEWDRVHPVHAGP 22 | DRVHPVHAGPIAPGQMREPR
23 | IAPGQMREPRGSDIAGTTST 24 | GSDIAGTTSTLQEQIGWMTN
25 | LQEQIGWMTNNPPIPVGEIY 26 | NPPIPVGEIYKRWIILGLNK
27 | KRWIILGLNKIVRMYSPTSI 28 | IVRMYSPTSILDIRQGPKEP
29 | LDIRQGPKEPFRDYVDRFYK 30 | FRDYVDRFYKTLRAEQASQD
31 | TLRAEQASQDVKNWMTETLL 32 | VKNWMTETLLVQNANPDCKT
33 | VONANPDCKTILKALGPAAT 34 | ILKALGPAATLEEMMTACQG
35 | LEEMMTACQGVGGPGHKARYV 36 | AEAMSQVTNPANIMM
37 | ANIMMQRGNFRNQRK 38 | RNQRKTVKCFNCGKE
39 | NCGKEGHIAKNCRAP 40 | NCRAPRKKGCWRCGR
41 | WRCGREGHQMKDCTE 42 | KDCTERQANFLGKIW
43 | LGKIWPSYKGRPGNF 44 | RPGNFLQSRPEPTAPPE
45 | EPTAPPEESFRFGEE 46 | RFGEEKTTPPQKQEPI
47 | QKQEPIDKELYPLTS 48 | YPLTSLRSLFGNDPSSQ
Peptid | Position Sequenz
SL9 | Gag77-85 | SLYNTVATL
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2.1.5.2 Nef:

Peptid | Sequenz Peptid | Sequenz
49 | GGKWSKSSVVGWPTVRERMR 50 | GGKWSKSSVVGWPTVRERMR
SI | RAEPAADGVGAASRDLEKHG 52 | AASRDLEKHGAITSSNTAAT
53 | AITSSNTAATNAACAWLEAQ 54 | NAACAWLEAQEEEEVGFPVT
55 | EEEEVGFPVTPQVPLRPMTY 56 | PQVPLRPMTYKAAVDLSHFL
57 | KAAVDLSHFLKEKGGLEGLI 58 | KEKGGLEGLIHSQRRQDILD
59 | HSQRRQDILDLWIYHTQGYF 60 | L WIYHTQGYFPDWQNYTPGP
61 | pDWQNYTPGPGVRYPLTFGW 62 | GVRYPLTFGWCYKLVPVEPD
63 | CYKLVPVEPDKVEEANKGEN 64 | KVEEANKGENTSLLHPVSLH
65 | TSLLHPVSLHGMDDPEREVL 66 | GMDDPEREVLEWRFDSRLAF
67 | EWRFDSRLAFHHVARELHPE 68 | HHVARELHPEYFKNC

2.1.6 Software

FACS Diva Version 6.0
FlowJo Version 9.5.2
GraphPad Prism Version 6.0

2.2 Methodik

2.2.1 Patienten

Becton Dickinson; Heidelberg
Tree Star Inc.; Ashland; USA
GraphPad Software; La Jolla; USA

Fir die vorliegende Arbeit wurden HIV-1-positive, therapie-naive Patienten der
Infektionsambulanz der Medizinischen Klinik und Poliklinik IV der Ludwig-
Maximilians-Universitdt Miinchen rekrutiert. Alle Patienten wurden von einem Arzt
miindlich und schriftlich {iber Inhalt, Vorhaben, Freiwilligkeit, Riicktrittsrecht und die
mit der Studie verbundenen Risiken bei der Blutentnahme aufgekliart. Die
durchgefiihrten Untersuchungen wurden von der Ethikkommission der Ludwig-
Maximilians-Universitét und  bei einer  schriftlichen

genehmigt Vorliegen

Einverstandniserkldrung wurde den Patienten Blut entnommen.
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Insgesamt wurden 28 Patienten in die Studie eingeschlossen (Querschnittsstudie). Nach
einem Abstand von zwei bis fiinf Jahren wurde einem Teil der Patienten erneut Blut
abgenommen, so dass fiir 16 Patienten jeweils zwei Zeitpunkte vorlagen (longitudinale
Studie). Fiir die Querschnittsstudie wurden dabei jeweils die Daten des zweiten und
damit aktuelleren Zeitpunktes verwendet. Wichtige Kriterien fiir den Einschluss in die
Studie waren die Therapienaivitit der Patienten, sowie eine Viruslast (VL) von
mindestens 5.000 Kopien pro ml Blut zu jedem Zeitpunkt der Studie, um unsere
Patienten klar von den LTNP abzugrenzen. LTNP sind durch Viruslasten unter 5.000
Kopien pro ml Blut gekennzeichnet, in letzter Zeit sogar unter 2.000 Kopien pro ml
Blut [127]. Von jedem Patienten lagen uns Viruslasten und CD4-Helferzellzahlen {iber
einen Zeitraum von mindestens vier Jahren vor (Median: 7 Jahre, range: 4-13 Jahre).
Anhand dieser Daten teilten wir die Patienten in vier unterschiedliche Gruppen ein

(Tab. 1):

Tabelle 1: Definitionen der Patientengruppen. VL= Viruslast. Die Patienten wurden anhand des
Verlaufs ihrer Viruslasten und CD4-Zellzahlen in vier Gruppen eingeteilt. Aus diesen Definitionen ergab
sich, dass Patienten der Gruppen la und 1b einen Anstieg der Viruslast iiber vier Jahre aufwiesen
(Gruppe ,,VL-Anstieg®) und die Gruppen 2a und 2b mit ihrer Viruslast stabil blieben (Gruppe ,,VL
konstant®). Zwei weitere Gruppen ergaben sich bei Betrachtung des Verlaufs der CD4-Zellzahl: Patienten
der Gruppen la und 2a zeigten einen raschen Abfall der CD4-Zellzahl (Gruppe ,,CD4-Loser®), Patienten
der Gruppen 1b und 2b keinen oder einen sehr geringen Abfall der CD4-Zellzahl iiber vier Jahre (Gruppe
,CD4-Nonloser®).

Gruppe | Definition
___11a Viruslast-Anstieg > 0,5log/ 4 Jahre
VL-Anstieg CD4-Abfall > 60/ Jahr CD4-Loser

| 1b Viruslast-Anstieg > 0,5log/ 4 Jahre .
CD4-Abfall < 60/ Jahr .

| 2a Viruslast-Abfall oder -Anstieg < 0,5log/ 4 Jahre . CD4-Nonloser

VL konstant CD4-Abfall > 60/ Jahr .

__[2b Viruslast-Abfall oder -Anstieg < 0,5log/ 4 Jahre e n"

CD4-Abfall < 60/ Jahr

Die vier Gruppen unterschieden sich beziiglich ihres Verlaufs von Viruslast und CD4-
Zellzahl tiber vier Jahre. Wir definierten einen Viruslastanstieg oder —abfall von <
0,5log in 4 Jahren als eine stabile (gleichbleibende) Viruslast. Dementsprechend
werteten wir einen Viruslastanstieg > 0,5log in 4 Jahren als einen signifikanten Anstieg
der Viruslast. Ein CD4-Abfall von < 60/ Jahr nahmen wir als besonders langsames
Abfallen der CD4-Zellzahl an aus dem Grund, dass bereits in der Multicenter AIDS
Cohort Study (MACS)-Kohorte ein CD4-Verlust von 60 Zellen pro Jahr als
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Durchschnittswert evaluiert wurde [134]. Aus diesen Definitionen ergab sich, dass
Patienten der Gruppe 1 (la und 1b) einen kontinuierlichen Anstieg der Viruslast iiber
vier Jahre aufwiesen (Gruppe ,,VL-Anstieg®), Patienten der Gruppe 2 (2a und 2b)
jedoch eine stabile Viruslast (Gruppe ,,VL konstant®). Andererseits zeigten Patienten
der Gruppen la und 2a einen durchschnittlich raschen Abfall der CD4-Zellzahl (= CD4-
Loser), Patienten der Gruppen 1b und 2b keinen oder einen geringen Abfall bzw. sogar
teilweise eine Zunahme der CD4-Zellzahl iiber vier Jahre (= CD4-Nonloser) (vgl.

Tabelle 1, Klammern).

2.2.2 Versuchsablauf

In Abbildung 3 ist der zeitliche Ablauf der im Folgenden beschriebenen Versuche
schematisch dargestellt.

Da alle Versuche mit zeitweise kryokonservierten Zellen erfolgten, wurde die
Zellsuspension nach der Probenentnahme und der Isolierung der Lymphozyten zunichst
eingefroren. Am Tag vor den Untersuchungen wurden die Zellen aufgetaut und am
nichsten Tag die Elispot- und durchflusszytometrischen Untersuchungen durchgefiihrt.
Sdmtliche Arbeiten erfolgten unter einer sterilen Werkbank unter Verwendung steriler

Materialien, Medien und Losungen.
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/%% Blutentnahme

| PBMC-Isolierung |

v
%@; | Kryokonservierung der Zellen |

. \

‘. | Auftauen der Zellen |

Elispot | Durchflusszytometrie |

Abbildung 3: Schematisierte Darstellung des Versuchsablaufs. Nach der Blutentnahme wurden die
mononukledren Zellen des peripheren Blutes (PBMC) zunéchst isoliert und anschlieBend kryokonserviert.
Einen Tag vor den Elispot- und den durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden die Zellen
aufgetaut und die entsprechenden Untersuchungen einen Tag spéter durchgefiihrt.

2.2.3 Probenentnahme

Den Patienten wurden mittels Venenpunktion zwischen drei und sechs EDTA-Rohrchen
(ca. 30 - 50 ml) Blut entnommen. AnschlieBend wurden mit Hilfe der Real-Time-
Polymerasekettenreaktion (Real-Time-PCR) die Viruslast, sowie mit Hilfe der
Durchflusszytometrie (BD Tritest) die CD4+ T-Helferzellzahl des entsprechenden
Patienten ermittelt. Im Anschluss wurde die uns interessierende Zellpopulation, die

Lymphozytenpopulation, isoliert.

2.2.4 PBMC-Isolierung aus Vollblut

Lymphozyten zdhlen mit den Monozyten zu den mononukledren Zellen des peripheren
Blutes (PBMC- engl. Peripheral Blood Mononuclear Cells), die mit Hilfe der
Dichtezentrifugation auf Ficoll isoliert wurden.

Ficoll ist ein neutrales hydrophiles Polysaccharid mit einer Dichte von 1,077 g/ml, das
in einem 50 ml Zentrifugenrohrchen mit dem antikoagulierten und unverdiinnten

Vollblut der EDTA-R6hrchen iiberschichtet wurde. Die einzelnen Zellpopulationen des
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Blutes wurden durch Zentrifugation bei 1500 U/min (ca. 350 g) fiir 30 min. bei
abgeschalteter Bremse durch Dichtegradienten aufgetrennt. Dabei verblieben die
leichteren Thrombozyten in der obersten Plasma-Phase, wihrend die Lymphozyten und
Monozyten sich in der Interphase zwischen Plasma und Ficoll sammelten. Die

Erythrozyten und Granulozyten bildeten den Bodensatz (Abb. 4).

Plasma Phase mit

Thrombozyten
~——1 Lymphozyten,
R —]

Monozyten

Ficoll Phase

Erythrozyten,

Granulozyten

Abbildung 4: Zellisolierung durch Dichtezentrifugation auf Ficoll. Bei der Zentrifugation von
Vollblut auf Ficoll wurden die verschiedenen Zellpopulationen durch Dichtegradienten aufgetrennt. Die
Thrombozyten verblieben dabei in der obersten Plasma-Phase, die Lymphozyten und Monozyten
sammelten sich in der Interphase und die Erythrozyten und Granulozyten bildeten den Bodensatz.

Die zu isolierenden Lymphozyten und Monozyten wurden anschlieBend mit einer
Pipette abgenommen und in ein steriles 50 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. Bei der
Ubertragung wurde stets auch ein Teil der oberen Plasma-Phase mit Thrombozyten,
sowie Ficoll iiberfiihrt. Deshalb wurde die Zellsuspension in drei Durchgingen
gewaschen (10 min., RT, 1500 U/min). Die ersten zwei Waschvorginge erfolgten mit
Hank’s Medium, der dritte mit R10 Medium. Der Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen und das Zellpellet bestehend aus mononukledren Zellen in 10 ml R10

resuspendiert.
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2.2.5 Bestimmung der Zelldichte

Die Zelldichte wurde mit dem automatischen Zahlsystem Schirfe System GmbH
Casy® 1 TT bestimmt. Fiir die Messung wurden von der Zellsuspension 50 pl
entnommen und in 10 ml Casy®ton resuspendiert. Casy®ton ist eine isotone Salzlosung
mit physiologischem pH-Wert. Durch die Isotonie stabilisiert die Losung die Zellen,
vermindert deren Aggregation und sorgt fiir die Erhaltung der urspriinglichen Zellgrofe.
Die Losung mit den Zellen wurde mit einer Kapillare definierter GroB3e angesaugt und
die einzelnen Zellen zwischen zwei Platinelektroden gezihlt. Die Zelldichte wurde

schlieBlich in Anzahl der Zellen pro 10 ml Lésung angegeben.

2.2.6 Kryokonservierung der Zellen

Fir die Kryokonservierung wurde die Zellsuspension 10 min. bei 4°C mittels
Zentrifugation bei 1500 U/min sedimentiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und
verworfen und die Zellen in 1 ml einer Einfrierlosung bestehend aus neun Teilen reinem
FCS und einem Teil DMSO resuspendiert. Die restliche Einfrierlosung wurde ziigig
zugegeben und je 10-15 x 10° Zellen pro ml Einfrierlosung auf gekiihlte 1,8 ml
Kryorohrchen verteilt. In einem mit Isopropanol gefiillten Behélter wurden die
Kryorohrchen {tiber Nacht auf -80°C gekiihlt und am nichsten Tag zur
Langzeitaufbewahrung in fliissigen Stickstoff (-196°C) iiberfiihrt.

2.2.7 Auftauen der Zellen

Die in Stickstoff gefrorenen Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad rasch aufgetaut und
in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tiberfiihrt. 10 ml kaltes R10 wurde zugegeben und die
Zellsuspension 10 min. bei 4°C und 1500 U/min zweimal gewaschen. Der Uberstand
wurde abgenommen und verworfen und die Zellen in 5 ml R10 resuspendiert. 50 ul der
Zellsuspension wurden fiir die automatische Bestimmung der Zelldichte entnommen,
anschlieBend wurde mit R10 Medium aufgefiillt und ca. 1,5 x 10° Zellen pro ml R10 in
einer 25 cm’ Zellkulturflasche iiber Nacht bei 37°C und 5% CO, im Brutschrank
inkubiert.
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2.2.8 Peptide

Grundlage aller verwendeten Peptide war die Konsensussequenz von HIV-1 Subtyp B
von 2001 [135]. Verwendet wurden 15-20mer Peptide, die sich um bis zu 10
Aminosduren iiberlappten und das gesamte Gag- und Nef- Produkt iiberspannten (Abb.

5und 2.1.5). Die Peptide wiesen eine Reinheit von >70% auf.

Sequenz MGARASVLSGGELDKWEKIRLRPGGKKKYKLKHIVWASRELERFA

Peptid 1 MGARASVLSGGELDK

Peptid 2 GELDKWEKIRLRPGG
Peptid 3 LRPGGKKKYKLKHIV
Peptid 4 LKHIVWASRELERFA

Abbildung 5: Beispiel fiir die iiberlappenden Peptide. Dargestellt sind die ersten vier Peptide des Gag-
Produktes mit der Uberlappung um bis zu 10 Aminosauren.

2.2.8.1 Elispot

Fiir den Elispot wurden insgesamt 48 {iberlappende Peptide fiir das Gag-Produkt, sowie
zusitzlich das Peptid SL9, und 20 iiberlappende Peptide fiir das Nef-Produkt verwendet
(vgl. 2.1.5). Die Peptide wurden einzeln (1 Peptid pro Vertiefung der Elispot-Platte)
verwendet. Somit konnten im Elispot die CD8+ T-Zellantworten auf einzelne Epitope
und damit auch die Breite der HIV-spezifischen CD8+ T-Zellantwort im Bereich von

Gag und Nef bestimmt werden.

2.2.8.2 Durchflusszytometrie

In den durchflusszytometrischen Untersuchungen erfolgte die Stimulation der Zellen
mit zwei verschiedenen Peptid-Pools, die beide eine Konzentration von 100 pg/ml
aufwiesen. Dabei setzte sich der Gag-Pool aus den 48 liberlappenden Gag-Peptiden und
der Nef-Pool aus den 20 iiberlappenden Nef-Peptiden zusammen (vgl. 2.1.5). Im
Gegensatz zum Elispot konnte deswegen hier nur die Stiarke der CD8+ T-Zellantwort

im Bereich von Gag und Nef ermittelt werden.
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2.2.9 Interferon-y Elispot

Der Interferon-y Elispot (engl. Enzyme-Linked-Immunospot-Assay) stellt eine
empfindliche Methode dar, um das Zytokin Interferon-y nachzuweisen, das nach

Stimulation von T-Zellen von diesen sezerniert wurde (Abb. 6).

Abbildung 6: Schematisiertes Prinzip der Interferon-y Elispot-Untersuchung. Eine Membran wurde
mit einem Primérantikdrper beschichtet, der gegen Interferon-y gerichtet war. Anschliefend wurde eine
definierte Menge PBMC auf die Membran aufgebracht und mit Peptiden stimuliert, wodurch einige der
Zellen Interferon-y sezernierten. Als nichstes wurde ein Sekundirantikorper zugegeben, der ebenfalls
gegen Interferon-y gerichtet war. Durch eine enzymatische Reaktion wurden die Antikdrper-Interferon-y-
Komplexe dann als lila Punkte sichtbar gemacht.

Zundchst wurden die 96 Wells der Elispot-Platte mit dem ersten Antikorper (mAb 1-
DK1) beschichtet und iiber Nacht bei 4°C inkubiert. Dafiir wurden 5,5 pl des ersten
Antikdrpers (1 mg/ml) in 11 ml sterilen PBS gelost und je 100 pl pro Well verteilt. Am
folgenden Tag wurde die Platte sechsmal mit PBS und 1% FCS gewaschen, um nicht
gebundene Antikorper zu entfernen und unspezifische Bindungen zu minimieren. Pro
Well wurden 100.000 PBMC verteilt, sowie die entsprechenden iiberlappenden 48 Gag-
Peptide, die 20 Nef-Peptide und das Peptid SL9, wobei in jedes Well jeweils ein Peptid
mit einer Konzentration von 14 pg/ml gegeben wurde. Die Negativkontrolle bestand aus

Zellen ohne Peptid (insgesamt mindestens drei Wells), als Positivkontrollen wurden
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Phytohaemagglutinin (PHA) und eine Mischung aus mehreren Epitopen des Influenza-,
Epstein-Barr- und Cytomegalievirus (FEC) verwendet. Die Elispot-Platte wurde iiber
Nacht bei 37°C und 5% CO, inkubiert.

Am folgenden Tag wurde die Platte wie oben beschrieben gewaschen und der zweite
Antikdrper (mAb 7B6-1-Biotin) wurde zugegeben. Dafiir wurden wieder 5,5 pl des
Antikorpers (1 mg/ml) in 11 ml sterilen PBS gel6st und je 100 pl pro Well verteilt. Die
Platte wurde bei Raumtemperatur fiir eine Stunde inkubiert, erneut gewaschen, und
anschlieBend wurde Streptavidin zugegeben. Nach erneuter Inkubation bei
Raumtemperatur fiir 45 min. wurde die Platte gewaschen und je 100 pl einer
Farbelosung aufgetragen, um die Antikorper-Interferon-y-Komplexe als lila Punkte
sichtbar zu machen. Die Féarbelosung setzte sich zusammen aus 10 ml Tris-HCI-Puffer,
100 pl der Féarbelosung A (AP Color Reagent A), sowie 100 pul der Farbelosung B (AP
Color Reagent B). Die Platten wurden mit je 200 pl einer 0,05%-igen Tween-Losung
desinfiziert und 10 min. bei Raumtemperatur inkubiert. Nach einem letzten
Waschschritt wurden die Elispot-Platten schlielich getrocknet, mit Hilfe des Elispot
Lesegerites (AID) ausgewertet und als ,,spot forming cells (SEC) je 10° Zellen
angegeben. Die Auswertung wurde wie folgt vorgenommen: eine Elispot-Platte wurde
nur dann ausgewertet, wenn die Positivkontrollen auch tatsdchlich positiv waren. Wenn
die Negativkontrollen im Mittel unter finf SFC/ 10° Zellen aufwiesen, wurden die
Spots in jedem Well einzeln gezihlt und als SFC/ 10° Zellen angegeben. Wiesen die
Negativkontrollen im Mittel jedoch mehr als finf SEC/ 10° Zellen auf, so wurde ein
Well nur dann als positiv gewertet, wenn die Anzahl der SFC/ 10° Zellen diejenige der
Negativkontrollen um mindestens das Dreifache iibertraf. War dies der Fall, wurden
auch hier die Spots einzeln gezihlt und als SFC/ 10° Zellen angegeben. Da sich die
Peptide um bis zu zehn Aminosduren iiberlappten (vgl. 2.2.8), bestand die Moglichkeit,
dass sich eine Antwort auf ein und dieselbe Aminosdurensequenz im ilberlappenden
Peptidbereich in zwei benachbarten Wells und damit doppelt zeigte. Da jedoch die
Anzahl und Stirke der Immunantworten nicht iiberschitzt werden sollte, wurde bei
Antworten auf benachbarte Peptide folgendermallen vorgegangen [59]: fiir die Anzahl
der Antworten wurde bei Antworten auf zwei benachbarte Peptide nur eine Antwort
gezihlt, bei Antworten auf mehrere benachbarte Peptide wurde jeweils die Anzahl der
Antworten auf benachbarte Peptide addiert und eine Antwort subtrahiert. Fiir die Stérke
der Antworten wurde bei Antworten auf zwei benachbarte Peptide nur die stirkere

Antwort gewertet, bei Antworten auf mehrere benachbarte Peptide wurden alle



2 Material und Methodik 26

Antworten bis auf die schwichste Antwort in der Auswertung beriicksichtigt.
SchlieBlich wurden fiir die Ergebnisse der Median, sowie das Minimum und das
Maximum der SFC/ 10° Zellen berechnet und als ,.range (Minimum — Maximum)

angegeben.

2.2.10 Durchflusszytometrie

Die  Durchflusszytometrie  erméglicht die  quantitative  Bestimmung von
Oberflichenmolekiilen = und  intrazelluliren = Proteinen @ mit  Hilfe = von
Fluoreszenzfarbstoff-markierten Antikérpern.

Die Stimulation der Zellen erfolgte in einer 24-Well-Platte. Pro Well wurden in 1 ml
R10 Medium jeweils 1x 10° Zellen suspendiert. Da fiir die spitere Firbung zwei
unterschiedliche Kombinationen aus Antikérpern (Kombinationen A und B, vgl. 2.1.4.1
und 2.1.4.2) verwendet wurden, ergaben sich pro Patient insgesamt sechs Wells: jeweils
ein Well fiir die Stimulation mit dem Gag-Pool, ein Well fiir die Stimulation mit dem
Nef-Pool und je eine Negativkontrolle (NK) ohne Peptid. Unmittelbar nach der
Verteilung der Zellen wurden je 20 ul des entsprechenden Peptid-Pools zugegeben. In
die Wells mit der Antikdrperkombination A wurden zusitzlich jeweils 15 pl des
Antikorpers CD107a FITC verteilt. Die Platte wurde fiir eine Stunde bei 37°C im
Brutschrank inkubiert und anschlieBend wurden jeweils 10 pl Brefeldin A (1 mg/ml)
und je 0,7 ul Monensin (BD Golgi Stop™™) pro Well zugegeben, um eine Sekretion der
produzierten Zytokine zu verhindern und dadurch deren intrazelluldre Akkumulation zu
erreichen. Anschlielend wurde die Platte fiir weitere fiinf Stunden bei 37°C inkubiert.
Nach der Stimulation wurden die Zellen in FACS-Tubes transferiert und einmal mit
PBS und 1% FCS gewaschen (10 min., 4°C, 1500 rpm). Anschlieend wurden die
Zellen mit den entsprechenden Antikorper-Kombinationen fiir die Oberflachenmolekiile
gefarbt (vgl. 2.1.4.1 und 2.1.4.2). Dafiir wurden die Antikorper in 50 pl PBS gelost und
mit der Zellsuspension vermischt. Die optimale Menge von Antikdrpern wurde in
Vorversuchen durch eine Verdiinnungsreihe ermittelt (vgl. 2.1.4.1 und 2.1.4.2). Nach
einer 30-miniitigen Inkubation bei 4°C wurden die Zellen nochmals mit PBS
gewaschen, um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Die Zellen wurden mit je 100
ul Fixierlosung (Fix/ Perm Solution A) fiir 15 min. bei Raumtemperatur und Dunkelheit
fixiert und anschlieBend tiber Nacht bei 4°C inkubiert.

Nach Inkubation iiber Nacht bei 4°C wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit je

100 pl Permeabilisierungslosung (Fix/ Perm Solution B) fiir 15 min. bei
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Raumtemperatur inkubiert. Dadurch wurden Locher in der Zellmembran erzeugt, die es
den intrazelluldren Antikorpern spéter ermdglichten, ins Zellinnere zu gelangen. Die
Féarbung der intrazelluldren Zytokine erfolgte mit den entsprechenden Antikdrper-
Kombinationen (vgl. 2.1.4.1 und 2.1.4.2). Dafiir wurden die Antikorper in 50 pl PBS
gelost und mit der Zellsuspension vermischt. Nach 30 min. Inkubation bei 4°C wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, in je 200 pul PBS resuspendiert und sofort

gemessen.

2.2.10.1 FACS-Analyse und Auswertung

Die Messungen erfolgten am Durchflusszytometer FACSCantoll mit dem Programm
FACS Diva Version 6.0. Fiir alle Proben wurden zwischen 100.000 und 500.000 Zellen
gesammelt. Die gewonnenen Daten wurden mit Hilfe der FlowJo Software Version
9.5.2 analysiert und graphisch dargestellt. Die verschiedenen Zellpopulationen wurden
zunidchst anhand ihrer jeweiligen Grof3e und Granularitit aufgetrennt (Abb. 7 A, D). In
dieser Darstellung wurde auf die Lymphozyten gegatet. Dabei ist das Vorwiértsstreulicht
(engl. Forward Scatter; Abk.: FSC) proportional zur Zelloberflache und graphisch auf
der x-Achse lokalisiert, das Seitwértsstreulicht (engl. Side Scatter; Abk.: SSC)
proportional zur Zellgranularitidt und auf der y-Achse zu finden. Anschlieend wurde
auf alle zu untersuchenden Zellpopulationen gegatet: zundchst auf die CD8+ bzw.
CD4+ Zellpopulationen und anschlieBend auf alle weiteren zu untersuchenden
Parameter (CD38, PD-1, CD44, IFN-y, IL-2, CD107a, TNF-a). Beispielhaft ist das
Vorgehen fiir die IFN-y+ CD8-Zellen dargestellt (Abb. 7 B, E und C, F).
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Abbildung 7: Beispielhafte Darstellung der FACS-Auswertung. A-C: Negativkontrolle, D-F: Nef-
stimulierte Zellen. In dieser Abbildung ist die Auswertung der durchflusszytometrischen Daten anhand
der IFN-y+ CD8-Zellen beispielhaft dargestellt. (A, D) Die verschiedenen Zellpopulationen wurden
zundchst anhand ihrer jeweiligen GroBe und Granularitit aufgetrennt. Das Vorwirtsstreulicht (engl.
Forward Scatter; Abk.: FSC) ist proportional zur Zelloberfliche und auf der x-Achse angeordnet, das
Seitwirtsstreulicht (engl. Side Scatter; Abk.: SSC) ist proportional zur Zellgranularitdt und auf der y-
Achse angeordnet. In dieser Darstellung wurde zunéchst auf die Lymphozyten gegatet (B, E). Im
nichsten Schritt wurden die CD8-Zellen auf der y-Achse gegen IFN-y auf der x-Achse dargestellt. Jetzt
wurde auf die CD8+ Zellen gegatet (C, F). In der letzten Darstellung finden sich nun nur noch die CD8+
Zellen, die CD8- (negativen) Zellen wurden entfernt. Hier wurde auf die IFN-y+ Zellen gegatet. Mit
diesem letzten Schritt erhdlt man nun den Prozentsatz der IFN-y+ Zellen an allen CD8+ Zellen. Dieses
Vorgehen wurde fiir alle anderen Parameter (CD38, PD-1, CD44, IL-2, CD107a, TNF-o, sowie
entsprechend fiir die CD4+ Zellen) wiederholt.

Die Gesamtheit der CD8+ Zellen bezeichneten wir dabei als ,,bulk“ und die HIV-
spezifischen CD8-Zellen definierten wir als IFN-y+ oder CD107a+ CD8+ T-Zellen.
Nachdem alle Gates festgelegt waren, verwendeten wir fiir die Auswertung der
Polyfunktionalitit das Boolean-Gating der FlowJo-Software. Insgesamt ergaben sich
dabei fiir die vier verschiedenen Funktionen 15 mogliche Kombinationen: vier
Einzelfunktionen, sechs Doppelkombinationen, vier Dreifachkombinationen und eine

Vierfachkombination (Tab. 2).
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Tabelle 2: Kombinationen der Funktionen. Aus den vier Einzelfunktionen ergeben sich sechs
Doppelkombinationen, vier Dreifachkombinationen und eine Vierfachkombination.

Funktionen 1 2 3 4
IFN-y 5 O P O P .
CD107a . o o | o o | o o | @
TNF-a . . . o | e o | o | @
IL-2 . . o | o o | o | o | @

Ein Ergebnis wurde nur dann als positiv gewertet, wenn es die Negativkontrolle um
mindestens das Zweifache iibertraf. Fiir die Auswertung wurden die Negativkontrollen
schlieBlich noch vom Ergebnis subtrahiert. Erfolgte die Darstellung nicht fiir Gag und

Nef getrennt, so wurde der Mittelwert aus beiden Ergebnissen gebildet.

2.2.11 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung und graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte mit
Hilfe der GraphPad Prism Software Version 6.0. Fiir den Vergleich zweier nicht
gepaarter Gruppen (Intergruppenvergleich) wurde der Mann-Whitney-Test angewandt,
fiir den Vergleich innerhalb einer Gruppe (Intragruppenvergleich) der Rangsummentest
nach Wilcoxon. Um auf eine Ilineare Korrelation zu testen, wurde der
Korrelationskoeffizient berechnet. Eine GaufB-Normalverteilung der Werte wurde
aufgrund der teilweise geringen Patientenzahlen pro Gruppe nicht angenommen. Das
Signifikanzniveau wurde bei p < 0,05 festgesetzt. Die graphische Darstellung der

Ergebnisse erfolgte jeweils als Einzeldatenpunkte mit Median.



3 Ergebnisse 30

3 ERGEBNISSE

3.1 Patienten

Die 28 Patienten teilten sich folgendermallen auf die einzelnen Gruppen auf: drei
Patienten wiesen die Kriterien der Gruppe la auf, sieben Patienten zdhlten zur Gruppe
1b, fiinf Patienten zur Gruppe 2a und 13 Patienten wurden in Gruppe 2b eingeordnet. In
Tabelle 3 sind alle Patienten einzeln mit ihren klinischen Daten aufgelistet. Dass nur
drei Patienten fiir die Gruppe la gefunden werden konnten, lag daran, dass wir fiir alle
Gruppen das Kriterium anwandten, dass Viruslast und CD4-Zellzahl iiber vier Jahre
vorliegen mussten. Patienten, die den Kriterien der Gruppe la (Viruslastanstieg und
CD4-Abfall) entsprechen, beginnen in Deutschland meist rasch mit einer

antiretroviralen Therapie und kdnnen so nicht iiber vier Jahre beobachtet werden.
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Tabelle 3: Klinische Daten der Patienten. cp/ml = Kopien/ml; BE = Blutentnahme; PR = Progressor,
CO = Controller (urspriingliche Einteilung in unserer Datenbank, hier ohne Bedeutung); * negatives
Vorzeichen bedeutet Abfall der Viruslast bzw. Anstieg der CD4-Zellzahl

ID 1. CD4 2.CD4 1. Viruslast | 2. Viruslast | VL-Anstieg CD4-Abfall | Abstand 1.
Zellzahl | Zellzahl (cp/ml) (cp/ml) /4 Jahre /4 Jahre und 2. BE
(/ul) (/ul) (log) (Zellzahl) (Jahre)
Gruppe 1a
PR 26 207 44.023 0,66 66
PR 62 327 99.049 3,23 7
PR 71 661 299 8.957 99.841 0,88 102 4
Gruppe 1b
CO 07 464 455 19.024 93.803 1,20 29 2
CcO 08 489 126.332 1,09 44
CO 28 452 407 6.997 6.207 0,67 51 2
Cco 47 339 8.853 0,95 24
CO 58 563 52.410 1,05 14
PR 32 153 312.816 1,09 38
PR 57 543 432 12.282 101.491 0,84 -27* 4
Gruppe 2a
CO 03 910 491 14.637 42.131 0,41 96 4
CO 04 553 452 39.116 45.053 0,11 64 2
CO 14 336 286 2.247 7.895 0,36 66 3
CO 17 776 274 8.967 43.113 0,49 79 5
PR 22 1327 379 335.211 17.807 -0,69* 178 4
Gruppe 2b
CO 06 294 239 18.962 129.618 0,38 17 2
CO 13 363 7.732 0,40 6
CO 15 474 471 16.636 33.007 0,23 48 4
CO 34 772 545 9.466 7.126 -0,10* 3
CO 43 255 10.250 0,08 8
CO 44 795 950 6.655 6.766 0,31 -95* 4
PR 04 434 434 9.507 15.921 0,28 4 4
PR 13 432 267 27.904 16.171 -0,15* 8 2
PR 14 654 47.436 -0,15* -24*
PR 38 342 7.960 -0,11* 31
PR 51 465 24.695 0,43 25
PR 66 315 319 11.777 7.568 -0,37* 13 3
PR 83 233 45.490 0,08 57
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Die Viruslast ist der am besten untersuchte Parameter, der Giber das Fortschreiten der
HIV-Infektion eine Vorhersage macht [134, 136-139]. Deswegen verglichen wir
zundchst die Viruslasten der Patientengruppen. Die Viruslasten innerhalb und auch
zwischen den einzelnen Gruppen variierten zum Teil stark (vgl. Tabelle 3 und Abb. 8).
Dennoch unterschieden sich die Viruslasten der CD4-Loser (Gruppen la und 2a) und
der CD4-Nonloser (Gruppen 1b und 2b) nicht signifikant voneinander (p=0.45). Der
Unterschied zwischen den Gruppen 1 und 2, also den Gruppen mit steigender und mit

gleichbleibender Viruslast, war signifikant (p=0.01).
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Abbildung 8: Logarithmische Darstellung der Viruslasten. A Dargestellt sind die Viruslasten der
einzelnen Patienten mit dem jeweiligen Median einer Gruppe. Es zeigte sich ein Unterschied in der Hohe
der Viruslasten innerhalb einer Gruppe und zwischen den einzelnen Gruppen. Die Mediane der
Viruslasten der Gruppen la und 1b waren hoher als die Mediane der Gruppen 2a und 2b. Gruppe 2b
zeigte die geringsten Viruslasten (vgl. Tabelle 3). B Vergleich der Viruslasten von CD4-Loser (Gruppe
la+2a) und CD4-Nonloser (Gruppe 1b+2b). Die Viruslasten der CD4-Loser unterschieden sich nicht
signifikant von den Viruslasten der CD4-Nonloser (p=0.45). C Vergleich der Viruslasten der Gruppe 1
mit steigenden Viruslasten und der Gruppe 2 mit gleichbleibenden Viruslasten. Die Viruslasten der
Gruppe 1 waren signifikant hoher als die Viruslasten der Gruppe 2 (p=0.01).

Neben der Viruslast ist auch die Hohe der CD4-Zellzahl ein wichtiger prognostischer
Marker fiir das Fortschreiten der HIV-Infektion [136, 140]. Aus diesem Grund

verglichen wir als nichstes die Hohe der CD4-Zellzahlen der Patientengruppen.
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Erwartungsgemil wies die Gruppe 1a den geringsten Median auf (1a — 299 Zellen/ pl),
die Mediane der anderen drei Gruppen unterschieden sich nur geringfiigig voneinander
(1b — 407 Zellen /ul, 2a — 379 Zellen /ul, 2b — 363 Zellen /ul). Beim Vergleich der
Hohe der CD4-Zellzahlen zwischen den Gruppen Loser und Nonloser, sowie zwischen
den Gruppen mit steigender und konstanter Viruslast, zeigte sich kein signifikanter

Unterschied (Loser - Nonloser: p=0.34, VL-Anstieg - VL konstant: p=0.54) (Abb. 9).
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Abbildung 9: Vergleich der Hohe der CD4-Zellzahlen. Die CD4-Zellzahlen sind angegeben in CD4-
Zellen pro pl peripheren Blutes. A Dargestellt sind die CD4-Zellzahlen der einzelnen Patienten mit dem
jeweiligen Median einer Gruppe. Gruppe la wies den geringsten Median auf (1a — 299 Zellen /ul), die
anderen drei Gruppen unterschieden sich nur geringfiigig in der Hohe ihrer CD4-Zellzahl (Mediane: 1b —
407 Zellen /pl, 2a — 379 Zellen /ul, 2b — 363 Zellen /ul). B Vergleich der CD4-Zellzahlen von CD4-Loser
(Gruppe la+2a) und CD4-Nonloser (Gruppe 1b+2b). Die CD4-Zellzahlen der CD4-Loser unterschieden
sich nicht signifikant von den CD4-Zellzahlen der CD4-Nonloser (p=0.34). C Vergleich der CD4-
Zellzahlen der Gruppe 1 mit steigenden Viruslasten und der Gruppe 2 mit gleichbleibenden Viruslasten.
Die CD4-Zellzahlen der Gruppe 1 unterschieden sich nicht signifikant von den CD4-Zellzahlen der
Gruppe 2 (p=0.54).
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3.2 Die CD38-Expression als Zeichen der Immunaktivierung

Da der auffilligste Unterschied zwischen den Natural hosts der SIV-Infektion und der
menschlichen HIV-Infektion die fehlende Immunaktivierung bei den Natural hosts ist
[80, 121, 122], untersuchten wir zunédchst die Immunaktivierung liber die Hohe der
CD38-Expression der CD8+ Zellen in den einzelnen Patientengruppen.

Wie zu erwarten, beobachteten wir, dass die Immunaktivierung fiir die Gruppe mit
steigender Viruslast (,,VL-Anstieg*) sowohl fiir die bulk-, also auch fiir die HIV-
spezifischen Zellen signifikant mit der Viruslast korrelierte (bulk: r’=0.43, p=0.04,
HIV-spezifisch: 1°=0.45, p=0.03) (Abb. 10 A, C). Je héher also die Viruslast, desto
hoher die CD38-Expression und damit die Immunaktivierung dieser Patienten. Fiir die
Gruppe mit gleichbleibender Viruslast (,,VL konstant*) waren diese Korrelationen
aufgehoben (bulk: 1’=0.02, p=0.38, HIV-spezifisch: ’=0.001, p=0.90) (Abb. 10 B, D),
ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Viruslast und der Hohe der CD38-

Expression und damit der Immunaktivierung bestand fiir diese Gruppe also nicht.
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Abbildung 10: Korrelation der Expression von CD38 bulk bzw. CD38 HIV-spezifisch mit der
Viruslast. VL (log) = logarithmische Viruslast A Die CD38-Expression aller CD8+ Zellen korrelierte fiir
die Gruppe ,,VL-Anstieg signifikant mit der Viruslast (r’=0.43, p=0.04). Je héher die Viruslast, desto
hoher war die CD38-Expression. B Fiir die Gruppe ,,VL konstant war diese Korrelation aufgehoben
(r*=0.02, p=0.58). Fiir diese Gruppe bestand also kein Zusammenhang zwischen der Héhe der Viruslast
und der Hohe der CD38-Expression aller CD8+ Zellen. C Dargestellt ist die CD38-Expression der HIV-
spezifischen Zellen. Wie in A korrelierte fiir die Gruppe ,,VL-Anstieg™ die CD38-Expression signifikant
mit der Viruslast (’=0.45, p=0.03). D Dargestellt ist die CD38-Expression der HIV-spezifischen Zellen.
Wie in B war die Korrelation zwischen der CD38-Expression der HIV-spezifischen Zellen und der
Viruslast aufgehoben (r°=0.001, p=0.90). A-D Fiir die Gruppen mit steigender Viruslast galt also (sowohl
fiir bulk Zellen, als auch fiir HIV-spezifische Zellen): es bestand eine positive Korrelation zwischen der
Hohe der Viruslast und der Hohe der CD38-Expression- je hoher die Viruslast, desto héher die CD38-
Expression. Fiir die Gruppen mit gleichbleibender Viruslast bestand dieser Zusammenhang nicht.

Betrachtete man die CD38-Expression der einzelnen Patientengruppen in der
Querschnittsstudie, so wiesen die Gruppen la und 1b sowohl bei den bulk, als auch bei
den HIV-spezifischen Zellen hohere CD38-Expressionen auf als die Gruppen 2a und 2b
(Mediane: bulk: 1a — 51.5%, 1b — 48.2%, 2a — 46.5%, 2b — 42.5%, HIV-spezifisch: 1a —
59.2%, 1b — 54.2%, 2a — 44.4%, 2b — 44.7%) (Abb. 11 A, B). Patienten mit hoheren
Viruslasten wiesen also eine stdrkere Immunaktivierung auf als Patienten mit

geringeren Viruslasten. Beim Vergleich der CD38-Expression der bulk Zellen
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gegeniiber den HIV-spezifischen Zellen zeigte sich, dass die HIV-spezifischen Zellen
generell eine hohere CD38-Expression als die bulk Zellen aufwiesen (Abb. 11 C).
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Abbildung 11: CD38-Expression der einzelnen Patientengruppen, bulk und HIV-spezifisch. A bulk:
Die CD38-Expression der Gruppen la und 1b (Mediane: la — 51.5%, 1b — 48.2%) war geringfiigig hoher
als die CD38-Expression der Gruppen 2a und 2b (Mediane: 2a — 46.5%, 2b — 42.5%). B HIV-spezifisch:
Die CD38-Expression der Gruppen la und 1b (Mediane: la — 59.5%, 1b — 54.2%) war ebenfalls héher als
die CD38-Expression der Gruppen 2a und 2b (Mediane: 2a — 44.4%, 2b — 44.7%). C bulk vs. HIV-
spezifisch: Insgesamt war die CD38-Expression der HIV-spezifischen Zellen hdher als die CD38-
Expression der bulk-Zellen. ** Generell zeigte sich: in Gruppen mit héheren Viruslasten war auch die
CD38-Expression hoher. In Gruppe 1b fanden sich jedoch zwei Patienten, die trotz hoher Viruslast eine
vergleichsweise geringe CD38-Expression aufwiesen. Dabei handelte es sich um die beiden Patienten CO
08 (roter Punkt, Viruslast: 126.332 cp/ml, CD38 bulk: 44.0%, CD38 HIV-spezifisch: 51.1%) und CO 58
(blauer Punkt, Viruslast: 52.410 cp/ml, CD38 bulk: 38.2%, CD38 HIV-spezifisch: 35.6%).

Beim direkten Vergleich der Hohe der CD38-Expression der Gruppen 1 und 2 ergab
sich fiir die HIV-spezifischen Zellen ein signifikanter Unterschied (p=0.01), fiir die bulk
Zellen bestand ein Trend (p=0.14) (Abb. 12).
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Abbildung 12: CD38-Expression- Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg® und ,,VL konstant*, bulk
und HIV-spezifisch. Beim Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg” und ,,VL konstant™ zeigte sich ein
signifikanter Unterschied bei den HIV-spezifischen Zellen. Die Gruppe mit steigender Viruslast wies
signifikant hohere CD38-Expressionen auf als die Gruppe mit gleichbleibender Viruslast (p=0.01). Fiir
die bulk Zellen konnte diese Signifikanz nicht gezeigt werden (p=0.14).

Die CD38-Expressionen der Loser und Nonloser unterschieden sich jedoch nicht
signifikant voneinander (bulk: p=0.63, HIV-spezifisch: p=0.47) (Abb. 13). Loser und

Nonloser wiesen also eine dhnlich starke Immunaktivierung auf.
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Abbildung 13: CD38-Expression- Vergleich der Gruppen Loser und Nonloser, bulk und HIV-
spezifisch. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Loser und Nonloser,
weder bei den bulk Zellen (p=0.63), noch bei den HIV-spezifischen Zellen (p=0.47). Patienten mit
abfallender und gleichbleibender CD4-Zellzahl unterschieden sich also nicht in ihrer CD38-Expression.

Insgesamt war also die CD38-Expression in jenen Gruppen hdoher, die hohere
Viruslasten aufwiesen, was zu den bereits publizierten Daten passt. Auffillig war

hierbei allerdings die Gruppe 1b: hier fanden sich zwei Patienten (CO 08 und CO 58),
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die trotz hoher Viruslast eine vergleichsweise geringe CD38-Expression aufwiesen (CO
08: Viruslast: 126.332 cp/ml, CD38 bulk: 44.0%, CD38 HIV-spezifisch: 51.1%, CO 58:
Viruslast: 52.410 cp/ml, CD38 bulk: 38.2%, CD38 HIV-spezifisch: 35.6%) (Abb. 11;
rote und blaue Datenpunkte).

Als nidchstes betrachteten wir die Patientengruppen im longitudinalen Verlauf. Eine
statistische Beurteilung der Einzelgruppen la und 1b war dabei aufgrund der geringen
Patientenzahlen (ein bzw. drei Patienten) nicht mdglich, in den Gruppen 2a (flinf
Patienten) und 2b (sieben Patienten) allerdings schon. Dabei stellten wir fest, dass in
Gruppe 2a trotz im Verlauf gering steigender Viruslast die CD38-Expression kaum
zunahm. In Gruppe 2b sank bei den bulk Zellen die CD38-Expression im Verlauf sogar
signifikant ab (p=0.047), trotz geringfiigig zunehmender Viruslast im Verlauf. Fiir die
HIV-spezifischen Zellen wurde diese Signifikanz nicht erreicht (p=0.22) (Abb. 14).
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Abbildung 14: CD38-Expression im longitudinalen Verlauf, bulk und HIV-spezifisch. A Darstellung
der CD38-Expression der bulk Zellen im longitudinalen Verlauf fiir alle Untergruppen separat. Die
Gruppen la und 1b konnten aufgrund der geringen Patientenzahlen (ein Patient in Gruppe la, drei
Patienten in Gruppe 1b) statistisch nicht beurteilt werden. In Gruppe 2a (fiinf Patienten) nahm die CD38-
Expression im longitudinalen Verlauf nur gering bis gar nicht zu, bei einem Patienten sank sie sogar (CO
03), trotz geringfiigig ansteigender Viruslast im Verlauf. In Gruppe 2b (sieben Patienten) zeigte sich eine
signifikante Abnahme der CD38-Expression im Verlauf (p=0.047). B Darstellung der CD38-Expression
der HIV-spezifischen Zellen im longitudinalen Verlauf fiir alle Untergruppen separat. Die Gruppen la
und 1b konnten ebenfalls aufgrund der geringen Patientenzahlen statistisch nicht beurteilt werden. In
Gruppe 2a zeigte sich eine dhnliche Beobachtung wie fiir die bulk Zellen: die CD38-Expression nahm im
longitudinalen Verlauf nur gering bis gar nicht zu und sank bei einem Patienten sogar ab, bei den HIV-
spezifischen Zellen war dies der Patient PR22. In Gruppe 2b war fiir die HIV-spezifischen Zellen die
Signifikanz der bulk Zellen aufgehoben. Es zeigte sich ebenfalls eine abnehmende Tendenz der CD38-
Expression im Verlauf, aber ohne Signifikanz (p=0.22).

Zusammengefasst wiesen also Patienten mit hoheren Viruslasten auch héhere CD38-
Expressionen auf, allerdings mit wichtigen Ausnahmen. Ein Unterschied in der Hohe
der CD38-Expression zwischen den Gruppen CD4-Loser und CD4-Nonloser zeigte sich
jedoch nicht.
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3.3 Die PD-1-Expression als Zeichen der Immunerschopfung

Eine erhohte PD-1-Expression ist ein Zeichen der Immunerschopfung der CD8+ Zellen
und mit einem vermehrten Zelltod assoziiert [98-101]. Die verschiedenen
Patientengruppen konnten sich in der Hohe ihrer PD-1-Expression und damit im
Erschopfungsgrad der CD8+ Zellen unterscheiden. Da dies zu einer unterschiedlich
guten Kontrolle der Infektion fiihren konnte, untersuchten wir im néchsten Schritt die
Hohe der PD-1-Expression der CD8+ Zellen der Patienten.

Bei den Korrelationsuntersuchungen beobachteten wir entsprechende Ergebnisse wie
bei der Expression von CD38: die Immunerschopfung fiir die Gruppe mit steigender
Viruslast (,,VL-Anstieg®) korrelierte sowohl fiir die bulk-, als auch fiir die HIV-
spezifischen Zellen signifikant mit der Viruslast (bulk: 1*=0.40, p=0.05, HIV-spezifisch:
1’=0.53, p=0.02) (Abb. 15 A, C). Je hoher also die Viruslast, desto hoher die PD-1
Expression und damit die Immunerschépfung dieser Patienten. Fiir die Gruppe mit
gleichbleibender Viruslast (,,VL konstant) waren diese Korrelationen wieder
aufgehoben (bulk: 1°=0.04, p=0.43, HIV-spezifisch: 1’=0.001, p=0.88) (Abb. 15 B, D),
ein Zusammenhang zwischen der Hohe der Viruslast und der Hohe der PD-1-

Expression und damit der Immunerschépfung bestand also nicht.
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Abbildung 15: Korrelation der Expression von PD-1 bulk bzw. PD-1 HIV-spezifisch mit der
Viruslast. VL (log) = logarithmische Viruslast A Die PD-1-Expression aller CD8+ Zellen korrelierte fiir
die Gruppe ,,VL-Anstieg signifikant mit der Viruslast (r’=0.40, p=0.05). Je héher die Viruslast, desto
hoher war die PD-1-Expression. B Fiir die Gruppe ,,VL konstant“ war diese Korrelation aufgehoben
(r’=0.04, p=0.43). Fiir diese Gruppe bestand also kein Zusammenhang zwischen der Hohe der Viruslast
und der Hohe der PD-1-Expression aller CD8+ Zellen. C Dargestellt ist die PD-1-Expression der HIV-
spezifischen Zellen. Wie in A korrelierte fiir die Gruppe ,,VL-Anstieg* die PD-1-Expression signifikant
mit der Viruslast (’=0.53, p=0.02). D Dargestellt ist die PD-1-Expression der HIV-spezifischen Zellen.
Wie in B war die Korrelation zwischen der PD-1-Expression der HIV-spezifischen Zellen und der
Viruslast aufgehoben (r*=0.001, p=0.88). A-D Fiir die Gruppen mit steigender Viruslast galt also (sowohl
fiir bulk Zellen, als auch fiir HIV-spezifische Zellen): es bestand eine positive Korrelation zwischen der
Hohe der Viruslast und der Hohe der PD-1-Expression- je hoher die Viruslast, desto hoher die PD-1-
Expression. Fiir die Gruppen mit gleichbleibender Viruslast bestand dieser Zusammenhang nicht.

Betrachtete man die PD-1-Expression der einzelnen Patientengruppen in der
Querschnittsstudie, so wiesen die Gruppe 1b bei den bulk Zellen bzw. die Gruppe 1a bei
den HIV-spezifischen Zellen die hochsten Mediane auf, die anderen drei Gruppen
unterschieden sich kaum voneinander (Mediane: bulk: 1a — 23.3%, 1b — 29.3%, 2a —
21.0%, 2b — 21.7%, HIV-spezifisch: 1a — 73.1%, 1b — 50.3%, 2a — 45.8%, 2b — 48.0%)
(Abb. 16 A, B). Allerdings gab es eine zum Teil sehr starke Streuung der PD-1-
Expression innerhalb der Gruppen. Deshalb war eine eindeutige Aussage aufgrund der

teilweise geringen Patientenzahlen innerhalb der Gruppen schwierig. Wie bei der
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CD38-Expression zeigte sich, dass die HIV-spezifischen Zellen generell eine hohere
PD-1-Expression als die bulk Zellen aufwiesen (Abb. 16 C). Dabei war der Unterschied
in der Hohe der PD-1-Expression zwischen den bulk und den HIV-spezifischen Zellen
fiir die Gruppen 2a und 2b sogar signifikant (p-Werte: 1a — p=0.20, 1b — p=0.097, 2a —
p=0.016, 2b — p<0.0001).
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Abbildung 16: PD-1-Expression der einzelnen Patientengruppen, bulk und HIV-spezifisch. A bulk:
Die PD-1-Expression der Gruppe lb (Median: 1b — 29.3%) war geringfiigig hoher als die PD-1-
Expression der Gruppen la, 2a und 2b (Mediane: la — 23.3%, 2a — 21.0%, 2b — 21.7%). B HIV-
spezifisch: Die PD-1-Expression der Gruppe la (Median: la — 73.1%) war hoher als die PD-1-Expression
der Gruppen 1b, 2a und 2b (Mediane: 1b — 50.3%, 2a — 45.8%, 2b — 48.0%). C bulk vs. HIV-spezifisch:
Insgesamt war die PD-1-Expression der HIV-spezifischen Zellen deutlich hoher als die PD-1-Expression
der bulk-Zellen. Fiir die Gruppen 2a und 2b erreichte dieser Unterschied Signifikanz (p-Werte: la —
p=0.20, 1b — p=0.097, 2a — p=0.016, 2b — p<0.0001).** Fiir die bulk Zellen galt: Patienten mit hoheren
Viruslasten wiesen auch hohere PD-1-Expressionen auf. Nicht galt dies fiir folgende Patienten: PR 62
(griiner Punkt) aus Gruppe la wies trotz hoher Viruslast und starkem Viruslast-Anstieg iiber die letzten
vier Jahre (VL 99.049 cp/ml, VL-Anstieg 3,23 log/ 4 Jahre) sowohl bei den bulk, also auch bei den HIV-
spezifischen Zellen nur eine geringe Immunerschépfung auf (Median: bulk: 18.03%, HIV-spezifisch:
42.15%). AuBerdem zeigten die beiden Patienten CO 08 (roter Punkt) und CO 58 (blauer Punkt) der
Gruppe 1b, die bereits eine geringe CD38-Expression aufwiesen, auch eine geringe PD-1-Expression (CO
58 nicht fiir HIV-spezifisch), trotz hoher Viruslasten (CO 08: Viruslast: 126.332 cp/ml, PD-1 bulk:
29.05%, PD-1 HIV-spezifisch: 46.25%, CO 58: Viruslast: 52.410 cp/ml, PD-1 bulk: 22.59%, PD-1 HIV-
spezifisch: 60.93%).
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Da eine Aussage beziiglich der PD-1-Expression bei der Betrachtung der einzelnen
Untergruppen schwierig war, verglichen wir wieder die Hohe der PD-1-Expression der
Gruppen la+1b (,,VL-Anstieg®) gegeniiber der Gruppen 2a+2b (,,VL konstant*). Hier
zeigte sich fiir die bulk Zellen ein Trend zu einem signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Ubergruppen (p=0.058) (Abb. 17 A). Patienten mit steigender Viruslast
wiesen also eine stirkere Immunerschopfung auf als Patienten mit gleichbleibender
Viruslast. Fiir die HIV-spezifischen Zellen zeigte sich diese Beobachtung nicht, die
beiden Gruppen mit steigender und mit gleichbleibender Viruslast unterschieden sich

praktisch nicht in ihrer PD-1-Expression (p=0.55) (Abb. 17 B).
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Abbildung 17: PD-1-Expression- Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg® und ,,VL konstant*, bulk
und HIV-spezifisch. A Beim Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg™ und ,,VL konstant™ zeigte sich ein
anndhernd signifikanter Unterschied bei den bulk Zellen. Die Gruppe mit steigender Viruslast wies
hohere PD-1-Expressionen auf als die Gruppe mit gleichbleibender Viruslast (p=0.058). B Fiir die HIV-
spezifischen Zellen konnte dies nicht gezeigt werden (p=0.55), die beiden Gruppen ,,VL-Anstieg™ und
,» VL konstant* wiesen praktisch keinen Unterschied beziiglich der Hohe ihrer PD-1-Expression auf.

Beim Vergleich der Loser und Nonloser machten wir die gleichen Beobachtungen wie
bei der CD38-Expression: die PD-1-Expressionen der beiden Gruppen unterschieden
sich nicht signifikant voneinander (bulk: p=0.94, HIV-spezifisch: p=0.19) (Abb. 18 A,

B). Loser und Nonloser wiesen also eine dhnlich starke Immunerschépfung auf.
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Abbildung 18: PD-1-Expression- Vergleich der Gruppen Loser und Nonloser, bulk und HIV-
spezifisch. Beim Vergleich der Gruppen Loser und Nonloser zeigte sich kein signifikanter Unterschied in
der Hohe der PD-1-Expression, weder bei den bulk Zellen (p=0.94) (A), noch bei den HIV-spezifischen
Zellen (p=0.19) (B).

Insgesamt war also die PD-1-Expression zumindest bei den bulk Zellen in jenen
Gruppen hoher, die hohere Viruslasten aufwiesen. Auffillig waren hier wieder einzelne
Patienten: in Gruppe la wies der Patient PR 62 trotz hoher Viruslast und starkem
Viruslast-Anstieg iiber die letzten vier Jahre (VL 99.049 cp/ml, VL-Anstieg 3,23 log/ 4
Jahre) sowohl bei den bulk, also auch bei den HIV-spezifischen Zellen nur eine geringe
Immunerschépfung auf (Median: bulk: 18.03%, HIV-spezifisch: 42.15%). Aullerdem
zeigten die beiden Patienten CO 08 und CO 58 der Gruppe 1b, die bereits eine geringe
CD38-Expression aufwiesen, auch eine geringe PD-1-Expression (CO 58 nicht fiir
HIV-spezifisch), trotz hoher Viruslast (CO 08: Viruslast: 126.332 cp/ml, PD-1 bulk:
29.05%, PD-1 HIV-spezifisch: 46.25%, CO 58: Viruslast: 52.410 cp/ml, PD-1 bulk:
22.59%, PD-1 HIV-spezifisch: 60.93%) (Abb. 16; griine, rote und blaue Datenpunkte).
Diese beiden Patienten zeigten also trotz hoher Viruslast eine geringe
Immunaktivierung und gleichzeitig eine geringe Immunerschépfung.

Als néchstes betrachteten wir die Patientengruppen im longitudinalen Verlauf. Dabei
ergab sich im Gegensatz zur CD38-Expression kein eindeutiger Trend innerhalb der
Gruppen, weder bei den bulk, noch bei den HIV-spezifischen Zellen. Es gab Patienten,
die im Verlauf mit der PD-1-Expression anstiegen und es gab Patienten, die im Verlauf
mit der PD-1-Expression abfielen, unabhidngig davon, zu welcher Gruppe sie gehorten
(Daten nicht gezeigt).

Zusammengefasst wiesen Patienten mit hoheren Viruslasten auch hohere PD-1-Werte

auf, allerdings wieder mit Ausnahmen, wie dies bereits bei der Untersuchung der CD38-
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Expression zu beobachten war. Zusétzlich zeigte sich eine starke Streuung der PD-1-

Werte auch innerhalb der einzelnen Gruppen.

3.4 Der Aktivierungsmarker CD44

Das Oberflichenmolekiil CD44 ist ein Marker fiir Zellen mit Antigenerfahrung und
essenziell in der Entwicklung von aktivierten Effektor- und Gedéichtniszellen aus naiven
T-Zellen, sowie in der Induktion von Effektorfunktionen [111-113]. Eine hohe CD44-
Expression konnte deshalb moglicherweise zu einer guten Kontrolle der Infektion
beitragen. Aus diesem Grund untersuchten wir als nichstes die Hohe der CD44-
Expression der CD8+ Zellen bei den einzelnen Patienten.

Bei den Korrelationsuntersuchungen beobachteten wir, dass die CD44-Expression in
keiner Gruppe mit der Viruslast korrelierte, weder bei den bulk, noch bei den HIV-
spezifischen Zellen (Daten nicht gezeigt). Insgesamt war die CD44-Expression fiir alle
Gruppen sowohl bei den bulk, als auch bei den HIV-spezifischen Zellen sehr hoch
(range bulk: 66.3% - 96.00%, Daten nicht gezeigt; range HIV-spezifisch: 51.8% -
97.25%, Abb. 19). Beim Vergleich der einzelnen Gruppen unterschieden sich bei den
bulk Zellen die Mediane der einzelnen Gruppen nur sehr gering voneinander (Mediane:
la — 88.93%, 1b — 88.90%, 2a — 90.93%, 2b — 86.03%), es gab also keinen Unterschied
in der CD44-Expression zwischen den einzelnen Gruppen (Daten nicht gezeigt). Bei
den HIV-spezifischen Zellen jedoch zeigte die Gruppe 2a eine hohere CD44-Expression
als die Gruppen 1b und la, die Gruppe 2b wies die geringste CD44-Expression auf
(Mediane: la — 77.3%, 1b — 83.2%, 2a — 89.6%, 2b — 69,3%) (Abb. 19). Beim direkten
Vergleich der bulk und der HIV-spezifischen Zellen zeigten die bulk Zellen in jeder
Gruppe eine hohere CD44-Expression als die HIV-spezifischen Zellen (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 19: CD44-Expression der einzelnen Patientengruppen, HIV-spezifische Zellen. Die
Gruppe 2a zeigte eine hohere CD44-Expression als die Gruppen 1b und la, die Gruppe 2b wies die
geringste CD44-Expression auf (Mediane: 1a — 77.3%, 1b — 83.2%, 2a — 89.6%, 2b — 69,3%).

Beim Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg* und ,,VL konstant* bzw. der Gruppen Loser
und Nonloser zeigte sich weder bei den bulk, noch bei den HIV-spezifischen Zellen ein
Unterschied zwischen den Gruppen (Daten nicht gezeigt).

Bei der Betrachtung der Patientengruppen im longitudinalen Verlauf zeigte sich kein
eindeutiger Trend, unabhidngig von der Gruppenzugehorigkeit stieg oder sank die
CD44-Expression in Verlauf.

Insgesamt zeigten die Patienten also alle eine hohe CD44-Expression und die einzelnen
Gruppen unterschieden sich nur gering voneinander.

Im nidchsten Schritt interessierte uns, wie es mit der Doppel-Expression der CD8+
Zellen von PD-1 und CD44 aussah. Wir stellten fest, dass sich die PD-1-/ CD44-
Expression genauso verhielt wie die alleinige PD-1-Expression. Dies galt fiir alle
Querschnitts- und longitudinalen Untersuchungen, fiir alle Einzelgruppen und

Ubergruppen, sowie jeweils fiir die bulk und die HIV-spezifischen Zellen (Daten nicht
gezeigt).

3.5 Die CD4-Zellen und die Expression von PD-1 und CD44

Neben den CD8+ T-Zellen sind die CD4+ T-Zellen entscheidend an der Abwehr der
HIV-Infektion beteiligt [69, 70]. Da eine Erschopfung bzw. eine zu geringe Aktivierung
der CD4+ Zellen ebenfalls zur mangelnden Kontrolle der HIV-Infektion beitragen und
sich die einzelnen Gruppen diesbeziiglich unterscheiden konnten, untersuchten wir als

nédchstes die Expression von PD-1 und CD44, sowie die Doppelexpression PD-1/ CD44



3 Ergebnisse 47

der CD4+ Zellen. Des Weiteren untersuchten wir die IFN-y-Produktion der CD4+
Zellen, die allerdings insgesamt zu gering ausfiel, um sie statistisch auswerten zu
konnen (Daten nicht gezeigt). Folglich konzentrierten wir uns auf die Gesamtheit der
CD4+ Zellen (,,bulk®) und nicht auf die HIV-spezifischen CD4+ Zellen, da diese nicht
zu definieren waren.

Bei den Korrelationsuntersuchungen beobachteten wir, dass die PD-1- und die CD44-
Expression der CD4+ Zellen nicht mit der Viruslast korrelierten (Daten nicht gezeigt).
Die PD-1-Expression war insgesamt gering (range: 3.40% - 39.1%) und dabei
signifikant geringer als die PD-1-Expression der CD8+ T-Zellen (p=0.0004). Die
Gruppe la wies die hochsten Werte an PD-1 auf (Median: 20.30%), wéhrend die
Gruppen 1b, 2a und 2b sich kaum in ihrer PD-1-Expression unterschieden (Mediane: 1b
—14.31%, 2a — 13.08%, 2b — 11.72%) (Abb. 20).
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Abbildung 20: PD-1-Expression der CD4+ Zellen der einzelnen Patientengruppen. Die PD-1-
Expression der CD4+ Zellen war insgesamt gering (range: 3.40% - 39.1%). Die Gruppe 1a wies dabei die
hochsten Werte auf (Median: 20.30%), die Gruppen 1b, 2a und 2b unterschieden sich kaum in ihrer PD-
1-Expression (Mediane: 1b — 14.31%, 2a — 13.08%, 2b — 11.72%)).

Die CD44-Expression war insgesamt sehr hoch (range: 71.60% - 98.30%) und erreichte
sogar noch hohere Werte als die CD44-Expression der CD8+ Zellen. Dabei wiesen die
Gruppen 2a und 2b (Mediane: 2a — 96.14%, 2b — 94.17%) eine hdohere CD44-
Expression auf als die Gruppen la und 1b (Mediane: 1a — 89.70%, 1b — 93.77%). Beim
Vergleich der PD-1- bzw. CD44-Expression der Gruppen ,,VL-Anstieg und ,,VL
konstant* bzw. der Gruppen Loser und Nonloser ergab sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen. Bei den longitudinalen Untersuchungen zeigte sich
kein eindeutiger Trend, die PD-1- und die CD44-Expressionen nahmen bei den

Patienten im Verlauf zu oder ab, auch innerhalb einer Gruppe. Auffillig war dabei
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allerdings der Patient PR 57 aus Gruppe 1b, der bei steigender Viruslast und fehlendem
CD4-Zellverlust bzw. sogar einer durchschnittlichen CD4-Zellzunahme von 27 Zellen
pro Jahr, eine Abnahme seiner PD-1- und seiner CD44-Expression, sowie der
Doppelexpression im Verlauf zeigte (PD-1: 12.88% auf 7.18%, CD44: 93,42% auf
92.81%, PD-1/ CD44: 12.00% auf 6.44%). Die Doppelexpression PD-1/ CD44 der
CD4+ Zellen war, wie schon bei den CD8+ Zellen (vgl. 3.4) im Verhalten identisch wie
die PD-1-Expression (alle Daten nicht gezeigt).

Insgesamt zeigte sich also bei der Untersuchung der PD-1- und der CD44-Expression

der CD4+ Zellen kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Gruppen.

3.6 Anzahl und Stirke der CD8+ T-Zellantworten gemessen

anhand der Interferon-y-Produktion

In den bisher publizierten Studien fanden sich keine Unterschiede in der Anzahl und
Stiarke der HIV-spezifischen CD8+ T-Zellantwort zwischen Patientenkohorten, die sich
beziiglich der Kontrolle der HIV-Infektion unterschieden, gemessen anhand der
Interferon-y-Produktion [59, 60]. Deshalb wollten wir untersuchen, ob dies auch fiir
unsere Patientengruppen galt.

Die Unterschiede zwischen den einzelnen Patienten waren zum Teil erheblich (siehe
unten), ein Ergebnis, das wir ohne die Stimulation mit Einzelpeptiden nicht erhalten
hétten. Zunichst beobachteten wir bei den Korrelationsuntersuchungen, dass die Anzahl
und Stirke der IFN-y-Antworten in keiner Gruppe mit der Viruslast korrelierte, weder
fiir Gag und Nef gemeinsam, noch fiir Gag und Nef einzeln (Daten nicht gezeigt).

Beim Vergleich der einzelnen Patientengruppen in der Querschnittsstudie fiir Gag und
Nef gemeinsam zeigte die Gruppe 1b die hochste Anzahl der IFN-y-Antworten,
allerdings mit groBBer Variationsbreite (Median: 20 Antworten, range: 1-24 Antworten).
Die Gruppen la, 2a und 2b unterschieden sich kaum in ihrer Anzahl der Antworten
(Mediane: la — 8 Antworten, 2a — 8 Antworten, 2b — 7 Antworten) (Abb. 21 A).
Ahnliche Beobachtungen machten wir auch fiir die Stirke der Antworten: Gruppe 1b
wies die stirksten Antworten auf, wieder mit groler Variationsbreite (Median: 7.980
SFC/ 10° Zellen, range: 280 — 20.789 SFC/ 10° Zellen). Die Gruppen la und 2a
unterschieden sich kaum in der Stirke ihrer Antworten (Mediane: la — 6.260 SFC/ 10°
Zellen, 2a — 6.010 SFC/ 10° Zellen), die Gruppe 2b wies jedoch eine geringere Stirke
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auf (Median: 3.010 SFC/ 10° Zellen) (Abb. 21 B). Bei der Betrachtung der einzelnen
Patienten stellten wir fest, dass die Anzahl und die Stirke der IFN-y-Antworten positiv
miteinander korrelierten, mit wenigen Ausnahmen wiesen Patienten mit einer hdheren

Anzahl an Antworten auch stirkere Antworten auf und umgekehrt (Daten nicht

gezeigt).
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Abbildung 21: Anzahl und Stiirke der IFN-y-Antworten der einzelnen Patientengruppen, Gag und
Nef gemeinsam. A Anzahl: Die Anzahl der IFN-y-Antworten war in Gruppe 1b am hdchsten, allerdings
mit groler Variationsbreite (Median: 20 Antworten, range: 1-24 Antworten). Die Gruppen la, 2a und 2b
unterschieden sich kaum in ihrer Anzahl der Antworten (Mediane: 1a — 8 Antworten, 2a — 8§ Antworten,
2b — 7 Antworten). B Stirke: Die Stirke der IFN-y-Antworten war in Gruppe 1b am hochsten, ebenso mit
groBer Variationsbreite (Median: 7.980 SFC/ 10° Zellen, range: 280 — 20.789 SFC/ 10° Zellen). Die
Gruppen la und 2a unterschieden sich kaum in der Stirke ihrer Antworten (Mediane: 1a — 6.260 SFC/ 10°
Zeélen, 2a — 6.010 SFC/ 10° Zellen), die Gruppe 2b wies eine geringere Stirke auf (Median: 3.010 SFC/
10° Zellen).

Beim Vergleich der Anzahl und Stirke der Antworten der Gruppen ,,VL-Anstieg™ und
,»VL konstant®, sowie der Gruppen Loser und Nonloser zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen (Gag und Nef gemeinsam) (Daten nicht gezeigt).

Fiir Gag und Nef einzeln zeigte sich, dass die Antworten auf Nef sowohl in Anzahl, als
auch in Stirke zum Teil deutlich geringer waren als die Antworten auf Gag (Daten nicht
gezeigt). Beachtet werden muss hier allerdings, dass das Gag-Gen deutlich lidnger ist als
das Nef-Gen (vgl. 2.1.5). Die Antworten auf Gag und Nef einzeln verhielten sich
genauso wie die Antworten auf Gag und Nef gemeinsam (keine signifikanten
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen). Fir Gag gab es allerdings eine
Ausnahme: beim Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg® und ,,VL konstant* zeigte sich
ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen. Die Gruppe mit steigender
Viruslast hatte signifikant mehr IFN-y-Antworten auf Gag als die Gruppe mit
gleichbleibender Viruslast (p=0.045). Fir die Stdrke der Antworten erreichte der
Vergleich zwar keine Signifikanz, es zeigte sich jedoch ein eindeutiger Trend zwischen

der Gruppe mit steigender und gleichbleibender Viruslast (p=0.07) (Abb. 22).



3 Ergebnisse 50

Anzahl Starke
25- 15000-
[ )
20- . -
p=0.045 g p=0.07
< 10000
154 N
° ) °
104 ¢ . = "y
y : y [ “u (] ] g 20007 .0 ; ...
54 _q_ | | |
® [ ] - [ ] | - ® [ ] ... -
| ]
0 ? o 0 ) = Fril
) Q& ) &
Q &
vs{}\ Gag o‘\b\@ v.g}\ Gag oof;&
4\; KNG A\; 4\/‘.

Abbildung 22: Anzahl und Stirke der IFN-y-Antworten auf Gag, Vergleich der Gruppen ,,VL-
Anstieg® und ,,VL konstant®“. Beim Vergleich der Gruppen ,,VL-Anstieg” und ,,VL konstant* zeigte
sich ein signifikanter Unterschied bei der Anzahl der IFN-y-Antworten auf Gag: die Gruppe mit
steigender Viruslast wies signifikant hohere Antworten auf als die Gruppe mit gleichbleibender Viruslast
(p=0.045). Fiir die Stirke der Antworten konnte diese Signifikanz nicht gezeigt werden, es zeigte sich
jedoch ein eindeutiger Trend (p=0.07).

Bei den longitudinalen Untersuchungen zeigte sich kein eindeutiger Trend innerhalb der
Gruppen, weder fiir Gag und Nef gemeinsam, noch fiir Gag und Nef einzeln. Es gab
Patienten, die im Verlauf mit der Anzahl und Stirke der IFN-y-Antworten zunahmen

oder abfielen, unabhingig davon, zu welcher Gruppe sie gehorten (Daten nicht gezeigt).

Wie in den bisher publizierten Studien zeigte sich also, bis auf eine Ausnahme, kein
Unterschied in Anzahl und Stdrke der IFN-y-Antworten zwischen den einzelnen

Patientengruppen.

3.7 Die Polyfunktionalitit der CD8-Zellen als Mall der

Immunerschopfung

In den letzten Jahren hatte sich zunehmend gezeigt, dass die Immunantwort der CD8+
T-Zellen qualitativ besser ist, wenn die Zellen nicht nur eine einzige Effektorfunktion,
wie z.B. die IFN-y-Produktion, sondern eine Kombination von mehreren Funktionen,
eine sogenannte Polyfunktionalitdt, zeigen [62]. Da die Polyfunktionalitit der CD8+ T-
Zellen zu einer guten Kontrolle der Infektion beitragen kann, untersuchten wir als
nichstes die Qualitit der Immunantworten der verschiedenen Patientengruppen,
gemessen anhand der Kombinationen der vier Einzelfunktionen IFN-y, CD107a, TNF-a
und IL-2.
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Die Vierfachkombination aus den vier Einzelfunktionen fiel in allen Gruppen sehr
gering aus, deshalb wird im Folgenden nicht weiter darauf eingegangen. Die
Auswertung erfolgte jeweils fiir Gag und Nef getrennt, da sich die Antworten in Anzahl
und Stirke zum Teil deutlich unterschieden.

In Abbildung 23 sind die Einzel-, Doppel- und Dreifachfunktionen zunéchst fiir alle
Gruppen (la, 1b, 2a, 2b) zusammen genommen dargestellt. Die meisten und stdrksten
Antworten zeigten sich fiir die Einzelfunktion Zytotoxizitdit CD107a, sowie bei den
entsprechenden Kombinationen mit dieser Funktion. Insgesamt waren die Antworten

auf Gag in Anzahl und Stirke meist hoher als die Antworten auf Nef.
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Abbildung 23: Anzahl und Stirke der Antworten fiir alle Gruppen zusammen. Dargestellt sind hier
jeweils die Anzahl, sowie die Stdrke der Antworten fiir die Einzel-, Doppel- und Dreifachkombinationen.
Angegeben ist jeweils die Summe der Antworten aller vier Gruppen la, 1b, 2a und 2b zusammen. Die
Anzahl der Antworten ist als Prozent aller 28 Patienten angegeben, die Stirke der Antworten als Median
aller Antworten auf die entsprechende Einzel-, Doppel oder Dreifachfunktion.

Die meisten Patienten zeigten Antworten fiir die Einzelfunktionen CD107a (Gag: 93%, Nef: 82%) und
IL-2 (Gag: 77%, Nef: 54%), gefolgt von der Funktion TNF-a (Gag: 64%, Nef: 50%). Die geringsten
Antworten zeigten sich fiir IFN-y (Gag: 57%, Nef: 36%). Bei den Funktionskombinationen zeigten die
meisten Patienten eine Antwort auf die Doppelfunktion CD107a/ IL-2 (Gag: 71%, Nef: 54%) und fiir die
Dreifachfunktion CD107a/ TNF-o/ IL-2 (Gag: 50%, Nef: 25%). Fir diese Doppel- und
Dreifachfunktionen zeigten sich auch die stirksten Antworten, ebenso fiir die Einzelfunktion CD107a.
Die Stirke der Einzelfunktion IFN-y {ibertraf die Stirke der Einzelfunktion IL-2, am geringsten war die
Antwort der Funktion TNF-a. Fiir die Anzahl der Antworten galt, dass es fiir jede Kombination mehr
Antworten auf Gag als auf Nef gab. Fiir die Stirke der Antworten traf dies nicht immer zu.
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Betrachtete man die Anzahl der Antworten fiir die einzelnen Gruppen getrennt, so
zeigte sich, dass prozentual in Gruppe la die meisten Patienten Immunantworten
aufwiesen. Dies galt bei Gag sowohl fiir alle Einzel-, als auch fiir alle Doppel- und
Dreifachfunktionen, bei Nef war dies nicht so deutlich (Abb. 24). Allerdings war die
Gruppe la die kleinste Gruppe mit nur drei Patienten, im Gegensatz zur Gruppe 1b

(sieben Patienten) und zu den Gruppen 2a (fiinf Patienten) und 2b (13 Patienten).
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Abbildung 24: Anzahl der Antworten fiir die einzelnen Gruppen: Einzel-, Doppel- und
Dreifachfunktionen. Dargestellt ist die Anzahl der Antworten fiir die vier Gruppen la, 1b, 2a und 2b
getrennt. Die Anzahl der Antworten ist in Prozent aller Patienten der entsprechenden Gruppe angegeben.
Bei Gag zeigten prozentual in Gruppe la die meisten Patienten Immunantworten. Beachtet werden muss
allerdings, dass sich in Gruppe la lediglich drei Patienten befanden. Fiir die Einzelfunktionen IFN-y,
CD107a und IL-2, sowie fiir die meisten Doppel- und Dreifachfunktionen folgte der Gruppe la die
Gruppe 1b an zweiter Stelle, nicht galt dies fiir die Einzelfunktion TNF-a, die Doppelfunktionen CD107a/
TNF-a und TNF-o/ IL-2, sowie die Dreifachfunktion CD107a/ TNF-o/ IL-2, hier folgte die Gruppe 2a an
zweiter Stelle. Insgesamt zeigten fiir Gag die Gruppen mit steigender Viruslast (Gruppe 1a und 1b) einen
hoheren Prozentsatz an Patienten mit Immunantworten als die Gruppen mit gleichbleibender Viruslast
(Gruppen 2a und 2b). Fiir Nef lief sich keine eindeutige Aussage treffen, die Immunantworten in den
Gruppen unterschieden sich stark fiir alle Funktionen.

Nicht jeder Patient zeigte also eine Antwort fiir jede Funktion. Deshalb gab es manche
Einzelfunktionen bzw. Funktionskombinationen, fiir die es nur wenige Datenpunkte
gab. Aus diesem Grund beurteilten wir fiir die Stirke der Antworten die Gruppen nicht
einzeln im Querschnitt, sondern zusammengefasst als Gruppe ,,VL-Anstieg* vs. Gruppe
,,VL konstant“ bzw. Loser vs. Nonloser. Sowohl fiir die Einzel-, als auch fiir die
Doppel- und Dreifachkombinationen zeigte sich in der Mehrzahl der Fille kein
signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen ,,VL-Anstieg und ,,VL konstant*
bzw. Loser und Nonloser. Die CD8-Antworten unterschieden sich also nicht signifikant
zwischen den einzelnen Gruppen. Beispielhaft ist hier die Doppelfunktion IFN-y/
CD107a Gag dargestellt (Abb. 25).
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Abbildung 25: Beispielhafte Darstellung der CD8-Antworten. Die CD8-Antworten unterschieden sich
in der Mehrzahl der Félle nicht signifikant zwischen den Gruppen ,,VL-Anstieg® und ,,VL konstant® bzw.
zwischen den Gruppen Loser und Nonloser. Beispielhaft sind hier die CD8-Antworten fiir die
Doppelfunktion IFN-y/ CD107a Gag dargestellt. Die Gruppen mit Loser und Nonloser unterschieden sich
nicht signifikant voneinander (p=0.71).

Es gab jedoch einige Ausnahmen: Bei den Einzelfunktionen zeigte sich fiir CD107a
sowohl bei Gag, als auch bei Nef ein signifikanter Unterschied. Fiir Gag wies die
Gruppe ,,VL-Anstieg® signifikant hohere CD107a-Werte auf als die Gruppe ,,VL
konstant* (p=0.02), beim Vergleich der Gruppen Loser und Nonloser zeigte sich kein
signifikanter Unterschied (p=0.60) (Abb. 26 A). Bei der Korrelationsuntersuchung der
CD107a-Expression mit der Viruslast zeigte sich dann allerdings keine positive
Korrelation (Daten nicht gezeigt). Fiir Nef wies die Gruppe Loser signifikant hohere
CD107a-Werte auf also die Gruppe Nonloser (p=0.03), fiir die Gruppen mit steigender
und mit gleichbleibender Viruslast zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0.48)
(Abb. 26 B).
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Abbildung 26: CD107a-Expression, Gag und Nef. A Fiir die Einzelfunktion CD107a wies die Gruppe
»VL-Anstieg* flir Gag eine signifikant héhere CD107a-Expression auf als die Gruppe ,,VL konstant®
(p=0.02), zwischen den Gruppen Loser und Nonloser zeigte sich kein signifikanter Unterschied (p=0.60).
B Fiir Nef galt: Die Gruppe Loser wies signifikant hohere CD107a-Werte auf als die Gruppe Nonloser
(p=0.03), zwischen den Gruppen ,,VL-Anstieg und ,,VL konstant” zeigte sich kein signifikanter
Unterschied (p=0.48).

Bei den Doppelfunktionen zeigten sich fiir die Kombinationen CD107a/ TNF-a Gag
und CD107a/ IL-2 Gag fiir die Gruppe ,,VL-Anstieg* signifikant hohere Antworten als
fiir die Gruppe ,,VL konstant* (p=0.03 bzw. p=0.04) (Abb. 27), fiir die Gruppen Loser
und Nonloser galt dies nicht (p=1.00 bzw. p=0.89) (nicht gezeigt).
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Abbildung 27: Doppelfunktionen- signifikante Unterschiede. Fiir die Kombinationen CD107a/ TNF-a
Gag und CD107a/ IL-2 Gag zeigte die Gruppe ,,Viruslast-Anstieg* signifikant hohere Antworten als fiir
die Gruppe ,,VL konstant* (p=0.03 bzw. p=0.04).

Fir die longitudinalen Untersuchungen galt das Gleiche wie fiir die
Querschnittsuntersuchungen: Nicht alle Patienten zeigten CD8+ T-Zellantworten fiir
alle Funktionen. Da sich jedoch in den Querschnittsuntersuchungen fiir die Mehrzahl
der Kombinationen kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen zeigte,
fassten wir die Gruppen la, 1b, 2a und 2b fiir diese nicht signifikanten Kombinationen
zu einer gemeinsamen Gruppe zusammen. Im Folgenden sind die Ergebnisse fiir diese
gemeinsame Gruppe dargestellt. Fiir die Mehrzahl der Kombinationen galt dabei, dass
die CD8+ T-Zellantworten im longitudinalen Verlauf tendenziell abnahmen. Allerdings
war diese Abnahme der CD8+ T-Zellantworten fiir keine Funktion bzw.
Funktionskombination signifikant. Fiir jede Kombination gab es Patienten, die im
Verlauf mit ihren CD8+ T-Zellantworten zunahmen oder abnahmen, meist gab es
jedoch mehr Patienten, deren CD8+ T-Zellantworten sanken. Beispielhaft ist hier die
Doppelfunktion IFN-y/ IL-2 Gag dargestellt (Abb. 28).
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Abbildung 28: Doppelexpression IFN-y/ IL-2 Gag im longitudinalen Verlauf. Die meisten Patienten
sanken im longitudinalen Verlauf mit ihren CD8-Antworten ab, allerdings nicht alle Patienten. Es zeigte
sich keine Signifikanz fiir die Abnahme der Antworten (p=0.09).

Insgesamt zeigte sich also bei der Mehrzahl der Funktionskombinationen kein
signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Patientengruppen, allerdings sind

die zahlreichen Ausnahmen zu beachten.
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4 DISKUSSION

4.1 Patienten

Nur sehr wenige HIV-infizierte Menschen sind in der Lage, die Infektion {iber eine
lange Zeit zu kontrollieren, wodurch ein Fortschreiten ins Stadium AIDS verhindert
wird. Diese sogenannten Longterm-Nonprogressor (LTNP) zeichnen sich durch eine
stabile CD4-Zellzahl bei niedriger Viruslast aus [126, 127]. Die Gesamtheit der
Mechanismen, die hinter der Kontrolle der HIV-Infektion stecken, ist bis heute nicht
vollstindig geklért. Bei den Affen sind andererseits schon seit Lingerem sogenannte
natiirliche Wirte der SIV-Infektion bekannt, die trotz jahrelanger Infektion mit dem
Affenvirus SIV nicht ins Stadium AIDS fortschreiten [115]. Zwischen den natiirlichen
Wirten der SIV-Infektion und den LTNP der HIV-Infektion existiert jedoch ein
fundamentaler Unterschied: Natural hosts weisen sehr hohe Viruslasten bei normaler
CD4-Zellzahl auf [116, 117, 121], anders als ein Teil der LTNP sind sie also nicht in
der Lage, die SI-Viruslast niedrig zu halten- so wie die meisten Menschen nicht in der
Lage sind, die HI-Viruslast zu kontrollieren. Es muss also Mechanismen geben, die,
trotz einer ineffizienten Abtotung des Virus, vor dem Fortschreiten der Infektion ins
Stadium AIDS schiitzen. Diese Mechanismen werden bei Affen intensiv erforscht, sie
sind allerdings nur zum Teil verstanden. Nur unzureichend bekannt ist bis heute, ob
solche Mechanismen auch beim Menschen existieren, ob es also natiirliche Wirte der
HIV-Infektion gibt, die trotz hoher Viruslasten ihre CD4-Zellzahl stabil halten konnen.
Diese Erkenntnisse kdnnten aber entscheidend sein, um der langfristigen Kontrolle der
HIV-Infektion ein Stiick ndher zu kommen.

Bisher existieren nur einige wenige Studien, die sich mit Patienten beschéftigt haben,
die Charakteristika der Natural hosts, also eine hohe CD4-Zellzahl trotz hoher Viruslast,
aufweisen [141, 142]. Unter anderem konnten Choudhary et al. zeigen, dass Patienten
mit hoher Viruslast und hoher CD4-Zellzahl iiber Jahre hinweg eine vergleichsweise
geringe Immunaktivierung aufweisen, gemessen iiber die Hohe der CD38-Expression
der CD4+ und der CD8+ T-Zellen [141]. Allerdings wurden in dieser Studie lediglich
drei Patienten mit Charakteristika der natiirlichen Wirte untersucht und in den beiden

Kontrollgruppen fanden sich jeweils nur vier Patienten. Eine statistische Aussage war
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damit nicht moglich. Eine weitere Studie beschiftigte sich ebenfalls mit moglichen
natiirlichen Wirten der HIV-Infektion. So konnten Rotger et al. unter anderem ebenfalls
zeigen, dass Patienten mit hoher Viruslast und hoher CD4-Zellzahl eine geringere
Immunaktivierung aufwiesen als Patienten, die rasch mit der Infektion fortschritten
[142]. Allerdings befanden sich auch in dieser Studie nur eine geringe Patientenanzahl
von sechs Patienten und auBerdem keine longitudinalen Untersuchungen. Eine
systematische Analyse der Immunaktivierung, der Immunerschopfung, sowie
insbesondere der Anzahl, Stirke und Qualitdt der CD8+ Immunantwort moglicher

natiirlicher Wirte der HIV-Infektion fehlte bis zur Durchfiihrung unserer Studie.

Vor einigen Jahren war uns in unserer Ambulanz ein Patient aufgefallen, Patient CO 58,
der trotz jahrzehntelanger HIV-Infektion und nur einer kurzen Therapiephase vor iiber
20 Jahren hohe Viruslasten aufwies, aber mit seiner CD4-Zellzahl stabil blieb (vgl.
Tabelle 3). Ausgehend von diesem Patienten definierten wir vier verschiedene
Patientengruppen, die sich durch den Verlauf ihrer Viruslasten und CD4-Zellzahlen
iber mindestens vier Jahre unterschieden. Wir wiahlten den Parameter Viruslast, da er
stark mit dem Fortschreiten der HIV-Infektion korreliert: je hoher die Viruslast, desto
rascher der Krankheitsfortschritt [134, 136-139]. Damit ist der sogenannte ,,virale Set-
Point“, die Hohe der Viruslast am Ende der akuten Phase der Infektion, ein starker
Pradiktor fiir den weiteren Krankheitsverlauf [138]. Fiir die Gruppe la war es
definitionsgemiB am schwierigsten, Patienten zu finden, da sie bei steigender Viruslast
und abfallender CD4-Zellzahl meist schnell mit einer antiretroviralen Therapie
beginnen und deswegen nicht liber 4 Jahre ohne Therapie verfolgt werden konnen (wie
es unsere Definition verlangte). Zwei der drei Patienten in Gruppe la wiesen einen
CD4-Verlust nahe der Definitionsgrenze von 60 Zellen pro Jahr auf. Eine eindeutige
Aussage iiber die Ergebnisse der Gruppe la kann also, auch aufgrund der geringen
Patientenzahl, nicht immer getroffen werden. In die restlichen Gruppen konnten mehr
Patienten eingeschlossen werden.

Natiirliche Wirte der SIV-Infektion zeichnen sich durch hohe und stabile CD4-
Zellzahlen [121], sowie durch eine stabile Viruslast im Verlauf aus [143, 144], ganz im
Gegensatz zu jenen Patienten, die mit der Infektion fortschreiten und durch einen
starken Anstieg der Viruslast im Verlauf gekennzeichnet sind [145].

Zunichst betrachteten wir die Viruslasten der einzelnen Patienten, da diese sich zum
Teil deutlich voneinander unterschieden. So wies beispielsweise der Patient PR 32 aus

Gruppe 1b mit 312.816 Kopien pro ml Blut die hochste Viruslast auf und unterschied



4 Diskussion 61

sich damit deutlich von Patient CO 28, ebenfalls aus Gruppe 1b, der mit 6.207 Kopien
pro ml Blut die niedrigste Viruslast aufwies. Auch innerhalb einer Gruppe schwankten
die Viruslasten also zum Teil stark. Entscheidendes Kritertum war filir uns allerdings,
dass sich die Viruslasten der CD4-Loser und -Nonloser nicht signifikant voneinander

unterschieden, was auch der Fall war (vgl. Abb. 8).

Letztlich ist es jedoch fraglich, ob die von uns untersuchten CD4-Nonloser tatsdchlich
natiirliche Wirte der HIV-Infektion sind. Am wahrscheinlichsten trifft dies auf Patient
CO 58 aus der Gruppe der CD4-Nonloser zu, der eine geringe Immunaktivierung und
gleichzeitig eine geringe Immunerschopfung aufwies und seine CD4-Zellzahl tiber viele
Jahre stabil hielt. Allerdings zeigte Patient CO 58 nur einen CD4-Verlust von 14 Zellen
pro Jahr, also deutlich geringer als unsere Definitionsgrenze. Wir wollten uns jedoch
mit unserer Definitionsgrenze an den durchschnittlichen CD4-Verlust der MACS-
Kohorte, und damit etablierten Werten, halten. Aullerdem konnte neben Patient CO 58
auch der Patient CO 08 ein natiirlicher Wirt der HIV-Infektion sein, da er ebenfalls eine
geringe Immunaktivierung und eine geringe Immunerschépfung aufwies. CO 08 zeigte
einen hoéheren CD4-Verlust von 44 Zellen pro Jahr, also deutlich ndher an der
Definitionsgrenze. Insgesamt ist es &duBlerst schwierig, natiirliche Wirte der HIV-
Infektion zu identifizieren. In der Zusammenschau unserer Beobachtungen mit denen
aus der Literatur [141, 142] gehen wir jedoch davon aus, dass es natiirliche Wirte der
HIV-Infektion gibt. Da es sich jedoch bei den meisten Patienten unserer Studie eher
nicht um natiirliche Wirte der HIV-Infektion handelt, bezeichnen wir sie im Verlauf

immer mit CD4-Nonloser.

Die vorliegende Studie ist der erste Versuch einer systematischen Analyse der
Expression der Oberflichenmolekiile CD38, PD-1 und CD44 auf CD4+ und CD8&+
Zellen, sowie der Anzahl, Stirke und Qualitit der CD8-Antworten bei einer grofleren
Anzahl Patienten, die trotz hoher Viruslasten tiber viele Jahre mit ihrer CD4-Zellzahl
konstant bleiben. Die Ergebnisse der einzelnen Parameter werden nun im Folgenden

diskutiert.

4.2 Die CD38-Expression als Zeichen der Immunaktivierung

Die chronische, systemische Immunaktivierung ist eines der Hauptcharakteristika der

fortschreitenden HIV-Infektion [146]. Interessanterweise entdeckte man, dass Natural
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hosts der SIV-Infektion in der chronischen Phase der Infektion eine bedeutend geringere
Immunaktivierung und einen geringeren Ubertritt mikrobieller Produkte in das
Blutsystem zeigen als SIV-infizierte Rhesusaffen oder HIV-infizierte Menschen [80,
121, 122]. Die fehlende chronische Immunaktivierung wird deshalb als einer der
Hauptgriinde fiir die gute Kontrolle der SIV-Infektion bei Natural hosts angesehen
[147].

Ein Zeichen der chronischen Immunaktivierung ist die Expression des Glykoproteins
CD38 auf der Oberfliche CD8+ T-Zellen [83]. In einigen Studien konnte gezeigt
werden, dass sowohl die Hohe der Viruslast, als auch die Hohe der CD38-Expression
mit dem Voranschreiten der Erkrankung korrelieren [85-90, 138, 148]. Je hoher die
Viruslast, desto hoher also die CD38-Expression und umgekehrt. Diese Beobachtung
konnte von uns teilweise bestdtigt werden: in den Gruppen 1a und 1b, also den Gruppen
mit den hoheren Viruslasten, zeigte sich eine hohere CD38-Expression als in den
Gruppen 2a und 2b und in der Gruppe mit steigender Viruslast korrelierte die Hohe der
CD38-Expression signifikant mit der Hohe der Viruslast. Von den natiirlichen Wirten
der SIV-Infektion ist bekannt, dass sie bei #dhnlich hoher Viruslast eine weitaus
geringere Immunaktivierung aufweisen als SIV-infizierte Rhesusaffen [121, 122]. Eine
dhnliche Beobachtung machten wir fiir die Gruppe mit stabiler Viruslast, denn hier war
die positive Korrelation zwischen Viruslast und CD38-Expression aufgehoben.
Interessanterweise sagt also auch beim Menschen die Hohe der Viruslast nicht immer
die Hohe der Immunaktivierung voraus. Bemerkenswert waren diese Erkenntnisse
insbesondere vor dem Hintergrund unserer Gruppeneinteilung: nur in der Gruppe mit
stabiler Viruslast, eines der Kennzeichen der natiirlichen Wirte der SIV-Infektion, war
die Korrelation zwischen Viruslast und Immunaktivierung aufgehoben, in der Gruppe
mit steigender Viruslast jedoch nicht. Dies deutet darauf hin, dass auch bei bestimmten
therapie-naiven Menschen eine Entkopplung von Immunaktivierung und Viruslast
vorhanden ist, wie auch bei den natiirlichen Wirten der SIV-Infektion. Zusétzlich
stellten wir fest, dass die Gruppe mit stabiler Viruslast bei den HIV-spezifischen Zellen
eine signifikant geringere Immunaktivierung als die Gruppe mit steigender Viruslast
zeigte. Dies stimmte mit der Beobachtung von Choudhary et al. iiberein, die bei den drei
untersuchten Patienten mit stabilen CD4-Zellzahlen und hohen, aber stabilen
Viruslasten eine signifikant geringere CD38-Expression als bei jenen Patienten mit

steigenden Viruslasten und fallenden CD4-Zellzahlen zeigen konnten [141].
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Bei unseren longitudinalen Untersuchungen ergab sich fiir die Gesamtheit der CD8+ T-
Zellen eine weitere interessante Beobachtung: in Gruppe 2b, der Gruppe mit stabiler
Viruslast und stabiler CD4-Zellzahl, beides Charakteristika der natiirlichen Wirte der
SIV-Infektion, zeigte sich eine signifikante Abnahme der CD38-Expression im Verlauf.
Dies ist ein starker Hinweis darauf, dass eine geringe CD38-Expression eine
entscheidende Rolle in der Kontrolle der Infektion spielt.

Allerdings zeigte sich beim direkten Vergleich der beiden Gruppen CD4-Loser und
CD4-Nonloser kein signifikanter Unterschied in der CD38-Expression zwischen den
beiden Gruppen. Es zeichnete sich aber ein Trend dahingehend ab, dass CD4-Nonloser
geringere CD38-Expressionen aufweisen als CD4-Loser. Mdgliche Griinde fiir die
mangelnde Signifikanz konnten zum einen eine zu geringe Patientenzahl sein, um einen
signifikanten Unterschied feststellen zu konnen. Ein weiterer Grund konnte sein, dass
die CD38-Expression als Zeichen der Immunaktivierung vielleicht doch keine Rolle fiir
den guten Verlauf in unseren Gruppen spielt. Dagegen sprechen oben genannte
Ausfithrungen und die Tatsache, dass es durchaus Patienten gab, wie zum Beispiel die
Patienten CO 08 und CO 58 der Gruppe der CD4-Nonloser, die trotz hoher Viruslasten
nur einen geringen CD4-Verlust und gleichzeitig eine geringe CD38-Expression
aufwiesen. Viel wahrscheinlicher ist deshalb ein dritter Grund fiir die fehlende
Signifikanz: wie auch bei LTNP der HIV-Infektion ist es bei Patienten mit hohen
Viruslasten und stabilen CD4-Zellzahlen moglich, dass die Gruppe heterogen ist [149,
150]. Es konnte sein, dass eine geringe CD38-Expression bei lediglich einem Teil der
Patienten fiir die gute Kontrolle der Infektion verantwortlich ist. Bei den restlichen
Patienten der Gruppe konnten andere, noch zu untersuchende Parameter eine Rolle
spielen. Fiir die Zukunft ist es also wichtig, die Patientengruppen zu vergréf3ern und
zusétzliche Marker der Immunaktivierung zu identifizieren, die ebenfalls ein Grund fiir

die gute Kontrolle der Infektion sein konnten.

4.3 Die PD-1-Expression als Zeichen der Immunerschopfung

Die chronische Immunaktivierung fiihrt langfristig zu einer Erschopfung des
Immunsystems und zu einem Verlust der Effektorfunktionen der CD4+ und der CD8+
T-Zellen [95]. Der wichtigste inhibitorische Marker, der mit dem Fortschreiten der
Infektion auf der Oberfliche CD4+ und CDS8+ T-Zellen hochreguliert wird und
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wichtige Funktionen der Zellen hemmt, ist das Oberflachenmolekiil PD-1 [96, 98-101].
In zahlreichen Studien konnte gezeigt werden, dass die Hohe der PD-1-Expression mit
der Hohe der Viruslast korreliert [98, 99, 151, 152]. Andererseits konnte die positive
Korrelation zwischen PD-1 und Viruslast nicht von allen Arbeitsgruppen bestdtigt
werden, jedoch zeigte sich hier ein Trend hin zu einer positiven Korrelation zwischen
Hohe der Viruslast und Hohe der PD-1-Expression [100, 153]. Ahnliche
Beobachtungen konnten auch wir bei unseren Untersuchungen machen. So korrelierte
die PD-1-Expression in der Gruppe mit steigender Viruslast signifikant mit der Hohe
der Viruslast, in der Gruppe mit stabiler Viruslast war diese Korrelation jedoch
aufgehoben. Interessant ist dabei, dass wir die gleichen Beobachtungen bereits bei
unseren Korrelationsuntersuchungen mit CD38 und Viruslast machen konnten, auch bei
CD38 korrelierte die CD38-Expression nur in der Gruppe mit steigender Viruslast
signifikant mit der Viruslast, in der Gruppe mit gleichbleibender Viruslast war diese
Korrelation ebenfalls aufgehoben. Zusitzlichen legen unsere Beobachtungen also einen
Zusammenhang zwischen der CD38- und der PD-1-Expression nahe, der auch schon
von unserer wie auch von einigen anderen Arbeitsgruppen gezeigt werden konnte [105,
154, 155]. Eine geringe PD-1-Expression konnte also letztlich ebenso wie eine geringe
CD38-Expression in der chronischen Phase der Infektion zu einer stabilen Viruslast und
zu einer Kontrolle der Infektion beitragen.

Bei der Betrachtung der einzelnen Gruppen zeigte sich bei unseren Untersuchungen,
dass die HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen eine teilweise signifikant hohere PD-1-
Expression aufwiesen als die Gesamtheit der CD8+ T-Zellen. Diese Beobachtung steht
im Einklang mit Untersuchungen von Salisch et al. und Pettersen et al., die zeigen
konnten, dass HIV-spezifische CD8+ T-Zellen signifikant hohere PD-1-Expressionen
aufwiesen als die Gesamtheit der CD8+ T-Zellen [152, 156]. Zusétzlich verglichen
Salisch et al. den Prozentsatz der PD-1+, HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen zwischen
LTNP und solchen Patienten, die rasch mit der Infektion fortschritten. Dabei stellten sie
fest, dass fiir den Prozentsatz an PD-1+ Zellen bei LTNP und Patienten, die rasch mit
der Infektion fortschritten, nur ein Trend beziiglich des Unterschieds bestand [152]. Ein
Vergleich der PD-1-Expression der Gesamtheit der CD8+ T-Zellen zwischen den
beiden Gruppen wurde nicht durchgefiihrt. Ahnliche Beobachtungen wie Salisch et al.
konnten wir beim Vergleich der PD-1-Expression der beiden Gruppen mit stabiler bzw.
ansteigender Viruslast machen. Bei den HIV-spezifischen CD8+ Zellen zeigte sich kein

signifikanter Unterschied zwischen der PD-1-Expression der beiden Gruppen mit
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stabiler und steigender Viruslast, jedoch zeigte sich bei unseren Untersuchungen auch
kein Trend. Interessant ist jedoch, dass die Gruppe 1a der Gruppe der CD4-Loser fiir die
PD-1-Expression der HIV-spezifischen Zellen den hochsten Median und damit héhere
PD-1-Werte als die Gruppe der CD4-Nonloser aufwies. Fiir die Gesamtheit der CD8+
T-Zellen zeigte sich bei der Gruppe mit stabiler Viruslast eine tendenziell signifikant
geringere PD-1-Expression als bei der Gruppe mit steigender Viruslast. Einerseits kann
man also bestitigen, dass eine hohe PD-1-Expression in der chronischen Phase der
Infektion mit einer mangelnden Kontrolle der Infektion und einem Anstieg der Viruslast
assoziiert ist. Andererseits kann PD-1 nicht der einzige dafiir verantwortliche Marker
sein. Eine weitere Beobachtung, die fiir diese Vermutung spricht, ist die starke Streuung
der PD-1-Expression auch innerhalb der einzelnen Patientengruppen, die auch Salisch et
al. bei ihren Patienten beobachten konnten [152]. Nicht alle Patienten mit raschem
Krankheitsfortschritt zeigten eine hohe PD-1-Expression. So gab es Patienten wie zum
Beispiel den Patienten PR 62 aus Gruppe la, der trotz sehr hoher Viruslast und einem
starken Viruslast-Anstieg nur eine vergleichsweise geringe PD-1-Expression aufwies.
Zusitzlich zeigte sich bei unseren Untersuchungen beim Vergleich der Hohe der PD-1-
Expression der beiden Gruppen CD4-Loser und CD4-Nonloser kein signifikanter
Unterschied, obwohl es wieder einige Patienten gab, wie zum Beispiel die Patienten CO
08 und CO 58 der Gruppe der CD4-Nonloser, die trotz hoher Viruslasten nur einen
geringen CD4-Verlust und gleichzeitig eine geringe CD38-Expression und eine geringe
PD-1-Expression aufwiesen. Nur bei einem Teil der Patienten war also eine geringe PD-
1-Expression mit einer stabilen Viruslast assoziiert, nicht jedoch bei allen Patienten.
Uber die PD-1-Expression in der chronischen Phase der SIV-Infektion bei Natural hosts
ist nur sehr wenig bekannt. Zahn et al. konnten zeigen, dass zwischen den Natural hosts
der SIV-Infektion und SIV-infizierten Rhesusaffen kein signifikanter Unterschied in der
Hohe der PD-1-Expression der CD8+ T-Zellen bestand, beide Affenarten wiesen in der
chronischen Phase der SIV-Infektion dhnlich hohe PD-1-Expressionen auf [157].
Allerdings galt dies nur fiir die Gesamtheit der CD8+ T-Gedachtniszellen, beim
Vergleich der PD-1-Expression der beiden Untergruppen der Gedéchtniszellen,
Effektor- und zentrale Gedéchtniszellen, zeigte sich, dass Natural hosts eine signifikant
geringere PD-1-Expression der zentralen Gedéchtniszellen aufwiesen als Rhesusaffen,
bei den Effektor-Gedichtniszellen zeigte sich kein Unterschied [157]. Es konnte also
sein, dass wir bei unseren Untersuchungen keinen signifikanten Unterschied feststellen

konnten, da wir die Gesamtheit der CD8+ T-Zellen bzw. die HIV-spezifischen CD8+ T-
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Zellen betrachteten, nicht jedoch die einzelnen Untergruppen der Gedéchtniszellen.
Interessant wére es also fiir die Zukunft, die PD-1-Expression auf den einzelnen

Untergruppen der CD8+ T-Gedéchtniszellen zu untersuchen.

Wie oben bereits erwihnt, wird PD-1 mit dem Fortschreiten der Infektion nicht nur auf
der Oberfliche der CD8+ T-Zellen, sondern auch auf der Oberfliche der CD4+ T-
Zellen hoch reguliert [158, 159]. Allerdings existieren weit weniger Studien iiber die
Expression von PD-1 auf den CD4+ T-Zellen als auf den CD8+ T-Zellen.

Die CD4+ T-Zellen sind an der Abwehr der HIV-Infektion beteiligt [69, 70, 160-163].
Eine hohe PD-1-Expression auf der Oberfliche der CD4+ T-Zellen fiihrt, ebenso wie
eine hohe PD-1-Expression auf den CD8+ T-Zellen, zu einem Verlust der T-
Zellfunktionen und zum Fortschreiten der Infektion. So konnte gezeigt werden, dass
LTNP eine geringere PD-1-Expression auf den CD4+ T-Zellen zeigen als jene
Patienten, die rasch mit der Infektion fortschreiten [128, 159]. Zusétzlich kann durch
eine Blockade von PD-1 die Proliferation der CD4+ T-Zellen gesteigert und die CD4+
T-Zellfunktion verbessert werden [98, 158, 159, 164]. Eine hohe PD-1-Expression auf
den CD4+ T-Zellen ist also neben einer hohen PD-1-Expression auf den CD8+ T-Zellen
ein Zeichen fiir die Erschopfung der T-Zellantwort.

Sachdeva et al. konnten zeigen, dass die PD-1-Expression auf den CD8+ T-Zellen hoher
ist als auf den CD4+ T-Zellen [155]. Dies stimmt mit unseren Beobachtungen tiberein.
In mehreren Studien konnte auBerdem gezeigt werden, dass die Hohe der PD-1-
Expression der CD4+ T-Zellen mit der Hohe der Viruslast korreliert [98, 152, 158]. Bei
unseren Untersuchungen konnten wir jedoch keine signifikanten Korrelationen
zwischen der Hohe der PD-1-Expression und der Hohe der Viruslast feststellen, weder
in der Gruppe mit stabiler, noch mit steigender Viruslast. Entsprechende
Beobachtungen machten bereits Sachdeva et al. [155]. Ein Grund fiir die mangelnde
Signifikanz bei unseren Untersuchungen konnte sein, dass wir uns nicht auf die HIV-
spezifischen CD4+ T-Zellen, sondern auf die Gesamtheit der CD4+ T-Zellen
konzentrierten. Die Mehrzahl der Studien {iber den Zusammenhang von PD-1 und
Viruslast untersuchte die Hohe der PD-1-Expression auf der Oberfliche der HIV-
spezifischen CD4+ T-Zellen [98, 152, 158]. Bei unseren Untersuchungen fiel die IFN-y-
Produktion der CD4+ T-Zellen jedoch sehr gering aus, so dass eine HIV-spezifische
CD4+ T-Zell-Population nicht definiert werden konnte.
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Uber die Hohe der PD-1-Expression der CD4+ T-Zellen bei natiirlichen Wirten der
SIV-Infektion existieren bisher keinerlei Daten. Bekannt ist allerdings, dass das Net-
Protein der Natural hosts die Eigenschaft hat, den CD3-Rezeptor auf der Oberfliche der
CD4+ T-Zellen herunter zu regulieren [165, 166]. CD3 ist eine Schliisselkomponente
des T-Zell-Rezeptors und die verminderte CD3-Expression fiihrt bei den natiirlichen
Wirten der SIV-Infektion gleichzeitig zu einer signifikant geringeren PD-1-Expression
auf den CD4+ T-Zellen und dadurch zu einer verminderten T-Zell-Apoptose [165, 166].
Dies ist ein Hinweis darauf, dass eine verminderte PD-1-Expression auch bei den
natiirlichen Wirten der SIV-Infektion zur guten Kontrolle der Infektion beitragen
konnte. Das Nef-Protein der HIV-infizierten Menschen bzw. SIV-infizierten
Rhesusaffen hat die Féahigkeit der Herabregulation des CD3-Rezeptors verloren, was
eventuell einen entscheidenden Unterschied darstellt [165]. Beim Vergleich der PD-1-
Expression auf der Gesamtheit der CD4+ T-Zellen zwischen den Gruppen mit
steigender und stabiler Viruslast, sowie zwischen den Gruppen CD4-Loser und CD4-
Nonloser konnten wir jedoch keine Unterschiede feststellen.

Zusammengefasst gibt es viele Hinweise darauf, dass eine geringe PD-1-Expression in
der Kontrolle der HIV-Infektion eine wichtige Rolle spielt. Fiir unsere Gruppen fanden
wir jedoch keine eindeutigen Hinweise dafiir, dass Unterschiede in der PD-1-Expression

auf den CD8+ oder CD4+ T-Zellen Ursache fur den unterschiedlichen Verlauf sind.

4.4 Der Aktivierungsmarker CD44

Naive CD4+ und CD8+ T-Zellen werden durch den Kontakt mit einem Antigen
aktiviert. Daraufhin wandeln sich die naiven T-Zellen einerseits in kurzlebige
Effektorzellen, andererseits in langlebige Gedédchtniszellen um. Einer der Marker, der
nach dem ersten Antigenkontakt auf der Oberfliche der CD4+ und CD8+ T-Zellen
hochreguliert wird und an deren Aktivierung beteiligt ist, ist das Glykoprotein CD44
[106, 109, 110]. CD44 ist dabei essenziell in der Entwicklung und Aufrechterhaltung
der Effektor- und Gedéchtniszellen [111].

Es existieren bisher keinerlei Studien tiber die Rolle von CD44 in der chronischen SIV-
bzw. HIV-Infektion. Da CD44 jedoch eine entscheidende Rolle in der Stimulierung der
T-Zell-Immunantwort einnimmt [167], konnte eine hohe CD44-Expression

moglicherweise zu einer besseren Kontrolle der Infektion beitragen. So konnten
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Graham et al. zeigen, dass bei CD44-defizienten Méusen im Vergleich zu nicht CD44-
defizienten Mausen die virus-spezifische CD8+ T-Zell-Expansion vermindert ist [168].
Zuséatzlich konnten Blass et al. zeigen, dass eine Antikorperblockade von CD44 in
Toxoplasma gondii-infizierten Méusen zu einer mangelnden IFN-y-Produktion durch
CDA4+ T-Zellen fiihrt [169].

Bei unseren Untersuchungen stellten wir fest, dass die CD44-Expression in allen
Patientengruppen sowohl bei den CD4+, als auch bei den CD8+ T-Zellen insgesamt
sehr hoch war. Dies ist ein Zeichen fiir einen bereits stattgefundenen Antigenkontakt
durch die Mehrzahl der T-Zellen. Dabei muss beachtet werden, dass wir die CD44-
Expression im peripheren Blut untersuchten, nicht jedoch in den lymphatischen
Organen wie dem Thymus, den Lymphknoten oder der Milz. CD8+ T-Zellen reifen im
Thymus aus und werden anschlieBend in den sekundiren lymphatischen Organen wie
den Lymphknoten oder der Milz durch den Kontakt mit einem Antigen aktiviert. Die
Aktivierung HIV-spezifischer CD8+ T-Zellen und die Umwandlung von naiver T-Zelle
in Effektor- oder Gedéchtniszelle erfolgt also nicht im Blut, sondern in den sekundéren
lymphatischen Organen. Eine Untersuchung der Hohe der CD44-Expression auf der
Oberfliche CD8+ T-Zellen in den lymphatischen Organen konnte deshalb weit
geringere CD44-Werte ergeben.

Bei der Untersuchung der CD8+ T-Zellen fiel uns auf, dass die Gesamtheit der CD8+
T-Zellen hohere CD44-Werte aufwies als die HIV-spezifischen CD8+ T-Zellen. CD44
wird also vermutlich, anders als die beiden Marker CD38 und PD-1, nicht bevorzugt auf
HIV-spezifischen T-Zellen im Vergleich zu nicht-HIV-spezifischen T-Zellen
hochreguliert. Die CD44-Expression korrelierte bei unseren Untersuchungen nicht mit
der Viruslast. Zusitzlich konnten wir keine Unterschiede in der CD44-Expression
zwischen den einzelnen Gruppen feststellen. Bei der Untersuchung der
Doppelexpression von PD-1 und CD44 stellten wir sowohl bei den CD4+ T-Zellen, als
auch bei den CD8+ T-Zellen fest, dass sich die Doppelexpression entsprechend der
Einzelexpression von PD-1 verhielt, die Hohe der Doppelexpression wurde also
hauptsichlich durch die Hohe der PD-1-Expression bestimmt. Eine eindeutige Aussage
dariiber, welche Rolle CD44 in der chronischen Phase der HIV-Infektion spielt und, ob
eine hohe CD44-Expression essenziell ist fiir die Aufrechterhaltung der
Effektorfunktionen oder vielmehr durch eine chronische T-Zell-Stimulierung zu einer
Erschopfung der T-Zell-Antworten fiihrt, kann nicht gemacht werden. Klar ist jedoch,
dass die CD44-vermittelten Signale wichtig fiir das Uberleben der T-Zellen nach
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Kontakt mit einem Antigen sind, da die Mehrzahl der von uns untersuchten Zellen hohe

CD44-Werte zeigten.

4.5 Die CD8+ Immunantworten

Die CD8+ T-Zellen besitzen die Fahigkeit, virusinfizierte Zellen direkt oder iiber
l16sliche Faktoren zu eliminieren und nehmen dadurch eine Schliisselstellung in der
Kontrolle der HIV-/ SIV-Infektion ein [39-43]. Dennoch sind die meisten Menschen
trotz anfanglich guter CD8-Antworten nicht in der Lage, die Infektion zu kontrollieren.
Mit der Zeit erschopfen die CD8+ T-Zellen, die Immunantwort wird ineffektiv und die
Erkrankung schreitet fort.

Die Rolle der CD8+ T-Zellen in der Kontrolle der Infektion bei natiirlichen Wirten der
SIV-Infektion ist bisher nicht vollstindig geklért. Einerseits konnte gezeigt werden,
dass die natiirlichen Wirte der SIV-Infektion durchaus CD8+ T-Zellantworten auf das
SI-Virus zeigen [157, 170] und in der akuten Phase der SIV-Infektion sind starke
polyfunktionelle SIV-spezifische T-Zell-Antworten fiir einen Riickgang der Viruslast
verantwortlich [171]. Andererseits fiihrt die Depletion der CD8+ T-Zellen in den
natiirlichen Wirten der SIV-Infektion nur zu einem geringen Anstieg der Viruslast und
hat, im Gegensatz zur CD8-Depletion in Rhesusaffen oder in anderen nicht-natiirlichen

Wirten der SIV-Infektion, keinerlei Effekt auf die Krankheitsprogression [172-174].

In der vorliegenden Studie untersuchten wir die Anzahl und Stirke der CD8+
Immunantworten in den unterschiedlichen Patientengruppen. Dafiir verwendeten wir
den Interferon-y-Elispot, der den Vorteil der Stimulation mit Einzelpeptiden hat im
Vergleich zur Stimulation mit einem Pool aus mehreren Peptiden bei der
Durchflusszytometrie. Durch die Stimulation mit Einzelpeptiden kann festgestellt
werden, wie viele Virusepitope vom Patienten erkannt werden und wie stark die
Antworten auf jedes einzelne Peptid sind. Auflerdem ist die Elispot-Untersuchung sehr
sensitiv und stellt auch schwache Antworten dar im Vergleich zur Durchflusszytometrie
[157, 175].

Bei den Elispot-Untersuchungen konnten wir feststellen, dass weder die Anzahl, noch
die Starke der IFN-y-Antworten mit der Viruslast korrelierten. Innerhalb der einzelnen

Gruppen variierten die Anzahl und Stdrke der Antworten zum Teil stark und beim
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Vergleich der Gruppen mit stabiler und steigender Viruslast, sowie bei den Gruppen
CD4-Loser und CD4-Nonloser konnten wir keinen signifikanten Unterschied
feststellen, ebenso wenig bei den longitudinalen Untersuchungen. Diese Beobachtungen
stimmen mit zahlreichen Studien iiberein, in denen gezeigt werden konnte, dass keine
Korrelation zwischen der Anzahl und Stirke der IFN-y-Antwort und der Viruslast
besteht [57-59, 61]. Eine niedrige Viruslast ist also nicht zwingend das Resultat einer
besonders starken IFN-y-Antwort. Zusdtzlich ist zu beachten, dass IFN-y die letzte
Funktion ist, die bei erschopften CD8+ T-Zellen verloren geht [56], deshalb ist eine
starke IFN-y-Produktion nicht immer gleichbedeutend mit einer potenten Immunantwort
[60, 67]. Gleiche Beobachtungen wie bei den HIV-infizierten Menschen wurden auch
beim Vergleich der Anzahl und Stirke der INF-y-Antworten bei natiirlichen Wirten der
SIV-Infektion und Rhesusaffen gemacht. Natiirliche Wirte der SIV-Infektion und
Rhesusaffen wiesen dhnlich starke IFN-y-Antworten auf [120, 157, 170] und weder bei
den Rhesusaffen, noch bei den natiirlichen Wirten der SIV-Infektion korrelierten die
Anzahl und Stirke der IFN-y-Antworten mit der Viruslast oder der Hohe der CD4-
Zellzahl [120, 170]. Besonders starke Antworten sind also vermutlich nicht
verantwortlich fiir die Kontrolle der SIV-Infektion.

Bemerkenswert war allerdings, dass sich bei unseren Untersuchungen eine Ausnahme
zeigte: Die Gruppe mit steigender Viruslast zeigte bei den Antworten auf Gag
signifikant mehr IFN-y-Antworten als die Gruppe mit stabiler Viruslast. Diese
Beobachtung war deshalb auffillig, da Immunantworten auf Gag als protektiver gelten
als die Immunantworten auf Nef und mit einer geringeren Viruslast und einer héheren
CD4-Zellzahl assoziiert sind [129, 176-180]. Allerdings konnten bereits Addo et al. in
thren Untersuchungen zeigen, dass zu den Patienten mit den stirksten Antworten
sowohl ein LTNP mit einer Viruslast unter 50 Kopien pro ml Blut, also auch ein Patient
mit raschem Krankheitsfortschritt und hoher Viruslast zdhlten [59]. Die signifikant
hohere Anzahl der Immunantworten auf Gag, die wir zeigen konnten, muss also nicht

gleichbedeutend sein mit einer besseren Kontrolle der Infektion.

Bis auf eine Ausnahme zeigte sich also kein Unterschied in der Quantitdt der
Immunantworten zwischen den verschiedenen Patientengruppen. Deshalb untersuchten
wir im nidchsten Schritt die Qualitit der Immunantworten mit Hilfe der
Durchflusszytometrie. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass eine Kombination mehrerer

Funktionen der CD8+ T-Zellen, die sogenannte Polyfunktionalitit, die Immunantwort
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besonders effektiv macht [62]. Mit dem Fortschreiten der Infektion geht diese
Polyfunktionalitét jedoch verloren und die Immunantwort wird ineffektiv [56].

Man wiirde also erwarten, dass jene Patienten, die nur gering mit der CD4-Zellzahl
absinken und die Infektion {iiber einen ldngeren Zeitraum kontrollieren, besonders
polyfunktionelle CD8+ Antworten aufweisen. Da IFN-y die letzte Funktion ist, die
verloren geht, wiirde man zusétzlich erwarten, dass prozentual die meisten Patienten
IFN-y-Antworten zeigen. Bemerkenswert sind deshalb unsere Ergebnisse, da in allen
Gruppen zusammengenommen prozentual die meisten Patienten nicht IFN-y-
Antworten, sondern CD107a- und IL-2-Antworten zeigten. Dies galt auch fiir die
Doppel- und Dreifachfunktionen: die meisten Patienten zeigten Antworten fiir die
Kombinationen mit CD107a und IL-2. Auffillig war auBlerdem, dass prozentual die
meisten Patienten der Gruppe la Immunantworten zeigten, also die Patienten jener
Gruppe, die rasch mit der Infektion fortschritt. Dies galt, zumindest bei Gag, sogar fiir
alle Einzel-, Doppel- und Dreifachfunktionen. Eingeschrinkt wird dieses Ergebnis
allerdings durch die Tatsache, dass sich in Gruppe la nur drei Patienten befanden. Um
eine eindeutige Aussage treffen zu konnen, miissten hier noch weitere Studien mit einer
grofleren Patientenzahl folgen.

Nicht jeder Patient zeigte fiir jede Funktionskombination Immunantworten. Dies war
jedoch bereits aus vorangegangenen Studien bekannt [181]. Beim Vergleich der
Gruppen mit stabiler und steigender Viruslast, sowie der Gruppen CD4-Loser und CD4-
Nonloser konnten wir fiir die meisten Einzelfunktionen und Funktionskombinationen
keinen signifikanten Unterschied feststellen. Die Patientengruppen unterschieden sich
also, bis auf wenige Ausnahmen, nicht in der Qualitéit ihrer Inmunantworten. Von den
LTNP ist zwar bekannt, dass sie besonders polyfunktionelle Antworten aufweisen [62,
182]. Bei den natiirlichen Wirten der SIV-Infektion konnte jedoch gezeigt werden, dass
die polyfunktionellen T-Zellantworten gegen das SI-Virus nicht hoher sind als die
polyfunktionellen T-Zellantworten von SIV-infizierten Rhesusaffen oder HIV-
infizierten Menschen [157, 170]. Eine starke polyfunktionelle Immunantwort wird also
bei den natiirlichen Wirten der SIV-Infektion nicht fiir die gute Kontrolle der Infektion
verantwortlich gemacht.

Zusétzlich konnten Zahn et al. feststellen, dass natiirliche Wirte der SIV-Infektion sogar
anndhernd signifikant geringere IFN-y+, IL-2+, und TNF-o+ Immunantworten
aufwiesen als SIV-infizierte Rhesusaffen [157]. Ahnliches zeigten wir bei den wenigen

signifikanten Ausnahmen: interessanterweise wiesen gerade jene Gruppen, die mit der
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Viruslast anstiegen oder CD4+ T-Zellen verloren, die stirkeren Immunantworten auf.
Dabei ist es moglich, dass bestimmte HIV-/ SIV-spezifische Immunantworten besser
dafiir geeignet sind, durch eine starke Immunaktivierung eine vermehrte
Immunpathologie statt einer besseren Kontrolle der Infektion zu vermitteln und so zu
einem Fortschreiten der Infektion beitragen [121].

Letztlich ist es fraglich, ob die CD8+ Immunantwort in der Kontrolle der SIV-Infektion
der Naural hosts eine Rolle spielt. Viele Wissenschaftler sind der Ansicht, dass sich die
Ko-Adaptation der natiirlichen Wirte der SIV-Infektion und des SI-Virus langsam iiber
die letzten Jahrtausende entwickelt hat [183-185]. So ist es wahrscheinlich, dass die
natlirlichen Wirte es geschafft haben, eine von den CD8+ T-Zellen weitgehend
unabhingige Kontrolle der SIV-Infektion zu erreichen und, dass andere Mechanismen
in der Kontrolle der Infektion eine Rolle spielen. Auf der anderen Seite ist es
unwahrscheinlich, dass eine potente CD8+ Immunantwort fiir die Kontrolle der HIV-
Infektion keine Rolle spielt. Umso wichtiger ist es, noch mehr {ber die
immunologischen Mechanismen zu lernen, die es den natiirlichen Wirten der SIV-
Infektion ermdglichen, die Infektion auch ohne eine potente CD8+ Immunantwort iiber

einen langen Zeitraum zu kontrollieren.

4.6 Klinische Bedeutung und Ausblick

Die natiirlichen Wirte der SIV-Infektion sind bereits seit vielen Jahren bekannt. Unklar
war jedoch bisher, ob es auch natiirliche Wirte der HIV-Infektion gibt, also Patienten,
die in der Lage sind, die HIV-Infektion trotz hoher Viruslasten liber einen langen
Zeitraum zu kontrollieren. Ziel der vorliegenden Studie war es, solche Patienten zu
finden und die immunologischen Mechanismen zu identifizieren, die fiir die gute
Kontrolle der Infektion trotz hoher Viruslasten verantwortlich sind. Wir sind der
Meinung, dass es durchaus Patienten mit Merkmalen der natiirlichen Wirte gibt.
Allerdings sind diese Patienten sicherlich sehr selten. Um Vergleichsuntersuchungen
durchzufiihren, mussten die Patientengruppen ausreichend grof3 sein. Dadurch waren die
Patientengruppen heterogen und es existieren vermutlich unterschiedliche Griinde fiir
eine Kontrolle der HIV-Infektion. Fiir weitere Studien wire es wiinschenswert, die
Patientengruppen noch weiter zu vergrofBern. Des Weiteren ist es fiir die Zukunft

wichtig, zusétzliche Marker zu untersuchen, die Ursache fiir die Kontrolle der Infektion
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sein konnen. Mit der vorliegenden Studie konnten wichtige Erkenntnisse iliber die
immunologischen Charakteristika bei einer bisher nur unzureichend untersuchten
Gruppe gewonnen werden. Sie leisten deshalb einen wichtigen Beitrag fiir die
Wissenschaft. Nun miissen weitere Untersuchungen folgen, die an die Ergebnisse der
vorliegenden Studie ankniipfen, um der Kontrolle der HIV-Infektion noch ein Stiick

naher zu kommen.
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