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1. Einleitung

1.1. Entdeckung und Klassifizierung

Das Human Immunodeficiency Virus wurde erstmalig im Jahre 1983 von Montagnier und
seinen Mitarbeitern am Pariser Institut Pasteur entdeckt. Bei dieser Entdeckung handelte es
sich um das HIV Typ 1 (HIV-1). Drei Jahre spater (1986) wurde ein zweites HI-Virus (HIV-2)
in Westafrika bei asymptomatischen Patienten beschrieben (Clavel 1986). Das HIV-2 ist
durch sein Genom ein naherer Verwandter des affenspezifischen Simian Immunodeficiency
Virus (SIV) und scheint bislang weniger aggressiv zu sein als das HIV-1. Das HI-Virus ist ein
RNA Virus aus der Gruppe der Retroviren und gehort speziell zu den Lentiviren. Die

Retroviren verfligen Uber folgende Eigenschaften:

Tabelle 1: Bestandteile des HIV

Nukleinsaure Einzelstrang RNA Plus-Strang, 2 identische

Molekile, 7-11 Kb

Kapsidtyp Ikosaeder oder konisch
VirusgroRe 80-100 nm
Hiille Ja



1.2. Molekularbiologie des HIV

HIV besteht aus zwei identischen einzelnen RNA Strangen, der Reversen Transkriptase,
Core Proteinen (p24 Kapsid Protein, p18 Matrix Protein) und wird von einer doppelten

Lipidmembran umgeben, in die Hillproteine gp 120 und gp 41 eingebettet sind.

1.3.  Ubertragungswege und Verbreitung

Eine HIV Infektion kann auf folgende vier Wege, die alle mit einer unterschiedlichen
Ubertragungswahrscheinlichkeit behaftet sind und mit unterschiedlicher regionaler Haufigkeit
in der Welt vorkommen, Gibertragen werden:

1. Sexualverkehr (vaginal, anal, oral)

2. Blut und Blutprodukte

3. Injektionsnadeln und Instrumente

4. Vertikale Ubertragung von einer HIV infizierten Mutter auf das Kind (wahrend der

Schwangerschaft, unter der Geburt oder durch die Muttermilch)

Der tiberwiegende Anteil der Kinder (>95%) wird durch eine vertikale Ubertragung des Virus
von der Mutter auf das Kind infiziert (vertikale Infektion). Die
Transmissionswahrscheinlichkeit bei der vertikalen Infektion wird im Wesentlichen von der
Viruslast der Mutter beeinflusst (Mofenson 1999; Garcia 1999). AulRer der Viruslast spielen
HLA-B Antigentypen der Mutter eine Rolle bei der vertikalen Transmission. Bei Tragerinnen
von HLA B 1302, 3501, 3503, 4402, 5001 wurde bei geringer Viruslast eine vertikale
Transmission bei ca. 48 % festgestellt (Winchester 2004). Die Ubertragung des HI Virus

kann prapartal, intrapartal oder postpartal erfolgen (Mofenson 1997; Rouzioux 1995). Die



Mehrzahl der vertikalen Transmissionen (bis zu 90%) erfolgt peri- oder intrapartal (Mofenson
1997). Das Risiko fur eine vertikale Transmission kann durch eine elektive Sectio caesarea
und eine effektive intra- und postpartale medikamentdse Transmissionsprophylaxe in den
entwickelten Landern auf <2% gesenkt werden. (The European Mode of Delivery
Collaboration 1999; The International Perinatal HIV Group 1999; Grosch-Wérner 2000). Die
Transmissionswahrscheinlichkeit bei unbehandelten Mutter-Kind-Paaren liegt in Europa bei
15-20% (Grosch-Woérner 1993). Das Risiko einer HIV Infektion durch kontaminierte Kantlen
ist sehr gering, ca. 0,3% (Henderson 1990). Schwieriger einzuschatzen ist das Risiko der
HIV Ubertragung durch Sexualverkehr. Generell liegt das Risiko fiir einen einmaligen
Sexualkontakt bei 0,1% (Gray 2001). Die unterschiedlichen Haufigkeiten der
Ubertragungswege einer HIV Infektion in Afrika und in den Industriestaaten stellen die

folgenden Abbildungen 1 und 2 (www.aids-kampagne.de) dar.

HIV Ubertragung in Afrika in % HIV Ubertragung in Europa in %

2%09%
/ ° 1 0% OO/O

1%
O Bluttransfusion
m Homosexuell 36%

0O Mutter zu Kind 0O Mutter zu Kind
O Heterosexuell

\ 0O Heterosexuell
W Drogen 1% B Drogen

87% 24%

[ Bluttransfusion

39% B Homosexuell

Abbildung 1 Abbildung 2

Die HIV-Konzentration in Tranen, Schweill und Speichel sind so niedrig, dass sie als
Ubertragungsmedium kaum in Betracht kommen. Auch eine Ubertragung durch

Insektenstiche oder durch Trépfcheninfektion wurde bisher nicht beobachtet. (Greten 2002).



1.4. Diagnostik, klinische Manifestation und Therapie

Von HIV-1 sind mehrere Subtypen bekannt, die regional in unterschiedlicher Haufigkeit
auftreten. Der Subtyp B ist starker in Europa und Nordamerika verbreitet. Die Subtypen A, C,
D und E sind fir die meisten Infektionen in Afrika und Stdostasien verantwortlich. HIV-2 tritt
vorwiegend in Westafrika auf und scheint nach den bisherigen Untersuchungen weniger
aggressiv zu sein als HIV-1. Eine HIV-Infektion lasst sich mittlerweile durch verschiedene

Untersuchungsmethoden nachweisen:

e Zum direkten Nachweis des Virus im Blut steht die PCR zur Verfigung, die bereits 1-
2 Wochen nach der Infektion reagiert.

¢ Nach durchschnittlich 6-8 Wochen kénnen beim indirekten Nachweis spezifische
Antikérper gegen HIV im Blut nachgewiesen werden. Beim Neugeborenen einer HIV
infizierten Mutter ist der HIV-Antikérpernachweis positiv, da das Neugeborene
intrauterin HIV-Antikérper von der Mutter Ubertragen bekommt, welche zum Teil erst
nach 18 Monaten beim Neugeborenen nicht mehr nachgewiesen werden kénnen

(Sison 1992; Schupbach 1994).

Die Manifestationen der HIV Infektion im Kindesalter unterscheiden sich von den
Manifestationen beim Erwachsenen. Bei den Erwachsenen zeigt sich bei der HIV
Priméarinfektion ein mononukleoseahnliches Krankheitsbild, das nach ein bis sechs Wochen
abklingt. Das typische Bild der HIV-Manifestation mit grippedhnlicher Symptomatik fehlt im
Kindesalter (Niehues 2001). Die Manifestation der konnatalen HIV Infektion kann
unterschiedliche klinische Symptome wie Frihgeburtlichkeit, Dystrophie, kraniofasziale
Dysmorphie, ZNS Schéaden (kortikale Atrophie und Verkalkung der Stammganglien mit
Ataxie), opportunistische Infekte sowie die lymphoide interstitielle Pneumonie aufweisen

(Herold2007). Bei Kindern stehen Infektionen im Vordergrund der klinischen Manifestation
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(Principi 1991). Insbesondere sind bei Sauglingen fulminante Verlaufe im Rahmen von
Primarinfektionen beobachtet worden. Dagegen ist das Erregerspektrum der sekundaren
Infektionen im Kindes- und Erwachsenenalter vergleichbar. Bei AIDS definierenden
Erkrankungen stehen opportunistische Infektionen im Vordergrund (Turner 1995). Vor der
EinfGhrung der PCP Prophylaxe und der antiretroviralen Therapie war die Pneumocystis
Jirovecii Pneumonie mit 40 % die haufigste sekundare Infektion in beiden Altersgruppen. Im
Kindesalter folgten schwere rezidivierende bakterielle Infektionen (17%), die
Kryptosporidiose (11%), die CMV Erkrankung, 6sophageale Candidiasis oder lymphozytare
interstitielle Pneumonie (jeweils 8%) und die HIV-Enzephalopathie (The European
Collaborative Study Group 1994). Im Kindesalter sind HIV assoziierte Malignome (Kaposi-
Sarkom, Non-Hodgkin Lymphome) sehr selten, wohingegen sie bei Erwachsenen mit 20%

die zweithaufigsten AIDS definierenden Erkrankungen darstellen.

Es ist sinnvoll, kurz den HIV Lebenszyklus darzustellen, um die Wirkprinzipien der
antiretroviralen Medikamente zu verstehen. In der ersten Phase des Replikationszyklus
fusioniert das HI-Virus mit der Wirtszelle Uber deren HIV-Rezeptoren (CD4) und
Korezeptoren (Chemokinrezeptoren). Genau an dieser Stelle greifen so genannte
Fusionshemmer, die seit Mai 2003 zugelassen sind, hemmend in den Replikationszyklus ein.
Die HIV-RNA wird im Zytoplasma der Wirtszelle durch das virale Enzym Reverse
Transkriptase in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Genau dieser Vorgang wird durch
Medikamente aus zwei Substanzklassen, die Nukleosidischen Reverse Transkriptase
Inhibitoren (NRTI) und die Nicht Nukleosidischen Reverse Transkriptase Inhibitoren (NNRTI)
unterbunden. Die NRTI werden nach Aufnahme in die Wirtszelle durch zelleigene Enzyme
phosphoryliert und filhren so nach Einbau in die DNA-Kette zum Kettenabbruch, wahrend die
NNRTI direkt an die HIV Reverse Transkriptase binden und dadurch die Umschreibung der

HIV-RNA in die DNA verhindern.
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In der zweiten Phase der Virusreplikation werden nach Replikation des Virusgenoms neue
Viren an der wirtseigenen Zellmembran zusammengesetzt (,Assembly“) und aus der
Zellmembran herausgestilpt (,Budding®). Um infektiése Viren zu erzeugen, ist wahrend
dieser Prozesse die proteolytische Spaltung von viralen Polyproteinen notwendig und hierfr
bendtigt HIV die virale Protease. Hierin liegt der Angriffspunkt der Protease-Inhibitoren, die in

der antiretroviralen Kombinationstherapie eingesetzt werden.

1.5. Immunrekonstitution unter kombinierter antiretroviraler Therapie

Bei HIV positiven Patienten ohne adaquate Therapie kommt es mit zunehmender
Krankheitsdauer zum Anstieg der Viruslast und zur Abnahme der CD4 T-Zellzahl. Dies
macht sich klinisch durch gehauftes Auftreten opportunistischer Infektionen bemerkbar.
Unter der antiretroviralen Kombinationstherapie wird bei den Patienten allmahlich eine
Immunrekonstitution erreicht, weshalb seit Einfiihrung dieser Therapie in Westeuropa die
Zahl opportunistischer Infektionen bei HIV positiven Patienten deutlich zurickgegangen ist
und das Uberleben verbessert worden ist (Resino 2006).

Entscheidend fir die Immunrekonstitution ist die Therapieintensitat, wobei die Dreifach-
Kombination eindeutig der Zweifach-Kombination (berlegen ist (Niehues 2001). Die
Patienten unserer Untersuchungsgruppe wurden zunachst mit einer zweifachen Kombination
behandelt, die dann im Verlauf auf eine Dreifach-Therapie umgestellt wurde. Eine
konsequente HAART, die mit einer guten Immunrekonstitution einhergeht, stellt die Basis fur

eine gute Impfantwort bei HIV positiven Kindern dar.

1.6. Impfung und HIV Infektion im Kindesalter

Es ist wichtig, HIV infizierte Kinder durch rechtzeitige Impfung vor Infektionskrankheiten, die

ggf. letal enden kdnnen, zu schiitzen. Allerdings ist es nicht so einfach, den Zeitpunkt und

-12 -



den Impfstoff auszuwahlen. Die STIKO stuft die inaktivierten Impfstoffe und die Toxoide als
unbedenklich ein und empfiehlt diese sowohl bei asymptomatischen als auch bei
symptomatischen HIV Patienten (STIKO 30/2007). Die Empfehlung der standigen
Impfkommission von Juli 2007 fur Impfung bei HIV Infektion lautet folgender Malen:
(symptomatisch heif3t klinisches Stadium A-C, wahrend asymptomatisch klinisches Stadium

N bedeutet.)

e Inaktivierte Impfstoffe/Toxoide sind sowohl bei symptomatischer als auch bei
asymptomatischer Infektion empfohlen.

e Masern Impfung wird bei asymptomatischer Infektion (klinisches Stadium N)
empfohlen, jedoch nicht bei symptomatischer Infektion. Im Falle einer
Maserninfektion bei symptomatischer Infektion (klinisches Stadium A-C) wird Gabe
von polyvalentem IgG empfohlen.

e Ebenso werden die Impfungen mit Mumps und Roételn und anderen
Lebendimpfstoffen bei symptomatischer Infektion nicht empfohlen, wahrend sie bei
der asymptomatischer Infektion empfohlen sind.

e Die Varizellen-Impfung wird bei asymptomatischer Infektion als moglich bezeichnet,
wobei sie an eine relative altersbezogene CD4 Zellanteil von 225 % gekoppelt sein
soll. Bei symptomatischer Infektion ist die Varizellen-Impfung kontraindiziert.

e Die BCG Impfung ist sowohl fir symptomatische als auch flir asymptomatische

Infektion kontraindiziert.

Es gibt wenig Langzeitdaten, wie Kinder zu impfen sind, die einmal in fortgeschrittenen

Stadien der HIV Infektion waren, aber jetzt unter HAART eine Immunrekonstitution erfahren

haben.
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2. Fragestellung, Patienten, Materialien und Methoden

2.1. Fragestellung

In dieser Dissertation werden HIV infizierte Kinder beschrieben, bei denen zunachst durch
eine effektive antiretrovirale Therapie (Zweifach-Kombination) und spéater durch eine
hochaktive antiretrovirale (Dreifach-Kombination) Therapie eine Immunrekonstitution erfolgt

ist. Hierbei interessieren uns insbesondere folgende Fragen:

o Kommt es Uberhaupt zu einer langfristigen Viruslastsuppression und wie ist die
numerische Immunrekonstitution, insbesondere in Bezug auf altersbezogene CD4
Zellzahlen?

e Wie ist die funktionelle Rekonstitution der Lymphozyten in Bezug auf ihre
Gesamtstimulierbarkeit im Lymphozytentransformationstest (LTT)?

e Wie ist die funktionelle Rekonstitution in Bezug auf das Recall-Antigen Tetanus-
Toxoid?

e Ist eine Rekonstitution des B-Zellkompartments in Bezug auf die Erkennung von
Recall-Antigenen erfolgt, das heil3t, sind auch ohne Boosterung spezifische
Antikérper nachweisbar?

e Ist bei HIV infizierten Kindern ohne nachweisbare Impf-Antikdrpertiter durch eine

Booster-Impfung eine Induktion spezifischer Antikbrper gegen Tetanus moglich?
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Abbildung 3: Untersuchungsschema
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2.2. Patienten

In dieser Dissertation flihren wir eine retrospektive Analyse in einem Gesamtkollektiv von 50
HIV positiven Kindern Uber den Zeitraum von 1995 - 2004 durch, die in der HIV Ambulanz
der Universitatskinderklinik DUsseldorf betreut wurden.
EinschluRkriterien waren:

o Vertikale HIV Infektion

e  Grundimmunisierung mit Diphtherie und Tetanus vor Therapiebeginn

e (HA)ART Therapie

Ausschlu3kriterien waren:
e Horizontale HIV Infektion
¢ Grundimmunisierung mit Diphtherie und Tetanus nach Therapiebeginn

o Keine LTT und Antikdrpermessung vor Therapiebeginn

Bei 9 Kindern waren die Einschlul3kriterien erflllt. Alle Patienten haben vor Beginn der
hochaktiven antiretroviralen Therapie (HAART) eine Grundimmunisierung gegen Tetanus

erhalten (Abb. 3).

In dem Zeitabschnitt nach der Grundimmunisierung und vor Beginn der HAART Therapie
wurden bei diesen Kindern Lymphozytentransformationstests durchgefihrt und Antikérper
gegen Tetanus bestimmt (s. Kap. 3). Die gleichen Untersuchungen wurden bei den Patienten
durchgefiihrt, nachdem sie mindestens zwei Jahre lang eine HAART Therapie erhalten

hatten (s. Abb. 3).
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Far den LTT wurde 10 ml vendses heparinisiertes Blut (ebenso 10 ml heparinisiertes Blut
von einer gesunden Kontrollperson) und zur Antikdrperbestimmung 3 ml Humanserum bei
jedem Kind entnommen. Die Patienten waren am Ende der Untersuchung im Durchschnitt

12,1 (£5,5) Jahre alt.

Die Patienten/innen erhielten im Rahmen der antiretroviralen Therapie zunachst eine
Zweifach-Kombinationstherapie, die im Verlaufe der Behandlung auf ein Dreifach-
Therapieregime (siehe nachfolgende Tabelle 2) umgestellt wurde. Die Patienten wiesen
beim Einschleusen in die Studie folgende klinische und immunologische Stadien auf:
Klinisches Stadium A = 5, Stadium B = 3, Stadium C = 1, Immunologisches Stadium 1 = 5,
Stadium 2 = 1, Stadium 3 = 3. Wahrend der Studie war eine intravenése Gabe von

Immunglobulinen nicht notwendig.
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Patienten Alter Geschlecht Infektionsmodus klinisches Immunolog. Therapiedauer Zweifach- Therapiedauer Dreifach-

Stadium Stadium mit Zweifach- Kombination mit Dreifach- Kombination
Kombination (in Kombination (in
Jahren) Jahren)
vertikal 3TC, AZT LPV/r, EFV
vertikal 3TC, AZT DA4T, DDI, NFV
vertikal 3TC, AZT DA4T, DDI, NFV
vertikal 3TC, AZT LPV/r, EFV
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2.3. Laboruntersuchungen

2.3.1. Lymphozytentransformationstest (LTT)

Fir den LTT werden ca. 10 ml vendses heparinisiertes Blut (ebenso 10 ml heparinisiertes
Blut von einer gesunden Kontrollperson) bei jedem Kind entnommen.

Die Lymphozyten werden aus heparinisiertem Vollblut von Patienten mittels
Dichtegradientenzentrifugation isoliert und in ein serumhaltiges Medium Uberflhrt. Fir die
Bestimmung der Lymphozytenfunktion werden diesen Lymphozytenkulturen Mitogene
zugesetzt, wie z. B. Phytohamagglutinin (PHA) oder poke weed mitogen (PWM), die relativ
unspezifisch T- und B-Zellen aktivieren (im Folgenden wird diese Methode auch als
Lunspezifischer oder Mitogen LTT“ bezeichnet). Zum Nachweis einer spezifischen
Sensibilisierung (im Folgenden als ,spezifischer oder Recall-Antigen LTT* bezeichnet) wird
den Lymphozytenkulturansatzen das Tetanus-Toxoid in verschiedenen Verdinnungen (z. B.
0,1; 1; 10; 100; 1000 pg/ml) zugesetzt, als interne Kontrolle wird statt des Antigens nur
Medium zugegeben (Spontanproliferation). Diese Verdinnungsreihen sind notwendig, um
das optimale Verhaltnis zwischen Lymphozytenmenge und Antigenkonzentration in der
Kultur herauszufinden, bei dem die hochste Proliferationsrate zu beobachten ist. Der Test
wird in einem Parallelansatz mit Lymphozyten gesunder Kontrollpersonen durchgefihrt.
Sowohl beim unspezifischen als auch beim spezifischen LTT werden die Zellen fir 6 Tage
bei 37 °C inkubiert und 18 Stunden vor Kulturende mit radioaktivem 3H-Thymidin markiert,
das proportional zur Proliferation der Lymphozyten in deren DNA eingebaut wird. Die
Radioaktivitat des radioaktiv markierten Thymidins wird dann als counts per minute (cpm)

gemessen. Die Radioaktivitat der mit Medium stimulierten Zellen wird von der Radioaktivitat
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der jeweils mit unterschiedlichen Mitogenen (PHA, PWM, OKT3, SAC) stimulierten

Lymphozytenkulturansatzen subtrahiert.

2.3.2. Zu den Mitogenen:
Allgemeine Charakterisierung

Phytohdmagglutinin (PHA):

Eine unter anderem aus der gewodhnlichen Bohne Phaseolus vulgaris gewonnene
Polysaccharidsubstanz, die die Trennung roter und weil3er Blutzellen beschleunigt. Nowell
(1960) entdeckte ihre Fahigkeit, in Lymphozyten eine blastische Transformation (s.
Transformation) und Zellteilungen zu induzieren.

Pokeweed Mitogen (PWM):

Es ist ein pflanzliches komplexes Molekiil (Lektin) ohne enzymatische Eigenaktivitat, das aus
der Pflanze Phytolacca americana isoliert wird. PWM stimuliert sowohl T- als auch B-
Lymphozyten.

Staphylococcal aureus Cowan-|l (SAC):

Das SAC Mitogen ist ein Zellwandprotein (Protein A) vom Staphylococcus aureus Typ
Cowan-l. Es stimuliert die B-Lymphozyten.

OKT3:

Das OKT3 ist ein monoklonaler Antikorper, der mit dem Membranmolekil CD3 der T-Zelle
reagiert und fuhrt zu einer Aktivierung der T-Zelle.

Durchfiihrung: Separation der mononuklearen Zellen per Ficoll. Einstellen der Zellzahl auf
2x1076 Zellen/ml in RPMI.

Mitogenplatte: 100 ulZellsuspension pro well. 3 Tage Inkubationszeit

Antigenplatte: 50 ul Zellsuspension pro well. 7 Tage Inkubationszeit.

Nach der Inkubationszeit erfolgt der Thymidineinbau.
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e MEDIUM
40ml RPMI* + 10ml FCS

2x fur 12 Platten

e PHA Phythamagglutinin (HW/30852701; Genzyme Virotec; 45mg)
Stammlésung (SL):

5ml NaCl + PHA stehen lassen, bis es gelost ist (= 5mg/ml)
bei —20°C einfrieren (a 500ul)
O] 10mI RPMI* + 100ul PHA SL (100ug/ml)

L@ 9ml RPMI* + 1ml von ® (10ug/ml)

Endkonzentration:  90ug/ml und 9ug/ml

e OKT3 antiCD3 (30111A Pharmingen; 0,5mg/ml = 500ug/ml)
Stammldsung (SL):

200ul OKT3 + 10ml RPMI (= 10ug/ml)

bei —20°C einfrieren (a 500ul)

@ 10ml RPMI* + 100ul OKT3 SL (100ng/ml)
@ 9ml RPMI* + 1ml von ® (10ng/ml)

Endkonzentration:  50ng/ml und 5ng/ml

¢ PWM (Pokeweed Mitogen) (Sigma; L9379; 5mg)
Stammldsung:

bei —20°C einfrieren (a 200pl)
O] 10ml RPMI* + 20ul PWM  (1:500)
@ 9ml RPMI* + 1ml von ® (1:5000)

Endkonzentration:  1ug/ml und 0,1ug/mi

¢ SAC (Staphylococcus aureus cells) (Calbiochem; #507858)
O] 10ml RPMI* + 20ul SAC (1:500)

@ 9ml RPMI" + 1ml von @ (1:5000)

Endverdinnung: 1:1000 und 1:10000
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2.3.3. Bestimmung der Tetanus-Antikorper

Fir die Antikdrperbestimmung wurde 3 ml Humanserum bei jedem Kind entnommen.
Imunozytom Tetanus ist ein Zweischritt-ELISA nach dem Sandwich-Prinzip. Vertiefungen der
ELISA-Teststreifen sind mit Tetanus-Toxoid beschichtet. Verdinnte Serum- bzw.
Plasmaproben werden in den Vertiefungen der ELISA-Teststreifen inkubiert
(Probeninkubation). Wahrend der Inkubationszeit werden spezifische Tetanus-Toxoid-
Antikérper an die Festphase gebunden. Unspezifische Probenbestandteile werden in einem
Waschschritt entfernt. Im zweiten Inkubationsschritt erfolgt die Konjugatreaktion. Das
Tetanus-Toxoid-POD-Konjugat markiert spezifisch die gebundenen Anti-Tetanus-Toxoid-

Antikorper.

In einem weiteren Waschschritt wird ungebundenes Konjugat entfernt. Im dritten
Inkubationsschritt erfolgt die Substratreaktion, wobei die Peroxidase des Konjugats das
Substrat Tetramethylbenzidin (TMB) zu einer blau gefarbten Substanz umsetzt. Durch
anschlieflende Zugabe von Schwefelsdure wird diese Reaktion gestoppt und es erfolgt ein
Farbumschlag nach gelb. Die Farbintensitat ist der Anti-Tetanus-Toxoid-Antikorper-
Konzentration der Probe direkt proportional. Bei einer Wellenlange von 450 nm wird die
Extinktion in einem ELISA-Reader gemessen. Uber eine Bezugskurve oder die
Einpunktkalibrierung wird die Anti-Tetanus-Toxoid-Antikdrper-Konzentration in der Probe

quantitativ bestimmt.
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3. Resultate

3.1. Immunrekonstitution unter HAART

Alle unsere Patienten haben unter HAART Therapie eine gute Immunrekonstitution erreicht.
Nach einer mittleren Beobachtungsdauer von 7 Jahren ist bei 6 von 9 Patienten die Viruslast
durch die (HA)ART Therapie unter die Nachweisgrenze gesunken, bei 7 von 9 < 117 Eqg/ml.
Nur zwei Patienten (LC 1744 Eq/ml und BK 15803 Eg/ml) zeigten ein unvollstandiges
Ansprechen, aber dennoch eine CD4-Zellrekonstitution bei BK von 26,9 % auf 132 % und bei

LC von 76 % auf 118 % der altersnormalen CD4 Zellzahlen.
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Tabelle 3: CD4 Zellzahlen und Viruslast vor und nach Kombinationstherapie

Patienten Vor Therapie = 24** Mo. nach
CD4-Zahl pro ul , Therapie
(ARP*in%) CD-4-Zahl
pro ul, (ARP*in%)

LC 1656 812
(76,6 %) (82,9 %)

TK 2016 644
(140 %) (65,7 %)

AR 1048 736
(75,9 %) (75,1 %)

M K 620 540
(44,9 %) (55,1 %)

B K 582 648
(26,9 %) (66,1 %)

JH 388 1023
(28,1 %) (121,8 %)

Y F 126 1122
(9,1 %) (14,5 %)

JF 2161 1680
(80,9 %) (200 %)

TE 2755 1488
(137,6 %) (154 %)

2 72*** Mo.
nach Therapie
CD-4-Zahl pro

Hl,
(ARP*in%)
812
(118,5%)
828
(141 %)
420
(71,5 %)
1323
(225 %)
780
(132,8%)
928
(158 %)
894
(152,2 %)
1360
(198,5%)
1260

(183,9%)

Viruslast vor

Therapie (Eq/ml)

425

115

71000

28000

14000

73000

2200

21000

Viruslast = 24**

Mo. nach

Therapie (Eq/ml)

<50

2720

<50

<50

5600

<50

<50

<50

112

Viruslast = 72***
Mo. nach
Therapie

(Eg/ml)

1744

117

<50

<560

15803

78

<50

<50

<50

* Altersbezogene Prozentzahl (ARP) der peripheren CD4 Zellen im Vergleich zum Blut gesunder

Kinder (Schearer et al, Journal of Allergy and Clinical Immunology Nov. 2003). ** Mittlere

Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. *** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.
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3.1.1. CD4 Zellzahl

Betrachtet man die CD4 Zellzahl als altersbezogenen Prozentsatz der CD4 Zellen (ARP), so
stellt man fest, dass 3 Jahre (mittlere Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate) nach
Therapiebeginn bei 7 von 9 Patienten/innen der ARP ansteigt (p=0,06). Auch 7 Jahre
(mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate) nach Therapiebeginn ist im Vergleich zum ARP

vor Therapie der ARP bei 7 von 9 Patienten/innen erhdht (p=0,002), (s. Tab. 3).

3.1.2. Die Viruslast

3 Jahre nach Behandlungsbeginn sinkt die Viruslast bei 8 von 9 Patienten/innen, bei 5 von
ihnen unter die Nachweisgrenze < 50 Eqg/ml. 7 Jahre (mittlere Beobachtungsdauer 84+16
Monate) nach Therapiebeginn ist die Viruslast bei 3 Patienten/innen angestiegen, bei 4
Patientinnen unter der Nachweisgrenze <50 Eqg/ml geblieben und bei einer Patientin (T E)
unter die Nachweisgrenze gesunken und bei einer weiteren Patientin (T K) von 2720 Eqg/ml

auf 117 Eg/ml gesunken (s. Tab. 3).

3.1.3. Zwischenzusammenfassung

Der Verlauf der altersbezogenen CD4 Zellzahlen und der Viruslast zeigt, dass es unter der

antiretroviralen Therapie zu einer langfristigen Viruslastsuppression und CD4

Zellrekonstitution bei der Mehrzahl der Kinder kommt.
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3.2. LTT mit den Mitogenen PHA, OKT3, PWM, SAC

Wir haben die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit den Mitogenen (PHA, OKT3, PWM,
SAC) im Lymphozytentransformationstest getestet, um die Rekonstitution der Lymphozyten

diesbezuglich zu Gberprifen.

3.2.1. LTT mit dem Mitogen PHA

Die Tabelle 4 und die Abbildung 4 stellen LTT Ergebnisse mit dem Mitogen PHA bei den 9
Patientinnen/en dar, die jeweils vor HAART-Beginn, nach = 2 Jahren HAART Therapie
(mittlere Beobachtungsdauer 36+20 Jahre) und = 6 Jahren (mittlere Beobachtungsdauer
84116 Monate) nach HAART Therapie gesammelt wurden. In der Messreihe vor HAART-
Beginn liegen die LTT Werte zwischen 7600 cpm und 188400 cpm, wobei der Mittelwert

82468+60470 cpm betragt.

Nach HAART Beginn kommt es zu einem deutlichen jedoch nicht signifikanten Anstieg des
Mittelwertes von 82468 cpm auf 10835552774 cpm (p = 0,14). Unter HAART kommt es bei
6 von 8 Kindern zu einem Anstieg der PHA Stimulierbarkeit von Lymphozyten. Im weiteren
Verlauf 2 6 Jahre nach HAART Beginn liegen die LTT Ergebnisse zwischen 7800 cpm und

98500 cpm, der Mittelwert betragt 58900+30665 cpm.
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Tabelle 4: LTT mit dem Mitogen PHA vor, = 24 und = 72 Mo. nach Beginn der

HAART (n=9)
Mittel-
Patienten B K M K AR Y F TK LC JH JF TE
werte
82468
Vorher 50300 64190 35100 n. g. 86900 7600 73660 153600 188400
+60470
108355
224*Mo. 61300 163500 87800 17400 96800 160300 104200 101800 182100
52774
272"
58900
Mo. 23700 37400 70800 89700 7800 98500 56700 63700 81800
+30665
Werte sind dargestellt in cpm (counts per minute). n. g. = nicht gemessen. *Mittlere
Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.
Abb. 4: LTT mit dem Mitogen PHA (n=9)
200000
£ 180000 -
o ——B. K.
160000 -
= —=— M K.
+ 140000 -
= 120000 - \ AR
X
« 100000 - Y.F.
c
£ 80000 - —T.K.
S 60000 - 0 o L.C.
o _
S 40000 I H
> 20000 - JE
O I I | . .

vor HAART 224 Mo.nach 272 Mo. nach
HAART HAART
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3.2.2. LTT mit dem Mitogen OKT3

Die Tabelle 5 und die Abbildung 5 stellen LTT Ergebnisse mit dem Mitogen OKT3 bei 9
Patientinnen/en dar. In der Messreihe vor HAART-Beginn liegen die LTT Werte zwischen
8500 cpm und 68800 cpm, wobei der Mittelwert 41213+26356 cpm betragt. Nach HAART-
Beginn kommt es zu einem diskreten Anstieg des Mittelwertes von 41213 cpm auf
45766131767 cpm (p = 0,55). Unter HAART kommt es bei 4 von 8 Kindern zu einem Anstieg
der OKT3 Stimulierbarkeit von Lymphozyten. Im weiteren Verlauf = 6 Jahre (mittlere
Beobachtungsdauer 84+16 Monate) nach HAART-Beginn liegen die LTT Ergebnisse

zwischen 24400 cpm und 104700 cpm, der Mittelwert betragt 60011+24241 cpm.

Interessanterweise zeigt nur die Halfte des Kollektivs eine verbesserte T-Zellstimulierbarkeit.

Auch im weiteren Verlauf nach =2 72 Monate bessert sich die Stimulierbarkeit nur bei einer

Patientin im Vergleich zu der Messung nach = 24 Monaten HAART Therapie.
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Tabelle 5: LTT mit dem Mitogen OKT3 vor, 224 und = 72 Mo. nach Beginn der

HAART (n=9)
Patienten B K M K AR
Vorher 12100 51060 21700
2 24* Mo. 33300 56200 19800
2 72*
Mo. 48700 24400 62800

Werte sind dargestellt in cpm

Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

Lymphozytenaktivitat in cpm

140000 -
120000 -
100000 -

80000 -

Y F TK
n.g. 68800
119800 41500
104700 38800

LC

8500

17500

88500

(counts per minute). n.

J H JF
58450 31600
19700 45800
56700 60700

9. =

Abb. 5 : LTT mit dem Mitogen OKT3 (n=9)

nicht gemessen.

_—r
vor HAART > 24 Mo. nach =72 Mo. nach
HAART HAART
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3.2.3. LTT mit dem Mitogen PWM

Die Tabelle 6 und die Abbildung 6 stellen LTT Ergebnisse mit dem Mitogen PWM bei 9
Patientinnen/en dar. In der Messreihe vor HAART-Beginn liegen die LTT Werte zwischen
5000 cpm und 119600 cpm, wobei der Mittelwert 29128 cpm betragt. Nach HAART Beginn
kommt es zu einem deutlichen Anstieg des Mittelwertes von 29128137134 cpm auf

48622+38658 cpm (p = 0,15).

Im weiteren Verlauf 2 72 Monate nach HAART Beginn liegen die LTT Ergebnisse zwischen
2700 cpm und 46700 cpm, der Mittelwert betragt 27455+16399 cpm. Unter HAART kommt
es zunachst zu einer Verbesserung der Lymphozytenstimulierbarkeit mit PWM bei 6 von 9
Kindern. Im weiteren Verlauf der Therapie (zwischen 2 und 6 Jahren nach HAART) nimmt

jedoch die Lymphozytenstimulierbarkeit bei 7 von 9 Kindern ab (p = 0,09).
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Tabelle 6: LTT mit dem Mitogen PWM vor, = 24 und = 72 Mo. nach

Beginn der HAART (n=9)

Mittel-
Patient B K M K AR Y F T K LC JH JF TE
werte
29128
Vorher 5000 17660 7500 n. g. 19400 21300 23170 19400 119600
+37134
48622
224*Mo. 9100 35900 18300 120900 59200 49900 18800 26100 99400
+38658
27455
> 72% 2700 7400 39800 46700 13800 45500 31700 23700 35800
+16399
Mo.
Werte sind dargestellt in cpm (counts per minute). n. g. = nicht gemessen. * Mittlere
Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.
Abb. 6 : LTT mit dem Mitogen PWM (n=9)
€ 140000 -
o —+B.K
(3] A
> 120000 -
= —a—M. K.
2= 100000 |
S A.R
> ) ]
= 80000 -
= 60000 rn
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>
g 400007 e ——L.C.
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S 20000 - X ——J.H,
= ——
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vor HAART 224 Mo. nach 272 Mo. nach TE.
HAART HAART
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3.24. LTT mit dem Mitogen SAC

Die Tabelle 7 und die Abbildung 7 stellen LTT Ergebnisse mit SAC bei 9 Patientinnen/en dar.
In der Messreihe vor HAART-Beginn liegen die LTT Werte zwischen 300 cpm und 11800
cpm, wobei der Mittelwert 3482+3851 cpm betragt. Mindestens 2 Jahre nach HAART Beginn
kommt es zu einem deutlichen Anstieg des Mittelwertes von 348213851 cpm auf 736619076
cpm (p = 0,26) Allerdings liegt dies hauptsachlich an 2 Individuen (MK, TE), die einen sehr
deutlichen Anstieg zeigen. Bei 6 von 8 Kindern kommt zu einem Anstieg der SAC
Stimulierbarkeit von Lymphozyten. Im weiteren Verlauf ca. 7,2 Jahre nach HAART-Beginn
liegen die LTT Ergebnisse zwischen 0 cpm und 20700 cpm, der Mittelwert betragt

7222+6916 cpm.
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Tabelle 7: LTT mit dem Mitogen SAC vor, = 24 und = 72 Mo. nach

Beginn der HAART (n=9)

Patient B K

Vorher 300

= 24* Mo. 1200

2 72% 400

Mo.

Werte sind dargestellt in cpm (counts per minute). n. g. = nicht gemessen. * Mittlere

Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

5400 1000

24300 2300

12400 6800

Y F TK LC
n. g. 4100 500
14500 900 2500
9700 0 3500

Abb. 7 : LTT mit dem Mitogen SAC (n=9)

vor HAART

2 24 Mo. nach
HAART
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3.2.5. Zwischenzusammenfassung

Insgesamt zeigen sich erhebliche interindividuelle Schwankungen in der Stimulierbarkeit.
Auffallend ist, dass die Stimulierbarkeit der Lymphozyten nach einer mittleren
Beobachtungsdauer von 3 Jahren nach Therapiebeginn bei allen vier Mitogenen (PHA,
OKT3, PWM, SAC) steigt. Nach einer mittleren Beobachtungsdauer von 7 Jahren nimmt die
Stimulierbarkeit fur die T-Zellmitogene PWM, PHA und das B-Zellmitogen SAC wieder ab
(fir PWM starker als fir PHA und SAC) im Vergleich zu der Messung nach 3 Jahren. Nur flr
das T-Zellmitogen OKT3 steigt die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit zunehmender
Therapiedauer. Allerdings erreicht keiner der beobachteten Unterschiede statistische

Signifikanz.

3.3.1. LTT mit Tetanus-Toxoid

Neben der Frage der Gesamtstimulierbarkeit der Lymphozyten interessiert uns die
spezifische Lymphozytenstimulierbarkeit mit Recall-Antigenen vor HAART Therapie, nach
HAART-Beginn und im weiteren Verlauf der Therapie. Dies haben wir in unserer Gruppe fir
das Impf-Antigen Tetanus-Toxoid untersucht. Die Tabelle 8 stellt die LTT Ergebnisse mit
dem spezifischen Antigen Tetanus-Toxoid bei insgesamt 7 Patientinnen/en dar. Die LTTs
wurden jeweils vor Beginn der HAART Therapie sowie mindestens 2 Jahre (mittlere
Beobachtungsdauer 36+20 Jahre) danach und im weiteren Verlauf der HAART Therapie mit

anschlielender Tetanus Boosterimpfung gemessen.

Die Ergebnisse der LTT vor Beginn der HAART Therapie liegen zwischen 0 cpm (4 mal) und

100 cpm (3 mal) mit einem Mittelwert von 43 cpm +53. Nach HAART Therapie und erfolgter
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Tetanus Boosterung findet sich eine signifikant gesteigerte Stimulierbarkeit der Lymphozyten
mit dem Tetanus-Toxoid ( p = 0,01 ), die LTT Ergebnisse liegen zwischen 300 cpm und
29900 cpm mit einem Mittelwert von 13800 cpm 10398, wahrend der Durchschnitt aus der

Messreihe vor HAART-Beginn bei 43 cpm lag.

Tabelle 8: LTT mit Tetanus-Toxoid (n=7)

Patienten LC TK AR M K B K JH JF Mittelwert
vor HAART 100 0 0 0 100 0 100 43 £53
Nach
13800
HAART+ 15100 300 22300 29900 7800 4400 16800
+10398

Boosterung*

Werte sind dargestellt in cpm (counts per minute). * Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

Um auszuschlieRen, dass die gesteigerte Stimulierbarkeit unspezifisch als Folge der
allgemeinen Rekonstitution durch HAART anzusehen ist, wurden die Daten von 3 Kindern
analysiert, bei denen vor und nach Boosterung ein LTT durchgefiihrt wurde (Tabelle 9).
Diese LTT wurden nach der HAART Therapie (mindestens 2 Jahre) jedoch vor der

Durchfiihrung der Tetanus Boosterung durchgefihrt.
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Tabelle 9: LTT mit Tetanus-Toxoid (n=3)

Patienten B K M K LC Mittelwert
vor HAART 100 0 100 67 £57
vor Boosterung* 400 8500 0 2967 +4796
nach Boosterung** 7800 29900 15100 17600 £11260

Werte sind in dargestellt in cpm (counts per minute). * Mittlere Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate.

** Mittlere Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

Bei allen 3 Patienten zeigt sich, dass eine Tetanus-Toxoid Boosterung der zellularen
Immunitat maoglich ist. Bei einem Patienten (MK) war interessanterweise auch schon vor
Boosterung eine tetanustoxoidspezifische zellulare Immunitat nur durch Immunrekonstitution

nachweisbar.

3.3.2. Induktion spezifischer Antikérper nach Boosterung

Es wurde untersucht, wie die Produktion spezifischer Antikérper eines HIV positiven Kindes
auf Impfung mit Antigenen (hier das Tetanus-Toxoid) ist. Die Tabelle 10 enthalt die Tetanus-
Antikorpertiter vor Therapiebeginn, mindestens 2 Jahre nach HAART Beginn (Ohne
Boosterung), weitere 6 Jahre spater 6 bis 8 Wochen nach einer Tetanus-Boosterimpfung.
Dabei kann man sehen, dass es 3 Jahre nach HAART-Beginn bei 5 Kindern auch ohne

Boosterung und nur durch Immunrekonstitution zu einem Anstieg von Impftitern kommt (0,25
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10,3; 0,67 +0,9; p = 0,07). Nach der Boosterung kommt es zu einem weiteren signifikanten

Anstieg der Impftiter bei 8 Kindern (3,3 +1,8; p = 0,05) im Vergleich zu den ersten beiden

Messungen.

Tabelle 10: Tetanus-Antikoérper Spiegel (in IE/ml)

Patien-
ten

vor
HAART
nach
HAART*
nach

Booster-

Ung**

LC

0,1

2,8

1,7

0,03

0,1

0,8

0,5

0,1

0,7

0,1

0,77

B K JH Y F

1 0,1 0,1
n.g 0,4 0,1
3,7 5 2,4

TE

0,1

n. g. = nicht gemessen. * Mittlere Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere

Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

JF

0,1

Mittel-

werte

0,25 0,3

0,67 +0,9

3,3 #1,8

Die Tabelle 11 stellt den Impfschutz zu den oben genannten Zeitpunkten dar. Vor HAART

wurde bei 1 von 8 Kindern nach der Grundimmunisierung mit Tetanus kein ausreichender

Impfschutz erreicht. 6 von 8 Kindern wiesen noch ausreichenden Impfschutz (Auffrischung

erforderlich) und nur bei 1 von 8 Kindern wurde ein sicherer Impfschutz als Antikérpertiter im

Serum gemessen. Bei einer Patientin (J F) fehlt die Messung vor Beginn der HAART. 3

Jahre nach Beginn der Therapie kommt es bei 4 Kindern zu einer Verbesserung des

Impfschutzes allein durch die Immunrekonstitution, wovon 3 eine sichere Immunitat

(Auffrischung nach 3-5 Jahren) und eines Impfschutz (Auffrischung erforderlich) erreichen.

Nach einer Boosterimpfung erreichen alle Kinder eine sichere Immunitat.
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Tabelle 11: Impfschutz der Patienten/innen

Patienten LC TK AR M K B K JH Y F TE JF
Vor HAART + - + + ++ i3 + + n. g.
Nach
++ + + ++ n.g. + + ++ +
HAART*
Nach
++ ++ ++ +++ ++ +++ ++ +++ +++
Boosterung**

n. g. = nicht gemessen. * Mittlere Beobachtungsdauer 36+20,2 Monate. ** Mittlere

Beobachtungsdauer 84+16 Monate.

Impfschutz und Antikorperspiegel

-=<0,1 IE/ml: Grundimmunisierung erforderlich
+=0,1-0,5 IE/ml : Impfschutz z. Zt. Noch vorhanden (Auffrischung erforderlich)
++ = 0,5-5 IE/ml : sichere Immunitat (Auffrischung nach 3-5 Jahren)

+++ = > 5 |[E/ml : sichere Immunitat (Auffrischung nach 8-10 Jahren)
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3.3.3. Zwischenzusammenfassung

Die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit dem spezifischen Recall-Antigen (Tetanus-Toxoid)
nimmt nach Boosterung und HAART Therapie bei 7 von 7 Kindern deutlich zu. Die Induktion
von Tetanus-Antikérpern nach Boosterimpfung mit Tetanus ist deutlich zu sehen. Bereits
ohne Boosterung mit Tetanus kommt es bei 4 von 7 Kindern zu einer
Impfschutzverbesserung und eine weitere Steigerung des Impfschutzes ist bei 7 von 8
Kindern zu sehen. Die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit dem spezifischen Recall-
Antigen (Tetanus-Toxoid) nimmt nach Boosterung und HAART Therapie bei 7 von 7 Kindern

deutlich zu. Alle Kinder haben unter Boosterung einen sicheren Impfschutz erreicht.
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4. Diskussion

Immunitat beschreibt die Eigenschaft des Organismus, Schutz vor Infektionserkrankungen
zu gewabhrleisten. Der Mensch verfligt Uber natirliche unspezifische und erworbene
spezifische Abwehrmechanismen. Wegen der Unfahigkeit, eine immunologische
Gedachnisantwort aufzubauen, bietet die natlrliche unspezifische Abwehr keine
Ansatzmoglichkeiten fur eine Immunisierung durch Impfung. Die spezifische Immunantwort
wird durch B-Lymphozyten und Antikérper (humoral) sowie durch T-Lymphozyten (zellular)
vermittelt. Die bedeutendste Eigenschaft der spezifischen Immunitat liegt darin, nach der
ersten Auseinandersetzung mit dem Pathogen eine immunologische Gedachnisantwort
auszubilden, um bei erneutem Antigenkontakt sofort spezifisch reagieren zu kénnen. Das
immunologische Gedachtnis ist die Grundlage von Infektionsschutz durch erworbene
Immunitat und stellt die Voraussetzung fir die Infektionspravention durch Impfungen dar. Um
einen Krankheitserreger erkennen zu koénnen, missen die Zellen des spezifischen
Immunsystems zwischen kérpereigenen Strukturen und kérperfremden Substanzen, den so
genannten Fremdantigenen (z.B. Bakterien oder Viren), unterscheiden. B- oder T-
Lymphozyten besitzen dafur spezifische Rezeptormolekile. Die Rezeptoren der B-Zellen
sind die auf der Zelloberflache exprimierten Antikbérpermolekiile. B-Zellen erkennen das
Antigen als komplexe dreidimensionale Strukturen. Die aktivierte B-Zelle differenziert zu
einer IgM-produzierenden Plasmazelle (Primarantwort). Um eine suffiziente humorale
Antwort und einen dauerhaften Schutz zu gewahrleisten, ist die Umschaltung der
Antikérperproduktion auf IgG (Isotypen-Switch) und die Entwicklung von B-Gedachniszellen

erforderlich. Diese wichtigen Entwicklungsschritte werden durch T-Helferzellen kontrolliert.
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Bei der HIV-Erkrankung wird das T-zellulare Immunsystem beschadigt, wobei die T-Helfer-
Zellen (CD4-Zellen) besonders betroffen sind. Unter HAART wird bei Kindern und
Jugendlichen eine Immunrekonstitution des T-zelluldren Immunsystems erreicht (Niehues
2001). Eine Arbeit von Autran et al. zeigt, dass die konsequente HAART Therapie
unabhangig von Infektionsstadium zu einer numerischen Rekonstitution der CD4 Zellzahl
fuhrt (Autran 1999). Die durch HAART induzierte Rekonstitution des Immunsystems bei HIV
positiven Kindern scheint durch abnehmende Aktivierung des Immunsystems und die T-
Zellrekonstitution verursacht zu sein (Resino 2004). Uber die rein numerische Rekonstitution
hinaus stellt sich die Frage nach einer Rekonstitution der spezifischen Immunitat. Es ist
unklar, ob die spezifische Immunitat gerade bei Kindern wieder hergestellt werden kann und
inwieweit Uber die rein numerische quantitative Rekonstitution der CD4-Zellzahl hinaus eine
qualitative Rekonstitution in Bezug auf die Erkennung von Recall-Impfantigenen (z. B.
Tetanus-Toxoid) und auf die Gesamtstimulierbarkeit der Lymphozyten (mit Mitogenen)
erfolgt. AuBerdem interessiert uns, ob bei HIV infizierten Kindern mit T-zellularer
Rekonstitution eine Induktion spezifischer Antikdper gegen Tetanus méglich ist. Ein Test flr
die spezifische Immunitat sind Impfungen. Jedoch besteht Skepsis gegentber Impfungen bei
HIV positiven Kindern, vor allem Lebendimpfungen, da die Kinder aufgrund des HIV
induzierten Immundefektes nicht adaquat auf Impfung reagieren konnen oder sogar durch

Lebendimpfstoffe gefahrdet werden kénnten.

Folgende Eigenschaften unserer Untersuchungsgruppe schranken die Aussagekraft unserer
Studie ein: Die Gruppe ist heterogen bezlglich Geschlecht und Alter der Patienten. Darlber
hinaus ist die Gesamtzahl der Patienten mit n=9 relativ klein. Zu den Vorteilen unserer
Untersuchungsgruppe zahlt, dass die Patienten mit einer einheitlichen Strategie bei der
antiretroviralen Kombinationstherapie behandelt wurden und eine deutliche Reduktion der
Viruslast sowie signifikante Immunrekonstitution erreicht wurde. Neben der numerischen und

funktionellen Rekonstitution der Lymphozyten wird bei den Patienten die spezifische
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Immunitat auf Tetanus-Toxoid verfolgt und es liegen LTT-Tests zu verschiedenen Zeiten des

Immunstatus vor.

Die erste Frage dieser Arbeit ist, ob es Uberhaupt unter HAART zu einer langfristigen
Viruslastsuppression kommt und wie die numerische Immunrekonstitution bezlglich der
altersbezogenen CD4 Zellzahlen sein wird? Hierzu weist unsere Untersuchung mit
mindestens 72 Monaten eine sehr lange Beobachtungsdauer HIV infizierter Kinder unter
HAART auf. Die altersbezogene CD4 Zellzahl konnte bei 8 von 9 Kindern im Verlauf der
Therapie gesteigert werden und lag nach 72 Monaten Therapiedauer im Normbereich
>100%. Auch die Viruslast blieb bei vier Kindern supprimiert, bei weiteren zwei konnte sie

massiv gesenkt werden und bei 3 Kindern ist sie leicht gestiegen.

Die zweite Frage unserer Arbeit war, wie die funktionelle Rekonstitution der Lymphozyten in
Bezug auf ihre Gesamtstimulierbarkeit im Lymphozytentransformationstest (LTT) und
insbesondere in Bezug auf das Recall-Antigen Tetanus-Toxoid ist? Was die Stimulierbarkeit
der Lymphozyten betrifft, so stellten wir fest, dass zwar die Stimulierbarkeit der Lymphozyten
durch die Mitogene PHA, OKT3, PWM und SAC nach mindestens zweijahriger HAART
Therapie im Trend deutlich hoher liegt als vor Beginn der HAART Therapie, jedoch im
weiteren Verlauf trotz HAART Therapie und Immunrekonstitution abnimmt. Dariberhinaus
konnten wir zeigen, dass die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit dem Recall-Antigen
Tetanus-Toxoid nach durchschnittlicher 7 jahriger Therapie und Tetanus-Boosterung
signifikant gesteigert war (p=0,01). Wir haben zum Ausschluss groRerer Schwankungen
Tageskontrollen mitgefuhrt, dennoch kdénnen LTT-Werte tagesabhangige Schwankungen
zeigen. Inwieweit das Alter der Kinder einen Einfluss auf die Gesamtstimulierbarkeit der
Lymphozyten hat, kdnnen wir aus dieser Untersuchung nicht abschatzen, da uns keine

systematisch erhobene altersangepalite Kontrolldaten vorliegen.
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Die dritte Frage unserer Arbeit war, ob eine Rekonstitution des B-Zellkompartments in Bezug
auf die Erkennung von Recall-Antigenen erfolgt, das heildt, sind auch ohne Boosterung
spezifische Antikdrper nachweisbar? Hierbei konnten wir zeigen, dass bei 5 von 7 Kindern
nach 3 jahriger HAART ohne Boosterung zu einem Anstieg des Tetanus-Impftiters kam.
Zusatzlich war bei drei Patienten eine stufenweise Besserung der Stimulierbarkeit mit
Tetanus-Toxoid vor HAART Beginn, mindestens zwei Jahre nach erfolgter HAART Therapie
und nach Boosterung zu beobachten. So liegt hier insgesamt ein Hinweis dafiir vor, dass
nach konsequenter HAART Therapie die Lymphozyten durch Impfantigene in vitro (hier
Tetanustoxoid) spezifisch zur Proliferation stimuliert werden. In wieweit damit auch
Effektorfunktionen durch die Stimulation mit Tetanustoxoid induziert werden, war nicht

Gegenstand dieser Arbeit.

Die letzte Frage unserer Arbeit war, ob bei HIV infizierten Kindern mit schlechtem Impfschutz
(Auffrischung gemalR aktuellem Impftiter erforderlich) durch eine Booster-Impfung eine
Induktion spezifischer Antikorper gegen Tetanus und somit eine weitere Steigerung der
Impftiter und damit Verbesserung des Impfschutzes méglich ist? Bei allen 9 Kindern konnte
nach der Booster-Impfung mit Tetanus-Toxoid der Status der sicheren Immunitat erreicht

werden.

Wir haben in unserer Untersuchung gezeigt, dass eine Induktion spezifischer Antikérper
gegen ein Recall-Antigen (hier Tetanus-Antikdrper) nach einer Boosterimpfung bei HIV
infizierten Kindern mit vertikalem Infektionsmodus, langjahriger HAART Therapie und
erreichter Immunrekonstitution sehr gut mdglich ist. Bei allen neun Patienten unserer
Untersuchungsgruppe konnte nach einer Tetanus Boosterimpfung 6 Wochen spater ein

ausreichender Impfschutz nachgewiesen werden (Mindest-Titer 0,1 IE/ml, s. Tab. 11).
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Rosenblatt hat bei 37 HIV infizierten Kindern, die bei der Grundimmunisierung mit DTaP
keinen ausreichenden Tetanus-Antikorpertiter erreicht hatten, 16 und 18 Wochen nach
HAART Beginn eine Boosterimpfung mit Tetanustoxoid durchgefiihrt (Rosenblatt 2005). 4 bis
8 Wochen nach der Boosterung stellte Rosenblatt einen Titeranstieg um das 27 fache des
Basistiters fest. In weiteren Kontrollen 18 und 32 Wochen nach Boosterung fiel eine
Abnahme des Antikorpertiters auf das 3 bis 9 fache des Basistiters auf. Wir haben in unserer
Untersuchung keine Tendenz zur Senkung des Tetanusantikdrpertiters nach der
Grundimmunisierung mit Tetanustoxoid im weiteren Verlauf nach durchschnittlich 3 Jahren
festgestellt. Nach 3 Jahren HAART in unserer Untersuchungsgruppe ist ein Anstieg des
Basistiters ohne Boosterung bei 3 Kindern (L C, M K, T E) in den Bereich der sicheren
Immunitat (s. Tab. 11) und bei einem Kind (T K) in den Bereich des temporaren
Impfschutzes (s. Tab. 11) zu beobachten. Am ehesten hangt diese Beobachtung mit der
langeren Dauer der antiretroviralen Therapie und der damit verbundenen effektiveren
Immunrekonstitution in unserer Gruppe im Vergleich zu den Daten von Rosenblatt
zusammen. In unserer Untersuchungsgruppe wurde ein Tetanustiteranstieg bis maximal um

das 50 fache 6 Wochen nach der Boosterung gemessen.

Ching untersuchte 15 HIV1 infizierte Kinder, die mindestens zwie Jahre lang eine HAART
erhalten hatten, in Bezug auf humorale und zelluldre Immunitdt nach Boosterung mit
Tetanus-Toxoid. Sie stellte fest, dass durchschnittlich 2,4 Monate nach Boosterung lediglich
92 % der Patienten einen Tetanusimpfschutz entwickelt hatten, wobei dieser nach
durchschnittlich 11,8 Monaten nur noch bei 83 % der Patienten vorhanden war. In unserer
Untersuchungsgruppe zeigten alle Kinder einen Anstieg des Tetanus-Antikdrperspiegels
nach Boosterung (p = 0,05). Eine zweite Kontrolle des Impftiters nach Boosterung erfolgte in
unserer Gruppe nicht. Allerdings zeigte sich ein Anstieg des Impftiters bei funf Kindern allein
nach drei Jahren HAART. Ching stellte aullerdem eine maRige Stimulierbarkeit der

Lymphozyten mittels Tetanus-Toxoid nach erfolgter Boosterung fest. In unserer
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Untersuchung zeigte sich nach Tetanus-Boosterung eine gesteigerte Stimulierbarkeit bei
allen Patienten (p = 0,01). Als Ursache dieser Unterschiede ist die effektivere

Immunrekonstitution unserer Patientengruppe anzusehen.

Weinberg zeigte bei der Hepatitis-A-Impfung bei HIV infizierten Kindern mit
Immunrekonstitution unter HAART, dass die Kinder auf eine dritte Impfung ohne
Impfkomplikationen mit gesteigerter Immunantwort reagiert haben (Weinberg 2006). Auch
wir haben in unserer Untersuchungsgruppe bei 8 von 9 Kindern eine Steigerung des
Antikorpertiters durch eine Boosterung erzielt. Daraus kann man schlieRen, dass eine
wiederholte Impfung bzw. Boosterimpfung mit toten Impfstoffen zu verbesserten Impftitern
fuhrt, ohne dass die Rate von Impfkomplikationen erhéht ist. Es ist allerdings nicht bekannt,
wie die Kinetik der Impftiter nach Boosterung verlauft. Moglicherweise fallen die Titer bei HIV
infizierten Kindern schneller wieder ab. Systematische Untersuchungen hierzu fehlen. Dass
der Status der Immunrekonstitution als Basis fur eine Immunisierung mit Tot-Impfstoffen
auch bei Erwachsenen wichtig ist, belegt folgende Untersuchung. Pasricha zeigte, dass die
Impfantwort auf Hepatitis B Impfung bei HIV Patienten mit CD4 Zellzahl > 200/ mm® um ca.
20 fache héher lag als bei Patienten mit CD4 Zellzahl < 200/ mm?®, wobei beide Gruppen eine
schwachere Impfantwort im Vergleich zu der gesunden Kontrollgruppe zeigten (Pasricha

2006).

Es stellt sich die Frage, ob HIV infizierten Kindern unter HAART auch Lebendimpfstoffe
gegeben werden kénnen. Die MMR Impfung (Lebendimpfung) ist laut STIKO Empfehlung bei
asymptomatischen (klinisches Stadium N) HIV positiven Kindern indiziert (STIKO 2006). Fur
Kinder in schlechteren klinischen Stadien als Stadium N ist die MMR Impfung laut STIKO
kontraindiziert. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die spezifische Immunantwort
gegen Lebendimpfstoffe unter T-zelluldarer Immunrekonstitution durch HAART Therapie und

supprimierte Viruslast weitgehend erhalten bleibt. Eine Untersuchung von Lima zur
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Rételnimmunisierung bei 15 HIV positiven Kindern im Alter von 15 Monaten hat gezeigt,
dass die spezifische Immunantwort der Kinder auf die Rételnimpfung vom immunologischen
Stadium der Infektion abhangig war: abnehmende Immunantwort im fortgeschrittenen
Infektionsstadium (Lima 2004). Dies deutet daraufhin, dass auch Lebendimpstoffe bei HIV
positiven Kindern mit einer guten T-zelluldren Rekonstitution und einer konsequenten
Viruslastsupprimierung eine effektive spezifische Immunantwort induzieren kdnnen.
Berkelhamer verglich die Impfantwort einer Masern-Boosterimpfung zwischen 14 HIV
positiven Kindern mit HAART (Therapiedauer 4-21 Monate) und 14 Kindern ohne HAART
(Berkelhamer 2001). Die Patienten mit HAART zeigten eine deutlich bessere Impfantwort auf
die Masern-Boosterimpfung als die Kinder ohne HAART. Levin untersuchte die
Varizellenimpfung bei 41 HIV infizierten Kindern (mittleres Alter 4,5 Jahre), die
asymptomatisch oder im klinischen Stadium A waren (Levin 2001). Dabei hatten 60 % der
Kinder (n=41) nach zweimaliger Impfung Anti-Varizellen Antikérper im Serum und 83 %
hatten eine positive Antwort im LTT mit Varizellen-Antigen. Hierbei konnte er feststellen,
dass die Wiederholung der Impfung zu einer Verbesserung der Impfantwort flihrte.
Impfreaktionen, wie Fieber oder lokale Reaktion waren ahnlich haufig, wie in der Gruppe der

gesunden Kinder.

Zusammenfassend zeigen unsere Ergebnisse zu Impfungen bei HIV infizierten Kindern unter
HAART:
1. Eine langfristige numerische CD4 Rekonstitution und Viruslastsuppression 7 Jahre
(mittlere Beobachtungsdauer 84116 Monate) nach Therapiebeginn sind méglich.
2. Funktionell bleibt die Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit Mitogenen Uber diesen
Zeitraum weitgehend erhalten.
3. Schon allein durch die Immunrekonstitution wird eine Verbesserung der Immunitat
am Beispiel von Tetanus-Toxoid erreicht. So kommt es bei 5 von 7 Kindern zu einem

Anstieg des Antikérpertiters ohne Boosterung unter HAART. Eine Erkennung von
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Tetanus-Toxoid als Recall-Antigen in vitro war bei 8 von 9 Kindern im LTT mdglich.

Durch Boosterung erreichen alle 9 Kinder eine sichere Immunitat.

Zu Beginn unserer Analyse (2002) waren laut STIKO inaktivierte Impfstoffe und Toxoide fur
HIV Infektion in jedem Stadium empfohlen. Die MMR Lebendimpfung wurde nur fiir Infektion
im Stadium N empfohlen. Die Varizellenimpfung wurde fir Stadium N als mdglich bei
altersentsprechender CD4 Zellzahl mit einem Anteil der CD4 Zellzahl an den
Gesamtlymphozyten = 25 % und fir alle andere Stadien (A-C) als nicht empfohlen erklart. In
den STIKO Empfehlungen vom Juli 2006 gibt es keine weiteren Anderungen zu den oben
genannten Empfehlungen. Aufgrund der hier vorliegenden und anderer Untersuchungen ist
zu klaren, welche HIV positive Kinder, die eine ausreichende Immunrekonstitution erreicht
haben, auch im Spatstadium mit Lebendimpfstoffen vor potentiell gefahrlichen Infektionen
geschutzt werden kdnnen. Zweitens ist systematisch zu untersuchen, wie nachhaltig der
Impfschutz ist, das heifdt, ob bei HIV infizierten Kindern der Impfschutz schneller verloren
geht als bei gesunden Kindern. Die STIKO empfiehlt die Varizellen Impfung abhangig von
CD4 Zellzahlen in unterschiedlichen Altersklassen (Epidemiologisches Bulletin 2005 / 2006).
Gemall aktueller Impfempfehlungen der STIKO dirften die Kinder unserer
Untersuchungsgruppe Lebendimpfungen nicht erhalten, da sie alle im schlechteren

klinischen Stadium als Stadium N sind.
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Tabelle 12: Synopsis der Arbeiten zu Schutzimpfungen mit Tot- und Lebendimpfstoffen bei HIV infizierten Kindern unter HAART

Autor

und Journal

Ching

2007

Weinberg

2006

Rosenblatt

2005

Berkelhamer

2001

Lima 2004

Levin 2001

N

n =235

n=237

HAART

n=20

serorevertiert

n=18

Kontrolle

n =41

Studienaufbau

Prospektiv

nicht kontrolliert

prospektiv,

nicht kontrolliert

prospektiv,

nicht kontrolliert

prospektiv,

kontrolliert

prospektiv,

kontrolliert

prospektiv,

nicht kontrolliert

Fragestellung

Wie ist die zelluldare und humorale
Immunantwort auf Tetanus-Boosterung in
HIV1

infizierten Kindern und

Erwachsenen?
Wie ist die Sicherheit und Immunogenitat
einer HAV Totimpfung gefolgt von einer

Boosterungsdosis?

Wie ist die Fahigkeit auf DTP Boosterung
mit einem Recall-Antigen (Tetanus) einen

Impftiter zu entwickeln?

Welchen Effekt hat HAART auf die
Impftiterentwicklung durch Masern Lebend-

Boosterimpfung?

Roételn Immunisierung von HIV positiven

Kindern unter HAART mit Roteln

Lebendimpfstoffen im  Vergleich zu

serorevertierten und gesunden Kindern

Immunisierung mit Varizella

Lebendimpfung
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Ergebnisse

1. HIV1 infizierte Kinder und Erwachsene hatten eine maRige LTT Antwort nach
Tetanus-Boosterung.
2. Durchschnittl. 92% einen

2,4 Mo. nach Tetanus-Boosterung hatten

Tetanusimpfschutz. Nach durchschnittl. 11,8 Mo. hatten noch 83% Impfschutz.

1. HAV Impfung zeigte keine Nebenwirkungen.
2. Impftiter ist besser, wenn HIV-RNA nicht messbar ist.
3. Die Standardimpfung mit 2 Dosen generierte niedrigere Antikorpertiter als 3

Impfdosen.

1. Anstieg des Impftiters fir Tetanus 4 bis 8 Wo. nach Boosterung.
2. Deutliche Abnahme des Impftiters nach 18 bis 32 Wo.

3. Eine DtaP Impfung hatte keinen negativen Effekt auf Viruslast oder CD4-Zahl.

HAART und die damit einhergehende Immunrekonstitution verbessern die Antwort

auf eine Masern Boosterimpfung.

1. HIV positive Kinder im immunologischen Stadium 2 oder 3 hatten einen
niedrigeren Impftiter ( Mittelwert 33 IU/ml) als die Gruppe nach Seroreversion
(Mittelwert 236 1U/ml) und die gesunde Kontrollgruppe (Mittelwert 125 [U/ml).

2. Der Ak-Spiegel war positiv mit der CD4 Zellzahl und negativ mit der Viruslast

assoziiert.

2 Monate nach der Varizellenimpfung hatten ca. 60 % der Kinder Ak gebildet und bei

83 % war der LTT mit Varizellenantigen positiv.



5. Zusammenfassung

Es ist unklar, ob unter einer mehrjahrigen Langzeittherapie mit HAART bei vertikal HIV
infizierten Kindern die spezifische Immunitdt gegenudber Impf-Antigenen vollstandig
wiederhergestellt wird. Wir untersuchten die langfristige Immunrekonstitution unter HAART,
die funktionelle Rekonstitution der Lymphozyten in Bezug auf ihre Gesamtstimulierbarkeit
und Stimulation mit Tetanustoxoid und die Rekonstitution des Impfschutzes flir Tetanus
anhand spezifischer Antikorper und Tetanus Boosterimpfung. Methoden: 8 vertikal mit HIV
infizierte Kinder hatten im Alter von 6 bis 12 Monaten und 1 Kind (T K) mit 5 Jahren eine
Grundimmunisierung mit DT erhalten. Durchschnittlich 1 Jahr nach der Grundimmunisierung
wurde mit antiretroviraler Therapie begonnen. 7 Jahre nach HAART und erreichter
Immunrekonstitution erfolgte eine Tetanus-Boosterimpfung. VL, CD4 Zellzahl, Tetanus AK
sowie LTT wurden vor Therapiebeginn, 3 Jahre nach Therapiebeginn und 7 Jahre nach
Therapiebeginn gemessen. Resultate: 7 Jahre nach Therapiebeginn kam es zur langfristigen
VL Suppression und CD4 Zellzahlrekonstitution. 3 Jahre nach Therapiebeginn zeigte sich
bereits ein Anstieg in der Stimulierbarkeit der Lymphozyten mit PHA, OKT3, PWM und SAC.
Nach 7 Jahren fiel die Stimulierbarkeit fir PWM, PHA und SAC ab, wahrend sie fir OKT3
kontinuierlich anstieg. Allerdings blieben diese Unterschiede ohne statistische Signifikanz.
Bereits ohne Boosterung mit Tetanustoxoid kam es bei 4 von 7 Kindern zur
Impfschutzverbesserung. Nach Boosterung erreichten alle Kinder einen sicheren Impfschutz.

Schlussfolgerung: Uber 7 Jahre Viruslastsuppression und numerische CD4 Rekonstitution

sind unter HAART mdglich. Uber diesen Zeitraum bleibt die Stimulierbarkeit der Lymphozyten
erhalten. Allein durch die Immunrekonstitution kommt es zur Wiederherstellung des
Impfschutzes bei bereits erfolgter Grundimmunisierung. Die Boosterung flhrt zur
signifikanten  Steigerung der Produktion von spezifischen  Antikérpern  und
tetanustoxoidspezifischer Proliferation von Lymphozyten. Diese Arbeit zeigt, dass Kinder
unter langjahriger HAART zur Induktion spezifischer humoraler und zellularer Immunitat

gegen Recall-Antigen (Tetanus-Toxoid) fahig sind.
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8. Anhang

Tabelle 1. Klinische Stadien gemaR der CDC-Klassifikation fiir die HIV-Infektion im

Kindesalter (http://www.cdc.gov/mmwr/preview/mmwrhtmi/00032890.htm)

Klinische Stadien gemaR der Klassifikation fiir die HIV

CDC

Stadium N: Keine Symptomatik  Kinder, die keine Symptome oder klinischen Zeichen einer HIV-Infektion oder nur eines der unter

Stadium A aufgefiihrten Symptome haben

Stadium A: Kinder, die zwei oder mehr der folgenden Symptome haben, aber keine der in Stadium B und C

aufgefiihrten Symptome

Frihsymptome
- Lymphadenopathie, Hepatomegalie, Splenomegalie
- Dermatitis
- Parotitis
- Rezidivierende Infekte der oberen Atemwege, Sinusitiden oder Otitiden
Stadium B: Kinder, die andere als die in Stadium A und C aufgefiihrten Symptome haben
MaRig schwere Beispiele fir Symptome des Stadiums B sind:
Symptome - Anamie (Hb < 8 g/dl), Neutropenie (<1000/mm?®), Thrombozytopenie (<100000/mm?) tiber > 30

Tage

- Bakterielle Meningitis, Pneumonie, Sepsis (eine Episode)

- Oropharyngeale Candidiasis, tber > 2 Monate persistierend, bei Kindern > 6 Monate
- Kardiomyopathie

- CMV-Infektion mit Beginn im 1. Lebensmonat

- Durchfélle, rezidivierend oder chronisch

- Hepatitis

- Herpes simplex (HSV)-Stomatitis, mehr als zwei Episoden pro Jahr

- HSV-Bronchitis, -Pneumonitis oder -Osophagitis im 1. Lebensmonat

- Herpes zoster (> 2 Episoden an > 1 Dermatom), disseminierte Varizellen

- Leiomyosarkom
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- Lymphoide interstitielle Pneumonie (LIP)*
- Nephropathie
- Persistierendes Fieber > 1 Monat Dauer

- Toxoplasmose im 1. Lebensmonat; Nokardiose

Stadium C: - Mehr als eine schwere kulturell nachgewiesene Infektion mit gewdhnlichen Bakterien innerhalb
Schwere Symptome, AIDS von 2 Jahren

- HIV-Enzephalopathie

- Wasting-Syndrom, Kachexie

- Pneumocystis jiroveci (vormals "carinii")-Pneumonie (PCP)

- ZNS-Toxoplasmose bei Kindern im Alter > 1 Monat

- Kryptosporidiose mit Durchféllen > 1 Monat Dauer

- Isosporidiasis mit Durchfallen > 1 Monat Dauer

- Verschiedene Lymphome inkl. ZNS-Lymphome

- Kaposi-Sarkom

- Progressive multifokale Leukenzephalopathie

- HSV-bedingte mukokutane Ulzera (Dauer > 1 Monat) oder Bronchitis, Pneumonie, Osophagitis

durch HSV bei Kindern im Alter > 1 Monat

- Lymphoide interstitielle Pneumonie durch EBV

- CMV: u.a. Retinitis, Osophagitis, Kolitis bei Kindern im Alter >1 Monat

- Candidiasis des Osophagus, des Tracheobronchialsystems

- Extrapulmonale Kryptokokkose

- Disseminierte oder extrapulmonale Histoplasmose

- Tuberkulose, atypische Mykobakteriosen
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