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1 Einleitunq

1.1 Invariante NKT-Zellen

Humane invariante natirliche Killer-T-Zellen (iINKT-Zellen), auch Typ I-INKT Zellen
genannt, stellen innerhalb des Immunsystems des Menschen eine spezifische
Untergruppe von T-Lymphozyten dar, da sie sowohl Eigenschaften von T-Zellen als
auch von natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) besitzen.! Als typisches Merkmal einer
T-Zelle tragen die INKT-Zellen auf der Zelloberflache einen T-Zellrezeptor (TCR) zur
Erkennung endogener und exogener Antigene.2 Der TCR der CD3"-iNKT-Zellen
unterscheidet sich jedoch strukturell vom TCR konventioneller T-Zellen, indem er aus
einer invarianten Va24-Ja18-Kette und einer wenig variablen p-Kette- die oft V11
enthalt- besteht’ Im Gegensatz zu klassischen T-Lymphozyten erfolgt die
Aktivierung von iINKT-Zellen nicht durch Bindung klassischer MHC-Komplexe, die
Peptid-Antigene prasentieren, sondern durch Bindung an das MHC-ahnliche Molekal,
CD1d, das Glykolipid-Antigene prasentiert.® Das in diesem Zusammenhang bisher
bekannteste  Glykolipid ist a-Galactosylceramid, das aufgrund seines
wachstumshemmenden Effektes auf Tumorzellen als maogliches Mittel zur
Krebstherapie von Bedeutung ist.* Die Aktivierung von iNKT-Zellen durch die
Interaktion mit aGalCer-CD1d-Komplexen flhrt zur raschen Freisetzung zahlreicher
Zytokine, welche ihrerseits dendritische Zellen, NK-Zellen, CD4"- und CD8"- T-Zellen
aktivieren.” Die besonders schnelle Zytokinausschittung beruht auf dem
Vorhandensein praformierter mRNA flr entsprechende Zytokine, so dass die
Immunantwort ohne vorherige Gentranskription erfolgen kann.? INKT-Zellen besitzen
somit gleichermal3en charakteristische Fahigkeiten sowohl von Zellen der
angeborenen als auch der adaptiven Immunabwehr. In der Fahigkeit zur MHC-
unabhangigen Zytokinsekretion und der Ausstattung der Zelloberflache mit einem

TCR vereinen sie Eigenschaften angeborener und adaptiver Immunitat.

Funktionell kdnnen entsprechend der CD4-Expression grob zwei Untergruppen an
iINKT-Zellen unterschieden werden. CD4"-NKT-Zellen sezernieren sowohl Th1- als
auch Th2-Zytokine, wohingegen CD4-NKT-Zellen dberwiegend Th1-Zytokine

freisetzen.>%” Zahlreiche Studien verweisen auf die immunologisch wichtigen,
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regulatorischen Eigenschaften von INKT-Zellen angesichts der Tatsache, dass sie
Zytokine der Th1- und Th-2- Immunantwort gleichermallen produzieren kénnen.
Mittlerweile konnte die Synthese einer Vielzahl von Zytokinen nachgewiesen werden.
INKT-Zellen sind somit in der Lage, je nach Stimulus, IFN-y und IL-4 sowie IL-2, IL-5,
IL-6, IL-10, IL-13, IL-17, IL-21, TNF-a, TGF-B und GM-CSF zu sezernieren.®>*""
Dementsprechend vielfaltig sind die Eigenschaften der INKT-Zellpopulation, die
thnen im Bereich der Infektions- und Tumorabwehr sowie der Autoimmunitat

zugeschrieben werden.

Sowohl fir bakterielle als auch fur virale Infektionen lassen sich Zusammenhénge
zwischen der T-Zellsubpopulation und dem Verlauf der jeweiligen Infektion
herstellen.”>* Im Rahmen diverser bakterieller Infektionen spielt hierbei die
Erkennung mikrobieller Antigene durch INKT-Zellen eine entscheidende Rolle. Fir
Infektionen mit Gram- und LPS- negativen Bakterien wie Sphingomonas-, Ehrlichia-
und Borrelia-Spezies konnten somit wirksame Mechanismen zum Schutz des
Organismus vor entsprechenden Erregern nachgewiesen werden.'”'" Ebenso
werden INKT-Zellen im Fall von Infektionen mit Salmonella, Pseudomonas

aeruginosa und Chlamydia trachomatis eine protektive Rolle zugeschrieben.'?>:1°

Der immunmodulatorische Einfluss von INKT-Zellen auf das humane Immunsystem
beim Vorliegen viraler Infektionen ist bislang nur ansatzweise nach\,follzogen.17
Wahrend aktivierte INKT-Zellen im murinen Organismus bei Infektion mit
Influenzaviren eine effektive Immunantwort von NK- und CD8"-Zellen férdern sowie
den Virustiter kontrollieren, sind sie im humanen Organismus fur eine verbesserte
antigenspezifische Immunantwort verantwortlich.*?® Im Modellversuch mit HBV-
infizierten Mausen lasst sich durch die Aktivierung von iINKT-Zellen eine verminderte
Virusreplikationsrate beobachten. Prospektiv wird die therapeutische Aktivierung von
INKT-Zellen folglich als mdégliche Therapieoption bei chronischer HBV-Infektion
diskutiert.?! Bei Patienten mit chronischer HCV-Infektion zeigte sich eine signifikant
erhohte Fahigkeit zur IL-13-Sekretion durch iINKT-Zellen. Ein Unterschied bezuglich
der INKT-Zellzahl im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe konnte parallel nicht

festgestellt werden.??

Die kontinuierliche Schwachung des Immunsystems im Rahmen einer aktiven HIV-

Infektion beruht primar auf der fortschreitenden Zerstérung konventioneller CD4™-T-
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Zellen. Daruber hinaus sind INKT-Zellen als CD1d restriktive-T-Lymphozyten-
Subpopulation als mégliches Ziel des HI-Virus” bekannt.?® Die Hypothese, dass eine
HIV-Infektion mit selektiv vermindertem Vorkommen an INKT-Zellen einhergeht,
konnte mittlerweile Ubereinstimmend verifiziert werden. Die rasche, signifikante
Abnahme an iNKT-Zellen betrifft vor allem die CD4"-Subpopulation im Vergleich zur
CD4 -Subpopulation.”** Die héhere Anfalligkeit der CD4" iNKT-Zellen fur das Hl-
Virus ist hierbei vermutlich in der vergleichsweise haufigeren Expression des HIV-
Korezeptors CCR5 durch die CD4"-Subpopulation begriindet.?®?” Zusammenhange
zwischen der verminderten Anzahl an INKT-Zellen und der Viruslast sowie der CD4-
Zellzahl wurden mit Hilfe unterschiedlicher Studiendesigns untersucht. Sandberg et
al. und Motsinger et al. kamen zu dem Ergebnis, dass bei HIV-infizierten Patienten,
die sich mehrheitlich (80-83%) unter antiretroviraler Therapie befanden, inverse
Korrelationen zwischen den CD4"Va24'-NKT-Zellen und der Viruslast bzw. den

CD4*-T-Zellen bestehen.?*?

Eine frihe und effektive antiretrovirale Therapie bzw. HAART-Therapie bewirkt durch
Hemmung der Virusreplikationsrate eine erhebliche Senkung der Viruslast sowie
einen Anstieg der CD4'-T-Zellen.” Somit lassen sich sowohl die HIV-assoziierte
Morbiditat als auch Mortalitat unter konsequenter antiretroviraler Therapie signifikant
senken.” Die rasche Rekonstitution konventioneller T-Zellen innerhalb von zwei bis
drei Monaten nach Beginn antiretroviraler Therapie beruht malgeblich auf der
Umverteilung von T-Lymphozyten aus lymphozytarem Gewebe der Peripherie in den
Kreislauf.?*° Entsprechend vorliegender Studienergebnisse von van der Vliet et al.,
Moll et al. und Vasan et al. zum Verhalten konventioneller T-Zellen unter HAART-
Therapie besteht grofl3es Interesse an Erkenntnissen, die Aufschluss Uber den Effekt

antiretroviraler Therapie auf die spezialisierte INKT-Zellpopulation geben.31'33

In ersten Studien von van der Vliet et al. konnte diesbezlglich zunachst kein
signifikanter Anstieg des infektionsbedingt verminderten INKT-Zellniveaus bei
konsequenter, antiretroviraler Therapie nachgewiesen werden.” Die detailliertere
Folgestudie zeigte dagegen eine signifikante Zunahme von INKT-Zellen zwei bis drei
Monate nach Beginn der antiretroviralen Therapie, &hnlich der oben beschriebenen
Rekonstitution konventioneller T-Lymphozyten®' Aktuellere Ergebnisse aus
Forschungsansatzen mit dhnlicher Fragestellung legen lediglich eine Stabilisierung
des INKT-Zell-Levels als Auswirkung der HAART-Therapie nahe. > Neben der
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genannten quantitativen Beeintrachtigung der INKT-Zellpopulation wirkt sich eine
HIV-Infektion trotz antiretroviraler Therapie ebenfalls malgeblich negativ auf die
qualitative INKT-Funktion aus. Folglich erscheint die Mobilisation von iNKT-Zellen zur
Therapie einer HIV-Infektion angesichts der mutmalilich irreversiblen Schadigung
durch das HI-Virus nicht erfcmlgversprec:hend.35 Dennoch wird eine frihe, effektive
antiretrovirale Therapie als sinnvoll erachtet, um die qualitative INKT-Zellfunktion
signifikant zu verbessern. ** Die Kombinationstherapie bestehend aus IL-2 und
effektiver antiretroviraler Medikation hat sich ferner als férderlich fur die

Wiederherstellung der iNKT-Zellimmunitit erwiesen.*2

Eine weitere Bedeutung wird den invarianten NKT-Zellen im Rahmen der
Tumorabwehr zugeschrieben. Ishihara et al. zeigten bereits im Jahre 2000, dass
aktivierte, humane INKT-Zellen in vitro zur Induktion von Tumorlyse in der Lage
sind.*® In vivo, bei Patienten mit Prostatakarzinom und Patienten mit verschiedenen
soliden Tumoren im Vergleich zu gesunden Probanden, wurden durch Tahir et al.
und Giaccone et al., verminderte iINKT-Zellzahlen gemessen.®’*® Ebenso werden
niedrige INKT-Zellzahlen im peripheren Blut bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie (AML) zum Zeitpunkt der Diagnose mit einer niedrigeren
Gesamtuberlebensrate assoziiert. Folglich soll eine niedrige INKT-Zellzahl bei
Diagnosestellung als unabhéngige Variable fur einen prognostisch unglnstigen

Verlauf einer AML verwendet werden kénnen .’

Auch im Zusammenhang mit Autoimmunerkrankungen scheinen Typ-I-iINKT-Zellen
eine entscheidende Rolle zu spielen. Vor allem Untersuchungen zu ihrer Funktion im
Rahmen von Erkrankungen wie Diabetes mellitus und Asthma bronchiale
unterstreichen ihre Eigenschaften sowohl als Regulations- als auch als Effektorzelle

im Immunsys’[em.‘m‘41

Ausgehend von den Beobachtungen niedrigerer iNKT-
Zellzahlen im murinen Organismus bei Vorliegen eines Typ-1-Diabetes sowie
erhohter INKT-Zellzahlen als protektiver Faktor fir das Auftreten der Erkrankung,
wird INKT-Zellen eine Schlusselrolle bei der Entwicklung innovativer

Therapiemethoden gegen Typ-1-Diabetes zugeschrieben.*

Obwohl die Rolle von iINKT-Zellen im Rahmen menschlicher, immunologischer
Dysregulation weiterhin intensiv recherchiert und teils kontrovers diskutiert wird,

bleiben einige Fragestellungen weitestgehend ungeklart. Folglich ist die Datenlage
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auch in Bezug auf den Einfluss von Alter, Geschlecht, ethnischer Herkunft und

Umwelteinflissen auf diese spezifische T-Zellsubpopulation bisher liickenhaft.*?

1.2 INKT-Zell-Zahlen

Die Tatsache, dass die Anzahl an invarianten NKT-Zellen im peripheren Blut des
Menschen gleichzeitig sehr gering wie auch hoch variabel ist, erschwert die
Forschung an dieser T—Zellsubpopulation.6’4446 Zudem lieferte der wissenschaftliche
Ansatz, humane INKT-Zellen spezifisch per Durchflusszytometrie zu erfassen und
somit thre Anzahl im peripheren Blut zu bestimmen, im Laufe der Jahre
unterschiedliche Detektionsmethoden. Folglich sind die bisher vorliegenden

Studienergebnisse zur Anzahl invarianter NKT-Zellen limitiert vergleichbar.

Bisher nutzte man zur Identifizierung von INKT-Zellen klassischerweise eine
Kombination zweier monoklonaler Antikérper gegen Va24 und VB11.*" Im Laufe der
Zeit wurde diese Vorgehensweise jedoch durch eine spezifischere Methode
abgeldst, so dass sich zur Farbung die Eigenschaft der INKT-Zellen der CD1d-
Tetramer-vermittelten Erkennung von Glykolipidantigenen wie z.B. aGalCer zu Nutze
gemacht wurde >#4849 Allerdings konnte auch auf anderen, CD161 exprimierenden T-
Zellsubpopulationen mit vielfaltigen Fahigkeiten, eine CD1d-Restriktion festgestellt

werden.”%""

Somit wird die CD1d- Farbemethode zur Evaluierung von iNKT-
Zellzahlen mittlerweile als nicht ausreichend spezifisch erachtet. Folglich wurde sie
von der Farbemethode mittels monoklonalem Antikérper gegen 6B11, die sich als
hochspezifisch etabliert hat, abgelést. Der 6B11-Klon ist spezifisch fiir die CDR3-
Schleife der Vo24Ja18-Kette des T-Zell-Rezeptors humaner INKT-Zellen und
ermoglicht somit in Kombination mit anti-Va24, anti-VB11 und anti-CD3 eine hoch

sensitive und spezifische iINKT-Zell-Detektion.***?

Mit Hilfe oben genannter, spezifischer Farbemethoden konnten Untersuchungen am
gesunden Erwachsenen Erkenntnisse dazu liefern, inwiefern das Alter, das
Geschlecht oder die ethnische Herkunft Einfluss auf die Haufigkeit von INKT-Zellen
besitzen. Das Nachlassen der Leistungsfahigkeit des Immunsystems im Alter, die
sogenannte Immunoseneszenz geht bekanntermal’en unter anderem mit einem
Rackgang der Leukozytenzahl und niedrigen absoluten Zahlen konventioneller T-
Zellen einher. In entsprechenden Studien konnten zudem unabhangig voneinander
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auch prozentual niedrigere Zahlen von Va24+V[511+—iNKT—ZeIIen im Alter
nachgewiesen werden.”>*> Wihrend innerhalb bekannter gesunder Populationen
allgemein eine hohe Variabilitdt bezuglich der INKT-Zellzahl herrscht, wird das
Vorhandensein  geschlechterspezifischer Unterschiede weiterhin  kontrovers
diskutiert.’®® Die Tendenz =zu erhohten iNKT-Zellzahlen bei weiblichen
Studienteilnehmern konnte nur in einzelnen Studien beobachtet werden.”*" Der
Einfluss ethnischer Faktoren auf konventionelle Lymphozytenpopulationen ist
einstimmig belegt.’®*® In Analogie hierzu ist der Zusammenhang zwischen der
Herkunft und gemessenen iINKT-Zellzahlen weiterhin Gegenstand der Forschung.
Beispielsweise zeigen Untersuchungen an gesunden iranischen Erwachsenen fir
diese Studienpopulation im Vergleich zu bisher etablierten Werte hdhere iNKT-
Zellzahlen.**%* Wahrend die Anzahl humaner invarianter NKT-Zellzahlen innerhalb
einer Population sehr variabel ist, verhalten sich die INKT-Werte einzelner Individuen

tiber einen langeren Zeitraum mehrheitlich stabil **°*°"

1.3 Invariante NKT- Zellen bei Kindern

Die Datenlage zu Fragestellungen rund um die Thematik iINKT-Zellen bei Kindern ist

begrenzt.

Bei padiatrischen Patienten mit metastasiertem Neuroblastom soll ein Ursache-
Wirkung-Beziehung zwischen dem Fehlen von INKT-Zellen und ubermaliger
Expression des prognostisch relevanten Tumoronkogens MYCN in den Tumorzellen
bestehen.”” Des Weiteren wird die Rekonstitution von iNKT-Zellen nach HLA-
haploidentischer, hamatopoetischer Stammzelltransplantation im Falle
unterschiedlicher maligner, hdmatologischer Tumore mit der Kontrolle leukdmischer
Rezidive assoziiert.®® Folglich kénnte die Bestimmung der iNKT-Zell-Rekonstitution
als therapeutischer Marker nach hamatopoetischer Stammzelltransplantation
eingesetzt werden. Darlber hinaus ware eine therapeutische INKT-Zell-Gabe als
Praventivmalnahme zur Vermeidung eines Leukd@mierezidivs denkbar.®® Bei Kindern
mit diagnostizietem Asthma bronchiale, die eine Sensibilisierung gegen
Hausstaubmilben aufweisen, wurde ein signifikant verringerter Quotient aus INKT-

Zellen und CD4"-NKT-Zellen im Vergleich zur gesunden Kontroligruppe gemessen.®*



Basierend auf umfangreichen Untersuchungen an gesunden Kindern konnten 2011
erstmalig Referenzwerte fur INKT-Zellen bei Kindern kaukasischer Herkunft etabliert
werden.*® Hierbei wurde sowohl die Farbemethode mittels CD3*/Va24*/VB11*- als
auch mittels CD3"/6B11"- AK verwendet, um die iNKT-Zellen durchflusszytometrisch
zu erfassen. Die Anzahl der gemessenen INKT-Zellen war geschlechts- und
altersunabhangig. Aullerdem konnte jedoch gleichzeitig eine sehr hohe Bandbreite

an gemessenen INKT-Zellen nachgewiesen werden.*

1.3.1 Invariante NKT-Zellen bei Kindern mit HIV-Infektion

Im Rahmen einer aktiven HIV-Infektion kommt es bei erwachsenen Patienten durch
verschiedene Mechanismen zu einer deutlichen Reduktion der im peripheren Blut
messbaren iNKT-Zellen.>?>?® Die selektive INKT-Zelldepletion konnte an einer
Kohorte von 57, durch vertikale Transmission mit HIV infizierten Kindern, erstmalig
im Jahr 2002 auch fur padiatrische Patienten nachgewiesen werden.?* Die absoluten
INKT-Zellzahlen waren bei bestehender unkontrollierter Viramie und deutlicher
Abnahme der CD4°-T-Zellen, im Vergleich zur p&adiatrischen und erwachsenen
Kontrollgruppe signifikant niedriger.?* Ferner liefert die Studie von Sandberg et al.
erste Hinweise auf Zusammenhdnge zwischen gemessenem INKT-Zellniveau,
Viruslast und CD4-Zellzahl. Sowohl die absolute INKT-Zellzahl als auch die gesamte
Zahl aller CD4"-T-Lymphozyten zeigte eine umgekehrte Korrelation zur Viruslast. Die
Abnahme der iNKT-Zellzahl wiederum korrelierte stark mit der Abnahme CD4’-
Zellen.* Eine Studie aus dem Jahr 2014 mit 31 padiatrischen Patienten im Alter von
vier Monaten bis zwei Jahren ohne antiretrovirale Therapie zur Fragestellung,
inwiefern die INKT-Zellpopulation im Rahmen einer aktiven HIV-Infektion affektiert
wird, liefert ahnliche Ergebnisse.65 Die erhebliche Verminderung der INKT-Zellzahlen
in der Frihphase der HIV-Infektion sowie die Korrelation zwischen INKT-Zellzahl und
CDA4-Zellzahl konnte Ubereinstimmend mit 0.g. Ergebnissen nachgewiesen werden.
Eine Korrelation zwischen INKT-Zellzahl und Viruslast konnte hingegen nicht

hergestellt werden.%



1.3.2 Invariante NKT-Zellen und angeborener Immundefekt

Auswirkungen angeborener Defekte des lymphozytaren Systems auf die INKT-
Zellpopulation sind bisher wenig untersucht. Bei drei seltenen genetischen Defekten
(SAP-, XIAP- und ITK-Defizienz), die zur Entwicklung EBV-abhangiger
lymphoproliferativer Syndrome pradisponieren, konnten fehlende oder niedrigere

%557 Folglich scheint die spezialisierte T-

INKT-Zellzahlen gemessen werden.
Lymphozytensubpopulation eine entscheidende Rolle bezuglich
pathophysiologischer Zusammenhdnge der oben genannten Erkrankungen zu
spielen. Es wird vermutet, dass die Anfalligkeit fur EBV-abhangige,
lymphoproliferative Syndrome auf dem vorliegenden Defekt invarianter, naturlicher

Killer-T-Zellen beruht.®®

Basierend auf Untersuchungen an erwachsenen Patienten mit angeborenem
Immundefekt in Form eines common variable immunodeficiency (CVID), wird auch
bei Kindern im Rahmen dieser Immundefekterkrankung ein verminderter Anteil an
INKT-Zellen mit der pathophysiologisch relevanten Fehlfunktion der Memory-B-Zellen
in Verbindung gebrac:ht.68 Zum Einfluss weiterer, angeborener Immundefekte bei

Kindern auf die INKT-Zellpopulation liegen bislang keine Daten vor.

Beim DiGeorge-Syndrom handelt es sich um eine Auspragung des
Mikrodeletionssyndroms 22q11. Die Inzidenz dieses angeborenen Immundefekts
liegt bei 1:4000. Er beruht auf einer fehlerhaften Embryonalentwicklung der 3. und 4.
Schlundtasche. Daraus resultieren charakteristische Fehlbildungen wie Herzfehler,

6971 Das  AusmaR  der

Thymushypoplasie und  Hypoparathyreoidismus.
Thymushypoplasie bestimmt die Schwere des daraus resultierenden,
immunologischen Defizits. Bei den betroffenen Patienten sind - je nach Schweregrad
des Immundefekts - eine leicht bis stark beeintrachtigte T-Zellfunktion bzw. leicht
verminderte T-Zellzahlen bis hin zum vélligen Fehlen von T-Zellen zu beobachten.”*
™ Erkenntnisse, inwiefern im Rahmen eines DiGeorge-Syndroms die INKT-

Zellpopulation in ihrer Anzahl bzw. Funktion beeinflusst wird, existieren bislang nicht.

Ataxia teleangiectasia ist eine seltene, autosomal rezessive Erkrankung mit einer
Inzidenz von 1:40.000-100.000, der ein Defekt des ATM-Gens auf dem langen Arm
des Chromosoms 11q22-23 zugrunde Iiegt.75'?8 Das ATM-Protein besitzt als

Proteinkinase funktionell einen hohen Stellenwert fur die DNA-Reparatur, die
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Kontrolle der Zellteilung sowie die Einleitung der Apoptose.’®®! Die gestérte Funktion
der ATM-Kinase hat bei den betroffenen Patienten typischerweise eine progressive
Neurodegeneration, Teleangiektasien an Augen und Haut sowie einen Immundefekt
sowohl auf humoraler als auch auf zellulédrer Ebene zur Folge.Bz'89 Stérungen der
humoralen Immunitdt zeigen sich vor allem in Form von IgA- und IgG-
Subklassenmangel und verminderten B-Zellzahlen, Stérungen der zelluldren
Immunitat in Form von verminderten CD4*- Zellen durch eine gestérte T-
Zellreifung.?8%% Mégliche Auswirkungen des Immundefekts im Rahmen einer

Ataxia teleangiectasia auf die INKT-Zellzahl sind zur Zeit nicht bekannt.

1.4 Fragestellung

Wahrend vergleichsweise zahlreiche  Studienergebnisse Uber mdgliche
immunmodulatorische Funktionen von INKT-Zellen im murinen Modell oder zum Tell
auch beim Erwachsenen in vitro und in vivo vorliegen, gibt es lediglich vereinzelt
fundierte Erkenntnisse in Bezug auf die Aufgabe und Funktionsweise von INKT-
Zellen bei Kindern. Gleiches gilt fur reprasentative Ergebnisse, die den qualitativen
und quantitativen Stellenwert von iINKT-Zellen im kindlichen Immunsystem eindeutig

verifizieren kénnen.

In der vorliegenden Arbeit sollen zunachst die INKT-Zellzahlen bei Kindern mit
bekannter HIV-Infektion, HIV-Exposition und angeborenem Immundefekt- wie Ataxia
teleangiectatica bzw. Louis-Bar-Syndrom und DiGeorge-Syndrom- ermittelt und den
bisher etablierten Normwerten gesunder Kinder gegenlbergestellt werden. Zu
diesem Zweck konnten die in der Ambulanz flir padiatrische Immunologie und
Rheumatologie der Uniklinik Dusseldorf erhobenen INKT-Zellzahlen von insgesamt
92 HIV-infizierten und HIV-exponierten Kindern sowie von neun Kindern mit
angeborenem Immundefekt genutzt werden. Ein weiteres Ziel dieser retrospektiven
Studie besteht darin, den Einfluss von Parametern wie CD4-Zellzahl, Viruslast,
antiretroviraler Medikation oder Phanotyp auf das INKT-Zellniveau HIV-infizierter
Kinder zu analysieren. Die Kohorte der HIV-exponierten Kinder wurde im Hinblick auf
alters- und phanotyp- spezifische Unterschiede beziglich der INKT-Zellzahl
untersucht. Flr das Kollektiv der Patienten mit angeborenem Immundefekt wird die
Beschreibung des iINKT-Levels in Abhéangigkeit von weiteren spezifischen T-Zell-

Subpopulationen und unter dem Einfluss von méglichen Infektionen angestrebt.
9



2 Patienten, Material und Methoden

2.1 Studiendesign

Die vorliegende Studie basiert auf der retrospektiven Auswertung von
Patientendaten, die durch eine umfangreiche Aktenanalyse gewonnen wurden. Alle
Patienten befanden sich im Beobachtungszeitraum April 2009 bis Februar 2011
dauerhaft oder vorubergehend in arztlicher Betreuung durch die Ambulanz far
Immunologie und Rheumatologie der Klinik fur Kinder-Onkologie, -Hamatologie und
Klinische Immunologie des Universitatsklinikums Dusseldorf. Bei den erhobenen
Daten handelt es sich sowohl um Blutwerte (wie z.B. Lymphozytenzahl, T-Zell-Zahl,
INKT-Zellzahl, Viruslast, CRP) als auch um klinische Parameter (z.B. Alter,
Erkrankungsstadium, Herkunft, klinischer Infekt, Pharmakotherapie, Zeitpunkt des
Therapiestarts), die jeweils im Rahmen der routinemaliigen Untersuchung in der
immunologischen Ambulanz, erhoben wurden. Die Gesamtzahl der vorliegenden
Untersuchungsergebnisse innerhalb der einzelnen Studiengruppen begriindet sich
auf zeitlich nicht standardisierten Mehrfachmessungen pro Patient. T1 markiert
jeweils den Zeitpunkt, an dem erstmalig oben genannte Blutwerte gemessen wurden.
Der Abstand zu den gegebenenfalls vorhandenen Folgemessungen (Tx) resultiert
aus individuell angeordneten Blutenthahmen entsprechend dem klinischen Verlauf

und unterscheidet sich folglich von Patient zu Patient.

Bei der zustandigen Ethikkommission wurde fristgerecht ein Ethikvotum beantragt,
da personenbezogene Daten ausgewertet wurden. Nach Prifung des Antrags durch
die Ethikkommission wurde ein positives Ethikvotum mit der Studiennummer 3563

erteilt.
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2.2 Patientenkollektiv

2.2.1 Erworbener Immundefekt: Patienten mit HIV-Exposition oder HIV-Infektion

In das Kollektiv HIV-exponierter Patienten konnten 45 Kinder im Alter von sechs
Tagen bis drei Jahren eingeschlossen werden. Hierbei handelt es sich um 21
mannliche und 24 weibliche Patienten. Die Aktenrecherche lieferte insgesamt 116
Untersuchungszeitpunkte, an denen durch laborchemische Analysen neben
routinemaRig erhobenen Blutwerten die INKT-Zellzahl erfasst wurde. Die Anzahl der
Messungen pro Patient schwankt mit einem (T1) bis sechs (T6) Messzeitpunkten
deutlich.

Die HIV-Exposition beruhte bei allen Patienten auf einer wahrend der
Schwangerschaft und Geburt bestehenden maternalen HIV-Infektion. Da das HIV-
Transmissionsrisiko beim Uberwiegenden Teil der Patienten entsprechend den DAIG-
und OAIG- Leitlinien als niedrig eingestuft wurde, erhielten 84,4 Prozent (38 von 45)
eine Postexpositionsprophylaxe mit Zidovudin. Bei funf Kindern lag ein erhdhtes
Transmissionsrisiko vor, so dass eine eskalierte Postexpositionsprophylaxe mit einer
zweifachen (Zidovudin und Lamivudin) bzw. dreifachen (Zidovudin, Lamivudin und
Nevirapin) Prophylaxe verabreicht wurde. Bei zwei Kindern lagen keine
Informationen zur Art der Postexpositionsprophylaxe vor. Standardgerecht befanden
sich alle Patienten mindestens bis zu einem Alter von 15-18 Monaten in ambulanter
Betreuung, um das Verschwinden des miutterlichen HIV-Antikérpers im Blut des
exponierten Kindes zu registrieren und somit eine HIV-Infektion sicher ausschliel3en
zu kénnen.” Bei allen 45 Kindern konnte eine HIV-Transmission ausgeschlossen

werden.

Das Kollektiv der HIV-infizierten Patienten umfasst insgesamt 47 Patienten - davon
22 mannliche und 25 weibliche - im Alter von 8 Monaten bis 18 Jahren. Bei allen lag
eine vertikale Infektion vor. Im oben genannten Beobachtungszeitraum konnten fur
diese Patientengruppe insgesamt 326 Untersuchungszeitpunkte erfasst werden. Die
Anzahl der Messzeitpunkte pro Patient schwankte individuell stark von einer (T1) bis
hin zu 14 (T14) Messungen.

Mit Ausnahme von vier Patienten befanden sich alle Patienten, entsprechend der
Leitlinien der Deutschen und der Osterreichischen AIDS-Gesellschaft, unter
11



antiretroviraler = Kombinationstherapie.  Hierbei wurde die antiretrovirale
Pharmakotherapie bei 41 Patienten bereits wahrend des gesamten
Untersuchungszeitraums konstant durchgefihrt, wahrend bei zwei Patienten die

antiretrovirale Therapie erst innerhalb des Untersuchungszeitraums angesetzt wurde.

Fur beide oben genannte Patientenkollektive wurden folgende Aspekte fur jeden

Messzeitpunkt im Rahmen der retrospektiven Auswertung tabellarisch erfasst:

* Geburtsdatum

* Datum des Untersuchungszeitpunkts

* Alter zum Zeitpunkt der Untersuchung

* Geschlecht

* Herkunft und Phanotyp

* Viruslast zum Zeitpunkt der Untersuchung (in RNA-Kopien/ml Blut, untere
Nachweisgrenze 40 Kopien/ml)

* antiretrovirale Medikation

* klinischer Infekt

* CRP

* absolute Leukozytenzahl

* absolute und relative Lymphozytenzahl

 absolute und relative CD3"-T-Zellzahl

* absolute und relative CD3"/CD4"-T-Zellzahl

* relative INKT-Zellzahl (in %, in Bezug auf Lymphozyten pro pl bzw. pro ml)

* absolute INKT-Zellzahl (pro ml Blut)

* relative INKT-Zellzahl (in %, in Bezug auf CD3"-T-Zellen pro pl)

Die genannten Parameter wurden fur das Kollektiv der HIV-infizierten Patienten um

folgende Daten erganzt:

* Zeitpunkt des Therapiestarts
* CD3*/CD4"-Zellzahl bei Therapiestart

 Erkrankungsstadium nach CDC-Klassifikation®
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2.2.2 Angeborener Immundefekt

Patienten mit DiGeorge-Syndrom

In das Kollektiv der padiatrischen Patienten mit DiGeorge-Syndrom, die sich im
genannten Beobachtungszeitraum in Behandlung der Ambulanz fir Immunologie und
Rheumatologie der Universitatskinderklinik Dusseldorf befanden, konnten insgesamt
sechs Patienten im Alter von drei Monaten bis 16 Jahren eingeschlossen werden.
Hierbei handelte es sich um eine weibliche Patientin sowie um finf mannliche
Patienten. Bis auf einen Patienten nordafrikanischen Phanotyps, waren funf von
sechs Patienten kaukasischen Phanotyps und gleichzeitig deutscher Herkunft. Far
die genannte Patientengruppe lagen Messwerte und klinische Parameter zu
insgesamt 18 Beobachtungszeitpunkten vor. Folgende patientenbezogene Daten

wurden im Rahmen der Aktenrecherche gewonnen und tabellarisch erfasst:

* Geburtsdatum

* Datum des Untersuchungszeitpunkt

* Alter

* Geschlecht

* Herkunft

* klinischer Infekt

* CRP

* absolute Leukozytenzahl

* absolute und relative Lymphozytenzahl

* absolute und relative CD3"-T-Zellzahl

 absolute und relative CD3"/CD4+-T-Zellzahl

 absolute und relative CD45RA"/CD4"-T-Zellzahl

* relative INKT-Zellzahl (in %, in Bezug auf Lymphozyten pro pl bzw. pro ml)
* absolute INKT-Zellzahl (pro ml Blut)

* relative INKT-Zellzahl (in %, in Bezug auf CD3"-T-Zellen pro pl)

Patienten mit Ataxia teleangiectasia

Unter den sieben Patienten mit Ataxia teleangiectasia, die zum Zeitpunkt des
Studienbeginns durch die Ambulanz fur Immunologie und Rheumatologie der

Universitatskinderklinik Dusseldorf betreut wurden, befanden sich drei Patienten,
13



deren INKT-Werte durchflusszytometrisch erfasst wurden. Dementsprechend
konnten die erhobenen Daten von drei Patienten zur Analyse genutzt werden.
Hierbei handelte es sich um zwei mannliche Patienten im Alter von 22 Monaten und
sieben Jahren sowie um eine weibliche Patientin im Alter von 16 Jahren - alle
kaukasischen Phanotyps. Insgesamt wurden fur diese Patientengruppe funf
Untersuchungszeitpunkte registriert, an denen Messungen der INKT-Werte
durchgefuhrt wurden. Bei zwei Patienten lagen Daten an jeweils zwel
Messzeitpunkten (T1 und T2) vor. Entsprechend des Patientenkollektivs mit
DiGeorge-Syndrom wurden auch fir diese Patientengruppe die oben genannten

Laborwerte um klinische Parameter ergénzt und in einer Tabelle zusammengefasst.

2.3 Immunphanotypisierung der iNKT- Zellen

Alle Blutproben wurden mithilfe von EDTA antikoaguliert und innerhalb von 24
Stunden im Immun-Labor der Klinik fur Kinder-Onkologie-, -Hamatologie und
Klinische Immunologie ausgewertet. Hier wurde ein Differenzialblutbild mit
Leukozyten- und Lymphozytenzahl angefertigt. Daruber hinaus wurden die
Lymphozytensubpopulationen mittels eines FACS-Canto-Gerats (Becton Dickinson
(BD), Heidelberg, Deutschland) durchflusszytometrisch untersucht. Die Farbung der
spezifischen Populationen erfolgte mit Hilfe Fluoreszin-Isothiocyanat-, Pyhcoerithrin-
und Peridinin-Chlorophyll-Protein markierter monoklonaler Antikérper entsprechend
der Gebrauchsanweisung des Herstellers. Antikérperklone gegen folgende Epitope
wurden verwendet: CD3 (Fitc 345763 BD), CD4 (PE 345769), anti Human INKT
(6B11,BD), CD45RA (Fitc 335039 BD), CD45RO (PE 347967 BD), CD4 (Percp
345770 BE). Fur alle Farbemethoden wurden adaquate an den jeweiligen Isotypen
angepasste Kontrollen eingeschlossen. Aufgrund der sehr niedrigen Dichte an iNKT-
Zellen im peripheren Blut wurden 1-5 x 10°  Zellen im Lymphozytenfenster
ausgewertet. Die Bestimmung der INKT-Zellzahl erfolgte als prozentualer bzw.

relativer Anteil der CD3"/6B11" Zellen an den Gesamtlymphozyten.
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2.4 Ermittlung der absoluten und relativen iNKT-Zellzahl

Aus dem durchflusszytometrisch bestimmten, relativen Anteil der INKT-Zellen an den
Gesamtlymphozyten (INKT in % Lymphozyten) wurden erganzend folgende zwel

Parameter berechnet:
Die absolute INKT-Zellzahl/ml Blut (INKT/ml) als:
INKT (in % Lymphozyten) x absolute Lymphozytenzahl/ul x 1000

sowie die relative INKT-Zellzahl bezogen auf die Gesamtzahl der T-Zellen (iINKT in %
CD3)" als:

(iNKT/ml x 0,001 : absolute CD3"-Zellzahl/ ul) x 100.

2.4 Statistische Analyse

Die Datenerhebung erfolgte anhand von archivierten Patientenakten. Diese
enthielten die oben genannten Blutwerte und klinischen Parameter der Patienten der
Dusseldorfer Kinderklinik fur Immunologie im Zeitraum von April 2009 bis Februar
2011. Die Blutwerte und klinischen Parameter wurden zunachst in einer Excel-
Tabelle erfasst und jedem Patienten individuell zugeordnet. Zusatzlich wurden der
jeweilige zeitliche Abstand zum Therapiestart, das Alter zum Bestimmungszeitpunkt
und die absolute INKT-Zell-Zahl pro ml Blut sowie die relative INKT-Zellzahl in
Prozent CD3 berechnet und der Excel-Tabelle hinzugefugt.

Die in der FACS-Analyse erhobenen INKT-Werte mit dem Wert Null (2% aller
gemessenen Werte), wurden fachlich diskutiert und angesichts des repréasentativen

Stellenwertes in die statistische Analyse miteinbezogen.

Die weiterfuhrende statistische Analyse erfolgte unter Zuhilfenahme der Software
SPSS Version 20 (SPSS Inc.IBM, Armonk, USA) far Microsoft Windows. Die
Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standardabweichung angegeben. Als statistisch

signifikant wurde ein Signifikanzniveau von p< .05 angesehen.

15



Zur Auswertung kamen folgende statistische Test zur Anwendung:
T-Test
Fur den Vergleich von zwei unverbundenen Stichproben

Chi-Quadrat-Test

Zur Testung auf Unabhangigkeit zwischen zwei Merkmalen

Diagramme und Tabellen wurden unter Verwendung von Excel und SPSS erstelit.
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3 Ergebnisse

3.1 Patienten mit HIV-Exposition

Das Alter der 45 Patienten schwankt von 0,2 Monaten bis 36,2 Monaten, der
Altersmedian liegt bei 0,8 Monaten. 47% der Kinder sind weiblichen, 53%

maéannlichen Geschlechts.

Abbildung 1: Patienten mit HIV-Exposition, Geschlechterverteilung

Geschlecht

W mannlich
M weiblich

Das Patientenkollektiv kann entsprechend des Phanotyps in drei Gruppen unterteilt
werden. Demnach handelt es sich bei 53% der Kinder um einen afrikanischen, bei

29% der Kinder um einen gemischten und bei 18% der Kinder um einen

kaukasischen Phanotyp.

17



Abbildung 2: Patienten mit HIV-Exposition, Differenzierung nach Phanotyp

Phanotyp

M afrikanisch
W gemischt
O kaukasisch

3.1.1 Absolute und relative iNKT-Zellzahl

Anhand des Kollektivs HIV-exponierter Kinder (N=45) konnten unter
Berlcksichtigung der jeweils zum Erhebungszeitpunkt T1 durchgefuhrten
laborchemischen Untersuchung folgende INKT-Zellniveaus erhoben werden: Die
absolute INKT-Zellzahl schwankt zwischen 975 und 16497 Zellen pro ml Blut (MW:
4574+ 3750). Der Median liegt bei 3354 INKT-Zellen pro ml Blut. Die relative iINKT-
Zellzahl liegt zwischen 0,024 und 0,492 % an CD3"-T-Zellen (MW:0,132 +0,104), der
Median bei 0,095 % an CD3"-T-Zellen.
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Tabelle 1: INKT-Zellzahl bei HIV-exponierten Kindern

iNKT absolut iNKT relativ

(pro ml) (in %CD3)
N 45 45
Median 3354 0,095
Mittelwert 4574 0,132
Standardabweichung 3750 ,104
Minimum 975 ,024
Maximum 16497 ,492

Die relativen Zahlen invarianter NKT-Zellen in % an CD3"-T-Zellen bei Kindern mit
HIV-Exposition befinden sich - verglichen mit den 2011 durch Bienemann et al.
erhobenen Werten - insgesamt auf ahnlichem Messniveau. Eine Tendenz zu
niedrigeren INKT-Zellzahlen bei der HIV-exponierten Population zeigt sich anhand
des Mittelwerts und Medians, die ca.18% niedriger liegen als bei der Population ohne

Viruskontakt. #°

Betrachtet man die absoluten Zahlen invarianter NKT-Zellen pro ml bei HIV-
exponierten Kindern, liegen diese uber den durch Bienemann et al. publizierten
Werten. Median und Mittelwert der absoluten INKT-Zellzahl innerhalb der HIV-
exponierten Population, liegen um 20% hoher als bei der Population ohne

Virusexposi’[ic:‘nf'5

Diese Beobachtungen sind bei vergleichbarer Grée der beiden genannten
Studiengruppen vermutlich auf die Unterschiede innerhalb der Altersstruktur und der
damit verbundenen T-Zell- bzw. Gesamtlymphozytenzahl zurtckzufuhren. Bei den
Patienten der vorliegenden Studie handelt es sich um deutlich jingere Kinder
(Altersmedian: 0,8 Monate) als jene, deren INKT-Werte durch Bienemann et al.
ausgewertet wurden (Altersmedian: 10,5 Jahre). Far die jingeren Kinder sind
typischerweise hohe T-Zellzahlen anzunehmen, welche als Divisor in die Ermittlung
der relativen iNKT-Zellzahl in %CD3" eingehen und somit die oben genannte
Abweichung nach unten erklaren lassen. Als moglicher Grund fur die beobachtete
Abweichung der absoluten INKT-Zellzahl vom Normbereich bei Patienten mit HIV-
Exposition kdénnen vergleichsweise hohe Gesamtlymphozytenzahlen vermutet

werden, die als ein Faktor in die Berechnung der absoluten INKT-Zellzahl eingehen.
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3.1.2 INKT-Zellzahlen und Alter

Das mittlere Alter HIV-exponierter Kinder am Erhebungszeitpunkt (T1) betragt 4,1
Monate. 71% der Kinder sind zu diesem Zeitpunkt jinger als vier Monate alt, 29%
der Kinder sind alter als vier Monate.

Abbildung 3: Altersverteilung Patienten mit HIV-Exposition
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Um den Einfluss des Alters auf die INKT-Zellzahl zu untersuchen, wurde die
Gesamtkohorte HIV-exponierter Kinder in zwei Gruppen unterteilt. Dementsprechend
konnten 32 Kinder der Gruppe Lebensalter =<4 Monate und 13 Kinder der Gruppe

Lebensalter >4 Monate zugeordnet werden (siehe Abbildung 4).
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Abbildung 4: Absolute iINKT-Zellzahl HIV-exponierter Kinder unterschieden
nach Lebensalter <4 Monate und >4 Monate
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Anhand der vorliegenden Daten konnte unter Zuhilfenahme des t-Tests kein
signifikanter Unterschied (p= .874) zwischen den oben beschriebenen Altersgruppen

in Bezug auf die Héhe des absoluten INKT-Levels gemessen werden.

Die Darstellung der INKT-Zellzahl in Abhangigkeit vom Lebensalter zeigt eine hohe
interindividuelle Variabilitdt innerhalb der abgebildeten Altersgruppen. Tendenziell
liegt die absolute INKT-Zellzahl HIV-exponierter Kinder im Bereich von 1000 - 6000
Zellen pro ml (siehe Abbildung 5).
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Abbildung 5: Absolute iINKT-Zellzahl in Abhangigkeit vom Alter in
Lebensmonaten bei HIV-exponierten Kindern
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3.1.3 INKT-Zellzahlen und Geschlecht

Die statistische Untersuchung der mannlichen gegenuber der weiblichen
Patientengruppe in Hinblick auf die Héhe der absoluten iINKT-Zellzahl ergab keinen

signifikanten Unterschied (p=.6170).

Dementsprechend zeigte die graphische Darstellung der INKT-Zellzahlen der
mannlichen gegeniuber denjenigen der weiblichen Studiengruppe HIV-exponierter
Kinder sehr ahnliche Zellniveaus. Im Median liegen die iINKT-Werte von weiblichen
Studienteilnehmer tendenziell héher als die von mannlichen Studienteilnehmern.
Insgesamt  kénnen hieraus jedoch keine eindeutigen Hinweise auf
geschlechterspezifische Unterschiede in Hinblick auf die INKT-Zellzahl abgeleitet

werden (siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Absolute iINKT-Zellzahl HIV-exponierter Kinder mannlichen und

weiblichen Geschlechts
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3.1.4 Differenzierung nach Phanotyp

Die INKT-Zellzahlen HIV-exponierter Kinder afrikanischen Phanotyps konnten in 24
Fallen ausgewertet werden. Die gemessenen Werte fur die absolute und relative

INKT-Zellzahl sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: INKT-Zellzahl bei HIV-exponierten Kindern afrikanischen Phanotyps

iNKT absolut iNKT relativ
(pro ml) (in%CD3)
N 24 24
Median 2440 ,089
Mittelwert 3834 ,105
Standardabweichung 3120 ,078
Minimum 1030 ,035
Maximum 11850 ,388
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Die Auswertung der vorliegenden INKT-Werte der Kinder mit gemischtem Phanotyp

lieferte die in Tabelle 3 abgebildeten Ergebnisse.

Tabelle 3: INKT-Zellzahl bei HIV-exponierten Kindern gemischten Phanotyps

iNKT absolut iNKT relativ
(pro ml) (in%CD3)
N 13 13
Mittelwert 5196 172
Median 3981 ,135
Standardabweichung 4284 ,138
Minimum 975 ,024
Maximum 15312 ,492

Innerhalb der Gruppe HIV-exponierter Kinder schwankt die absolute INKT-Zellzahl
der Patienten kaukasischen Phanotyps zwischen 2350 und 16497 Zellen pro ml Blut
(MW:5783 +4549). Der Median liegt bei 5237 INKT-Zellen pro ml Blut. Die relative
iINKT-Zellzahl liegt zwischen 0,060 und 0,380% an CD3"-T-Zellen (MW:0,149
+0,100), der Median befindet sich bei 0,133% an CD3"-T-Zellen (vgl. Tabelle 4).

Tabelle 4: INKT-Zellzahlen bei HIV-exponierten Kindern kaukasischen
Phanotyps

iNKT absolut iNKT relativ

(pro ml) (in%CD3)
N 8 8
Mittelwert 5783 ,149
Median 5237 ,133
Standardabweichung 4549 ,100
Minimum 2350 ,060
Maximum 16497 ,380

Der statistische Vergleich der gemessenen absoluten INKT-Werte zwischen den drei
phénotypisch unterschiedenen Untergruppen der HIV-exponierten Studienteilnehmer
mittels t-Test ergab jewells keinen signifikanten Unterschied (gemischt/kaukasisch:
p=.773, gemischt/afrikanisch:p= .325, kaukasisch/afrikanisch:p= .288). Bei Patienten

kaukasischen Phanotyps konnten im Vergleich zur Gruppe afrikanischer Patienten
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tendenziell héhere absolute INKT-Zellzahlen gemessen werden. Die Kohorte der
kaukasischen Patienten zeichnet sich daruber hinaus im Vergleich zur Kohorte des
afrikanischen und gemischten Phanotyps durch eine deutlich geringere Spannweite
der gemessenen Werte aus. Abbildung 7 stellt diese Ergebnisse graphisch dar. Die
in dieser Abbildung mit den Ziffern 8, 17, 20, 26 und 29 gekennzeichneten Werte,

wurden in die oben genannte statistische Analyse miteinbezogen.

Abbildung 7: Vergleich absolute INKT-Zellzahl zwischen HIV-exponierten
Patienten afrikanischen, gemischten und kaukasischen Phanotyps
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3.2 Patienten mit HIV-Infektion

In das Kollektiv der Patienten mit HIV-Infektion konnten 47 Kinder eingeschlossen
werden. Das Alter der Patienten reicht von acht bis 216 Monaten, der Median liegt
bei 133 Monaten. 47% der HIV-infizierten Kinder sind mannlichen, 53% weiblichen

Geschlechts.
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Abbildung 8: HIV-infizierte Kinder, Geschlechterverteilung
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Die 47 mit dem HI-Virus infizierten Kindern konnten den drei nach Phanotyp
unterschiedenen Untergruppen: afrikanisch, gemischt oder kaukasisch zugeordnet
werden. Dementsprechend handelt es sich bei 45% der Patienten um einen
afrikanischen, bei 36% um einen gemischten und bei 19% um einen kaukasischen

Phanotyp.
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Abbildung 9: HIV-infizierte Kinder, Differenzierung nach Phanotyp
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3.2.1 Absolute und relative iNKT-Zellzahl

Far die Kohorte HIV-infizierter Kinder (N=47) konnten alle gemessenen iINKT-Werte
zum Erhebungszeitpunkt T1 zur Auswertung der iINKT-Levels genutzt werden. Die
absolute INKT-Zellzahl reicht von 0 bis 30754 Zellen pro ml Blut (MW: 4191+ 5575).
Der Median befindet sich bei 2142 INKT-Zellen pro ml Blut. Die relative INKT-Zellzahl
schwankt zwischen 0% und 2,527% an CD3"-T-Zellen (MW:0,242 +0,410), der
Median liegt bei 0,128% an CD3"-T-Zellen. Die groBe Streuung der gemessenen
INKT-Werte &aulRert sich durch gleichermalken auffallend hohe Spannweite und

Standardabweichung (vgl. Tabelle 5).
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Tabelle 5: INKT-Zellzahl bei HIV-infizierten Kindern

iNKT absolut iNKT relativ

(pro ml) (in %CD3)
N 47 47
Median 2142 0,128
Mittelwert 4191 0,242
Standardabweichung 5575 0,410
Minimum 0] 0
Maximum 30754 2,527

Folglich ist die Aussagekraft der INKT-Werte von Kindern mit HIV-Infektion im
Rahmen einer Gegenuberstellung dieser und der als normwertig erachteten iINKT-
Werten von gesunden Kindern *° eingeschrankt. Im Median weichen die anhand der
HIV-infizierten Patientengruppe gemessenen absoluten und relativen iINKT-
Zellzahlen von den bisher etablierten INKT-Werten nur geringfligig nach oben ab.
Die, sowohl! fir die relative als auch fur die absolute INKT-Zellzahl, erhobenen
Mittelwerte sind im Vergleich mit der gesunden Population um den Faktor 1,5 bis 1,6
jedoch deutlich erhéht.

3.2.2 Abhangigkeit INKT- und CD4-Zellzahl

Um den mdglichen Einfluss der Verdnderung der CD4-Zellzahl auf die Héhe der
INKT-Zellpopulation  beurteilen zu koénnen, wurde die Studienpopulation
entsprechend des vorliegenden CD4-Zellniveaus unterteilt. Analog zu den
Laborkategorien 1 und 2 der CDC-Klassifikation®® wurden die Patienten einer Gruppe
mit hohen (>500/ul) CD4-Zellzahlen und einer Gruppe mit niedrigen (200-500/ul)
CDA4-Zellzahlen zugeordnet. Die Gruppe mit hohen CD4-Zellzahlen umfasst 35
Kinder (75%), die Gruppe mit niedrigen CD4-Zellzahlen 12 Kinder (25%). Im t-Test
konnte ein statistisch signifikanter Unterschied (p= .072) zwischen den beiden
Patientenkollektiven in Bezug auf die gemessene H6he des INKT-Niveaus
festgestellt werden. Abbildung 8 veranschaulicht die auffallend hoheren INKT-
Zellzahlen bei Patienten mit CD4-Zellzahlen >500/ul im Vergleich zu Patienten mit
CD4-Zellzahlen im Bereich von 200-500/ul (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Absolute iINKT-Zellzahl HIV-infizierter Kinder bei hohem und
niedrigem CD4-Level (INKT=30754/ml ausgeschlossen)
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3.2.3 Abhangigkeit iINKT-Zellzahl und Viruslast

Als weiterer Aspekt der statistischen Auswertung wurde der Zusammenhang
zwischen der Viruslast (in Kopien HIV-RNA pro ml Blut) und der Héhe der absoluten
INKT-Zellzahl untersucht. Dies erfolgte zundchst anhand aller HIV-infizierten
Patienten mit positivem Viruslastnachweis (VL 240 Kopien/ml). Die Datenauswertung
der Patienten mit HIV-Infektion ohne Viruslastnachweis (VL <40 Kopien/ml) folgt in
Kapitel 3.3.

In die Kohorte HIV-infizierter Kinder mit messbarer Viruslast konnten insgesamt 23
Patienten eingeschlossen werden. Sie wurde nach Viruslast unterschieden in

folgende Gruppen:
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1) Viruslast <500 Kopien/ml, N= 6 (26%)
2) Viruslast >500Kopien/ml, N= 17 (74%)

Im Mittelwertvergleich fur unverbundene Stichproben unterscheiden sich die
Gruppen 1) und 2) hoch signifikant voneinander beziiglich des gemessenen iNKT-
Levels (p<.07). Im graphischen Vergleich (siehe Abbildung 11) liegen die absoluten
INKT-Werte HIV-infizierter Patienten mit niedriger HI-Viruslast deutlich héher im
Vergleich zur Patientengruppe mit hoher Viruslast. Gleichzeitig weist Gruppe 1) eine

erheblich starker ausgepragte Spannweite in Bezug auf die abgebildeten iNKT-

Zellzahlen auf.

Abbildung 11: Absolute INKT-Zellzahl HIV-infizierter Kinder in Abhdngigkeit

von der Hl-Viruslast
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3.2.4 Kasuistik Extremgruppe

Die Auswertung der zum Beobachtungszeitpunkt T1 gemessenen INKT-Werte zeigt,
dass innerhalb der Kohorte HIV-infizierter Kinder sieben Patienten besonders hohe
INKT-Werte aufweisen. Es handelt sich um drei weibliche und vier mannliche
Patienten afrikanischen Phanotyps, deren absoluten INKT-Werte jeweils im oberen
Messbereich bei 7800-30754 Zellen pro ml liegen. Alle Patienten - mit Ausnahme
Patient c) - befanden sich wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums unter
antiretroviraler Therapie, unter der sie jeweils weder klinisch noch laborchemisch
Zeichen eines Infekts bzw. einer Entzindung aufwiesen. Fur alle sieben Patienten
lagen neben der Ersterhebung (T1) weitere INKT-Werte vor. Diese wurden im
Beobachtungsverlauf an mindestens drei bis maximal funf weiteren Messzeitpunkten
im Rahmen von Folgeuntersuchungen bestimmt. Far alle Patienten innerhalb der hier
beschriebenen Extremgruppe konnten im weiteren Beobachtungsverlauf starke
individuelle Schwankungen der gemessenen absoluten INKT-Zellzahlen gezeigt
werden. Die ausgepragte Variabilitat wurde daraufhin im Kontext mit dem erhobenen

CD4-Zellniveau sowie der H6he der Viruslast untersucht.

Bei funf der sieben Patienten (Patient a-e) zeigten sich in Analogie zum iINKT-
Zellniveau deutlich schwankende CDA4-Zellzahlen. Unabhdngig von der Héhe der
Zellzahlen konnte beim Absinken des CD4-Zellniveaus zeitgleich das Absinken des
INKT-Zellniveaus beobachtet werden. Steigende CD4-Zellzahlen wurden durch das
Ansteigen der absoluten INKT-Zellzahl begleitet (vgl. Abbildungen 12-16).
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Abbildung 12: Verlaufsbeobachtung absolute iNKT-und CD4-Zellzahl bei HIV-

infizierten Kindern, Patient a), Alter zum Zeitpunkt T1: 17 Jahre
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Abbildung 13: Verlaufsbeobachtung absolute iNKT-und CD4-Zellzahl bei HIV-

infizierten Kindern, Patient b), Alter zum Zeitpunkt T1: 1 Jahr

iNKT abs pro ml

2000 ,00-

000,00

4000,00+

2000007

oo

Messzeitpunkt

2400 00

cww oud yez||sz-$ad

33



Abbildung 14: Verlaufsbeobachtung absolute iNKT-und CD4-Zellzahl bei HIV-
infizierten Kindern, Patient c), Alter zum Zeitpunkt T1: 9 Jahre
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Abbildung 15: Verlaufsbeobachtung absolute iNKT-und CD4-Zellzahl bei HIV-
infizierten Kindern, Patient d), Alter zum Zeitpunkt T1: 8 Jahre
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Abbildung 16: Verlaufsbeobachtung absolute iNKT-und CD4-Zellzahl bei HIV-
infizierten Kindern, Patient e), Alter um Zeitpunkt T1: 7 Jahre
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Die Untersuchung der Variabilitdt der INKT-Zellzahl in Zusammenschau mit der
Veranderung der Hbéhe der Viruslast zeigte keinen einheitlichen Trend. Far die
Patienten a) und e) konnte unter konsequenter antiretroviraler Therapie wahrend des
gesamten Beobachtungsverlaufs keine Viruslast nachgewiesen werden. Patient b)
wies unter ART ein gleichermalen stabiles Viruslastniveau (<500 Kopien/ml) auf. Bei
Patient c) stabilisierte sich die Viruslast im Bereich 7000-9000 Kopien/ml (ohne
antiretrovirale Medikation). Fur Patient d) konnte eine deutlich schwankende
Viruslast, mit ab dem Zeitpunkt T2 fallender Tendenz von 10.000 Kopien/ml auf
Werte <1000 bis unter die Nachweisgrenze verzeichnet werden. Die deutliche
Abnahme der Viruslast lasst sich bei diesem Patienten durch eine Anpassung des

antiretroviralen Therapieregimes erklaren.
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Angesichts der Uberwiegend geringen Schwankungsbreite der gemessenen Viruslast
im Beobachtungsverlauf der oben genannten fiunf Patienten, konnte kein
aussagekraftiges Ergebnis bezlglich des mdglichen Zusammenhangs zwischen

Viruslast und iINKT-Zellzahl formuliert werden.

3.3 Patienten mit HIV-Exposition und HIV-Infektion im Vergleich

In das Gesamtkollektiv der Kinder mit HIV-Exposition oder —Infektion wurden
insgesamt 87 Studienteilnehmer eingeschlossen. Patienten ohne Mehrfachmessung
wurden vom Kollektiv ausgeschlossen. Angesichts der beobachteten ausgepragten
Schwankungsbreite wurden die hoch variablen INKT-Zellzahlen systematisch

untersucht.

3.3.1 Untersuchung der iNKT-Zellvariabilitit und der EinflussgroRe

infektiologischer Status

Die zwei Untergruppen (HIV-Exponierte und HIV-Infizierte) des Gesamtkollektivs
zeigten in Bezug auf die Mittelwerte der absoluten INKT-Werte statistisch keinen
Unterschied (t-test fur unverbundene Stichproben: p=.235). Folglich wurde das
Gesamtkollektiv zur weiteren statistischen Analyse nach Schwankungsbreite der
INKT-Zellzahlen um mehr oder weniger als 30% im Laufe der beobachteten Zeit
(ohne Berucksichtigung der Zeitdauer) in zwei Gruppen unterschieden. Bei 56
Patienten (64%) schwankten die INKT-Werte > 30%, bei 31 Patienten (36%) liel3en

sich Schwankungen <30% beobachten.

Des Weiteren wurden die Probanden unterschieden in:

1) HIV-Exponierte ohne nachgewiesene Infektion [exponiert]

2) HIV-Infizierte ohne messbare Viruslast, d.h. <40 Viruskopien/ml, [infiziert(-)]

3) HIV-Infizierte mit messbarer Viruslast, d.h. 240 Viruskopien/ml, [infiziert(+)], wobei

die Héhe der gemessenen Viruslast keine Berticksichtigung fand.

Gruppe 1 umfasst 41 Patienten, Gruppe 2 und 3, jeweils 23 Patienten.
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Abbildung 17: Untergruppen innerhalb des Kollektivs HIV-exponierter und

infizierter Kinder
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Abbildung 18: Variabilitat der INKT-Werte in Abhdngigkeit vom
infektiologischen Status

Variahilitat

W iiber 30%
B urter 30%

257

20

15

Anzahl

10

0_

exponiert infiziert(-) infiziert(+)

Status

Die Untersuchung des Schwankungsverhaltens der gemessenen INKT-Werte
anhand von Folgemessungen lieferte folgendes Ergebnis: In Gruppe 1 weisen ca.
50% der Probanden Messwerte mit Schwankungen <30% auf, in Gruppe 3 hingegen
nur ca. 10% der Probanden, in Gruppe 2 zeigt sich ein Schwankungsverhalten, das
zwischen Gruppe 1 und 3 liegt (vgl. Abbildung 18). Die Unterscheidung der Gruppen
zueinander ist im Chi-Quadrat-Test hoch signifikant (p< .07). Im Vergleich zu den
HIV-exponierten Patienten zeichnet sich somit die Gruppe HIV-infizierter Patienten
(Gruppen 2 und 3) durch eine signifikant héhere INKT-Zellvariabilitdt aus. Folglich
scheint es im Rahmen einer manifesten HIV-Infektion zu ausgepragten

Schwankungen der INKT-Zellpopulation zu kommen.

Vergleicht man dariber hinaus das Schwankungsverhalten der absoluten INKT-

Werte von HIV-infizierten Patienten mit und ohne Viruslastnachweis, ist die iINKT-
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Zellvariabilitat bei Infizierten mit Viruslast deutlicher ausgepragt. Es lasst sich somit
feststellen, dass stark schwankende INKT-Zellzahlen mit einer hohen Viruslast
innerhalb der untersuchten Population einhergehen. Das Ausmal} der INKT-Zell-
Variabilitdt wird maligeblich durch den infektiologischen Status im Rahmen der HI-

Virusinfektion beeinflusst.

Die drei untersuchten Patientengruppen verhalten sich bezuglich der iINKT-
Zellexpression hoch signifikant. Jedoch kann die EinflussgréRRe Viruslast hierbei nicht

als Alleinstellungsmerkmal angesehen werden.

3.3.2 Analyse der absoluten iINKT-Niveaus im Gruppenvergleich und wahrend

des Beobachtungsverlaufs

Die jeweils erstmalig zum Zeitpunkt T1 erhobene, absolute INKT-Zellzahl wurde
zunachst fur die Gruppen HIV-exponierter sowie HIV-infizierter Kinder mit und ohne

Viruslastnachweis vergleichend untersucht.
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Abbildung 19: Absolute INKT-Zellzahl in Abhangigkeit vom Immunstatus zum
Beobachtungszeitpunkt T1
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Die graphische Darstellung der absoluten INKT-Werte zum Messzeitpunkt T1 im
Vergleich zwischen den abgebildeten drei Patientengruppen (siehe Abbildung 19)
zeigt sehr ahnliche INKT-Levels bei exponierten und infizierten Patienten ohne
messbare Viruslast bei gleichbleibend hoher Variabilitdt. Die gemessenen iNKT-
Zellzahlen bei HIV-infizierten Kindern mit Viruslastnachweis liegen mit 1862 iNKT-
Zellen pro ml im Median deutlich unterhalb der Vergleichsgruppe HIV-infizierter
Kinder ohne Viruslastnachweis (im Median: 2991 iINKT-Zellen pro ml).

Zunachst wurden alle drei Untergruppen mit Hilfe einer Mittelwertanalyse verglichen.
Die Mittelwertanalyse des INKT-Niveaus zum Zeitpunkt T1 bei HIV-exponierten
Patienten, sowohl im Vergleich mit HIV-infizierten Patienten mit, als auch ohne
Viruslast, zeigte im t-test fir unverbundene Stichproben keinen statistisch

signifikanten Unterschied (p=.236, p=.320).
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Die anschlielRende Mittelwertanalyse der absoluten INKT-Zellzahl zwischen HIV-
Infizierten mit und ohne nachweisbare Viruslast [ infiziert (+) vs. infiziert (-)], liefert bei
Infizierten ohne Viruslast im Mittel deutlich héhere INKT-Zellzahlen als bei Patienten
mit Viruslastnachweis, bei allerdings hohen interindividuellen Schwankungen. Die
Unterschiede erweisen sich im t-test fur unverbundene Stichproben zu den
Messzeitpunkten T1(p<.05), T2 und T3 (jeweils p<.01) als signifikant.

Analysen zum Zeitpunkt T4 sowie nachfolgender Messzeitpunkte flhrte durch die
geringe Probandenzahl zu keinen weiterfihrenden Ergebnissen und wurde daher als
nicht sinnvoll erachtet. Da der Messzeitpunkt T2 bei der vorliegenden Kohorte HIV-
exponierter Patienten nur zwanzigmal abgebildet wurde, konnten diese Daten nicht
zur statistisch aussagekraftigen Analyse genutzt werden. Folglich ergab der
Vergleich der vorhandenen Mehrfachmessungen HIV-Infizierter Studienteilnehmer

mit denen exponierter Studienteilnehmern keine belastbaren Ergebnisse.

3.4 Patienten mit DiGeorge-Syndrom

Die Gruppe der Patienten mit DiGeorge-Syndrom fiel mit 6 Patienten sehr klein aus,
nicht zuletzt aufgrund der Seltenheit des Krankheitsbildes Eine statistische Analyse
der erhobenen Messwerte ist aufgrund der geringen Probandenzahl als nicht
zielfUhrend zu betrachten. Die durch die Aktenanalyse gewonnen Informationen Uber
INKT-Zellzahlen bei Di-George-Patienten werden daher im Rahmen einer

Fallbeschreibung gesondert festgehalten und ausgewertet.

3.4.1 Fallbeschreibung iNKT-Werte bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom

Sowohl die absolute als auch die relative INKT-Zellzahl bei Patienten mit DiGeorge-
Syndrom zeigen eine ausgepragte Variabilitdt. Die absolute INKT-Zellzahl schwankt
zum Erhebungszeitpunkt T1 zwischen 195 und 36404 Zellen pro ml, die relative
INKT-Zellzahl zwischen 0,024 und 0,705 in %CD3. Mit Ausnahme von Patient Nr.4
liegen die absoluten INKT-Werte gleichermalen unterhalb eines Zellniveaus von ca.
3000 iNKT-Zellen pro ml (vgl. Abbildung 20).
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Abbildung 20: Absolute iINKT-Zellzahl bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom
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Aufgrund der ungleichmaligen Geschlechterverteilung zugunsten des maénnlichen
Geschlechts bei gleichzeitig sehr geringem Stichprobenumfang Ilasst sich keine
Aussage Uber den mdéglichen Einfluss des Geschlechts auf die INKT-Werte der hier
beschriebenen Studienpopulation treffen. Desgleichen gilt fur Aussagen uber die

maogliche Beeinflussung des INKT-Niveaus durch das Alter bzw.den Phanotyp.

Die Aktenanalyse im Hinblick auf die Fragestellung, inwiefern Infekte Auswirkungen
auf die INKT-Zellzahl bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom besitzen, lieferte keine
wegweisenden Informationen. Alle sechs Patienten waren zum
Untersuchungszeitpunkt klinisch infektfrei, laborchemische Entziindungsmarker in

Form des CRP-Wertes waren nicht nachweisbar.

Die Krankheitsverlaufe der Patienten mit den absolut gemessenen, hochsten iINKT-
Werten (Patient Nr.4 und Nr.6) werden jedoch insgesamt als komplikationsreich

geschildert. Der bekannte, klinisch schlechte Immunstatus beider Patienten wird
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laborchemisch durch eine sehr niedrige Zahl an CD4"-Zellen (173 bzw. 235 Zellen
pro mm?3) und CD45RA'CD4"-Zellen (0 bzw.35 Zellen pro mm?) untermauert. Bei
beiden Patienten lag innerhalb der Kohorte ein umgekehrtes Verhalten von iNKT-
Zellzahlen gegeniber der CD4-Zellpopulation vor. Dies zeichnet sich durch sehr
hohe bzw.hohe INKT-Zellzahlen bei gleichermalen sehr niedrigen bzw. niedrigen
Zahlen an reifen (CD4") und naiven (CD45RA"CD4")- Zellen aus (siehe Abbildungen
21 und 22).

Abbildung 21: Absolute iINKT-Zellzahl und CD4-Zellzahl bei DiGeorge-Syndrom
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Die Untersuchung der im Fall von vier Patienten vorliegenden Folgemessungen
konnte keine fur alle Patienten gultige, eindeutige Tendenz der Héhe des iINKT-
Levels in Abhangigkeit von den gemessenen reifen bzw. naiven CD4-Zellzahlen
nachweisen. Die Hoéhe der INKT-Zellzahlen zeigte sich im individuellen
Beobachtungsverlauf gleichermallen hoch variabel. Es konnte kein gerichteter
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Zusammenhang zwischen der Verdnderung der iINKT-Werte und der Veranderung

der oben genannten erfassten laborchemischen Parameter beobachtet werden.

Abbildung 22: Absolute iINKT-Zellzahl und Anzahl naiver CD45RA*CD4"-Zellen
bei DiGeorge-Syndrom
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3.5 Patienten mit Ataxia teleangiectasia

Die erfassten laborchemischen Parameter und klinischen Angaben zu den drei
Patienten mit Ataxia teleangiectasia bzw. Louis-Bar-Syndrom boten angesichts des
aulerst geringen Umfangs der Stichprobe keine adaquate Grundlage fir eine
Auswertung im Rahmen einer statistischen Analyse. Die neu gewonnen
Informationen Uber INKT-Zellzahlen bei Patienten mit angeborenem Immundefekt in

Form einer Ataxia teleangiectasia werden daher kasuistisch beschrieben.
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3.5.1 Fallbeschreibung iNKT-Werte bei Patienten mit Ataxia telangiectasia

Die anhand der drei Kinder mit Ataxia teleangiectasia gemessenen INKT-Werte
liegen zum Erhebungszeitpunkt T1 absolut zwischen 0 und 3108 Zellen pro ml bzw.
relativ zwischen 0 und 0,191 in %CD3. Die fur Patient 2 und 3 erhobenen, absoluten
INKT-Werte liegen mit 426 und 0 Zellen pro ml Blut deutlich unter dem fir Patient
Nr.1 gemessen Wert (3108 Zellen pro ml) (siehe Abbildung 23).

Abbildung 23: Absolute iINKT-Zellzahl bei Kindern mit Ataxia teleangiectasia

3.000,00

2.500,00

2.000,00

1.500,00—

iNKT abs pro ml

1.000,00

500,00

0,00~
Nr 1 NF.2 Nr.3

Patient

Bei Patient Nr.1 mit der héchsten INKT-Zellzahl innerhalb dieser Patientengruppe
handelt es sich um einen 21 Monate alten Jungen mit fulminantem Krankheitsverlauf,
der zum Zeitpunkt der Untersuchung sowohl klinisch als auch laborchemisch Zeichen

eines Infekts aufweist (CRP=13,6mg/l).

Far die oben genannten Patienten konnte der Einfluss des Alters, des Geschlechts

oder des Phéanotyps auf die INKT-Zellpopulation nicht evaluiert werden.
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Die Darstellung der durchflusszytometrisch generierten INKT-Zellzahl in
Zusammenschau mit den gemessene T-Helferzellen zeigt ein einheitliches Bild:
Patient Nr.1 weist sowohl die héchsten absoluten INKT-Zellzahlen als auch die
héchsten CD4-Zellzahlen (883 ZeIIen!mms) auf, Patient Nr. 3 besitzt gleichermalien
die niedrigsten INKT- und CD4-Zellniveaus (210 ZeIIen!mm3), die INKT- und CD4-
Zellzahlen (298 ZeIIen/mm3) von Patient Nr. 2 liegen jeweils zwischen den
Wertepaarender Patienten Nr. 1 und 3. Die oben genannten Beobachtungen sind in

Abbildung 24 graphisch dargestellt.

Abbildung 24: Absolute iINKT-Zellzahl und CD4-Zellzahl bei Patienten mit Ataxia

teleangiectasia

1000,00
]
3000.00- -
800,00
2500,00+
o
E 2000 00 oo 3
5 D
o N
8 L)
® =
= 150000 z
% 400 .00 3
- 3
3
]
1000 00— -~
S
_____ oo
500,00
L]
oo T | . -
Nr.1 Nr.2 MNr.3

Patient

Die Darstellung der gemessenen iNKT-Zellzahlen im Kontext mit den erhobenen
Zellniveaus naiver CD4-Zellen zeigt kein einheitliches Verteilungsmuster. Insgesamt
zeichnet sich die Patientengruppe durch eine sehr niedrige Anzahl CD45RA"CD4"-T-

Zellen (22-54 Zellen pro mm?) aus (siehe Abbildung 25).
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Abbildung 25: Absolute iINKT-Zellzahl und Anzahl naiver CD45RA*CD4'T-Zellen

bei Patienten mit Ataxia telangiectasia
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Far die Patienten Nr.1 und Nr.2 konnten die Verdnderung der iINKT-Werte im
Zusammenhang mit den abgebildeten immunologischen Parametern anhand von
Folgemessungen untersucht werden. Bei beiden Patienten verdnderten sich die
Parameter iINKT-Zellzahl und Anzahl an naiven CD4-Zellen gleichsinnig.
Dementsprechend ging ein Anstieg der INKT-Zellzahl (von 426 auf 1286 Zellen pro
ml) mit einem Anstieg der naiven CD4-Zellen (von 54 auf 67 Zellen pro mm?) einher,
wahrend sinkende INKT-Werte (von 3108 auf 261 Zellen pro ml) mit sinkenden

Zellniveaus naiver CD4-Zellen (von 35 auf 22 Zellen pro mm?) einhergingen.
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4 Diskussion

Repréasentative Ergebnisse, die Aufschluss uUber die Frequenz oder Funktion von
invarianten NKT-Zellen im kindlichen Immunsystem geben, sind in der Literatur nur

vereinzelt zu finden.

Die immunologische Arbeitsgruppe der Kinderklinik der HHU Disseldorf etablierte
Referenzwerte flr INKT-Zellen bei gesunden Kindern, die durch Bienemann et al.

2011 erstmalig publiziert wurden.*

Im Anschluss an die oben genannte
Verodffentlichung entstand diese retrospektive Studie, um den aktuellen
Erkenntnisstand Uber iINKT-Zellen bei gesunden Kindern auf Kinder auszuweiten,
deren Immunstatus durch erworbenen oder angeborenen Immundefekt mal3geblich
beeinflusst ist. Basierend auf der systematischen Durchsicht von umfangreichen
Patientendaten, konnten im Rahmen der retrospektiven Analyse iINKT-Werte filr
Kinder mit bekannter HIV-Infektion oder HIV-Exposition, sowie mit DiGeorge-

Syndrom oder Ataxia teleangiectasia, abgebildet werden.

Die fur die spezifische T-Zellsubpopulation typische, niedrige Frequenz im

Gesamtblut bei gleichzeitig ausgepragter Variabilitat der iINKT-Werte***°

, zeigte sich
auch in der vorliegenden Studie bei allen Patientengruppen. Der Messbereich
absoluter INKT-Zellzahlen besal} insgesamt eine enorm hohe Spannbreite, die sich
von 0 bis maximal 36404 Zellen pro ml Blut erstreckte. Die relative iINKT-Zellzahl in
%CD3 wurde zum Zweck der Vergleichbarkeit mit den Referenzwerten ebenfalls
berechnet. Fur die erhobenen iINKT-Werte der in dieser Studie untersuchten Kinder
wird konform mit Bienemann et al. jedoch die absolute INKT-Zellzahl als
richtungsweisend angesehen, um falsch niedrige relative INKT-Werte bei

49997 Dennoch ist die

altersbedingt hohen T-Zellzahlen auszuschliel3en.
Aussagekraft der durchflusszytometrisch erfassten, absoluten INKT-Werte im unteren

Messbereich durch die methodische Nachweisgrenze als limitiert zu erachten.

Die erhobenen INKT-Zellzahlen HIV-exponierter und HIV-infizierter Kinder, zeigten
teils deutliche Abweichungen von den an gesunden Kindern erhobenen
Referenzwerten. Anhand der Gruppe HIV-exponierter Kinder lielen sich
vergleichsweise niedrige, relative INKT-Werte feststellen. Bei dieser Patientengruppe

handelt es sich um junge Kinder, die typischerweise hohe T-Zellzahlen aufweisen.
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Angesichts dieser Tatsache sind die gemessenen relativen INKT-Werte in
Abhangigkeit von der T-Zellzahl als falsch niedrig einzustufen. Als Ursache fir die
Abweichung der absoluten INKT-Werte oberhalb des Normbereichs kann eine

erhdhte Gesamtlymphozytenzahl angenommen werden.

Anhand des Kollektivs HIV-infizierter Patienten konnten im Vergleich zu den
Ergebnissen von Bienemann et al. im Mittel deutlich héhere INKT-Zellzahlen
gemessen werden.** Die auffallend stark ausgepragte iINKT-Zellvariabilitdt innerhalb
der Gruppe HIV-infizierter Kinder sowie die fehlende statistische Vergleichbarkeit
zwischen den beiden Studiengruppen erlauben im Rahmen der vorliegenden Studie
jedoch keine eindeutigen Ruckschllisse auf mogliche Ursachen fir die beobachtete
Abweichung. Dennoch ist anzunehmen, dass die oben genannten Beobachtungen
auf die HI-Virusinfektion als potenzieller Einflussfaktor auf die INKT-Zell-Frequenz

und —Variabilitidt verweisen.

Die absoluten INKT-Werte der Patientengruppe mit erworbenem Immundefekt lagen
im Mittel oberhalb des Normbereichs.** Die statistische Unterscheidung zwischen der
Patientengruppe immundefizienter Kinder und der gesunder Kinder in Bezug auf die
Hoéhe der INKT-Werte konnte im Rahmen dieser retrospektiven Studie nicht geleistet
werden.*® Hierzu wire ein Studiendesign erforderlich, das sowohl die Patienten mit

Immundefekt als auch eine gesunde Vergleichsgruppe einschlief3t.

Die Frage, inwiefern das Alter die INKT-Zellpopulation bei Kindern beeinflusst, wurde
anhand des Kollektivs HIV-exponierter Patienten untersucht. Hierbei zeigten sich
keine altersspezifischen Unterschiede bezlglich der INKT-Zellfrequenz. Diese
Beobachtung stitzt wiederum die Ergebnisse der immunologischen Arbeitsgruppe
um Bienemann et al. auch insofern, dass sich die INKT-Zellpopulation hierdurch
deutlich von allen anderen routinemafig erfassten Lymphozytensubpopulationen zu
unterscheiden scheint.*” Ferner konnte im Rahmen mehrerer, vergleichbarer
Studienansatze die These stabiler INKT-Zellzahlen im individuellen Verlauf formuliert
werden.%434%.5061 Dieser Aspekt konnte anhand der vorliegenden Auswertung jedoch
nicht bestatigt werden. Stattdessen zeigen die ausgewerteten Mehrfachmessungen
teils enorme individuelle Schwankungen der iINKT-Zellzahl. Diese Beobachtung lasst
sich vermutlich vorrangig durch das im Rahmen der HI-Virusinfektion oder -

exposition, eines Immundefekts oder einer immunologisch relevanten
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medikamentdsen Therapie, stark beeinflusste Immunsystems erklaren und frifft far

alle hier untersuchten Patienten zu - wenn auch in individuellem Male.

In der Vergangenheit wurde der Einfluss ethnischer Faktoren auf die iINKT-
Zellpopulation  durch  unterschiedliche  Arbeitsgruppen  bereits = mehrfach
pc:s’tuliert.43"'6'54 Auf die Relevanz dieser Fragestellung konnte im Rahmen der
aktuellen Studie durch die Feststellung einer Tendenz zu vergleichsweise hdheren
INKT-Werten bei Kindern kaukasischen Phanotyps im Vergleich zu Kindern
afrikanischen Phanotyps verwiesen werden. Mit Hilfe der statistischen Analyse
konnten keine signifikanten Unterschiede im Hinblick auf die Anzahl invarianter NKT-
Zellen bei den - nach Phanotyp differenzierten Untergruppen HIV-exponierter

Patienten - nachgewiesen werden.

In Ubereinstimmung mit Studienergebnissen von Montoya et al., Sandberg et al.
sowie Bienemann et al. besteht auch in der vorliegenden Studie dariber hinaus kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Patienten

in Bezug auf die Hohe der invarianten NKT-Zellzahl.*>4°°7

Die in Studien von Sandberg et al. sowie von Fernandez et al. an HIV infizierten
Kindern gezeigte, deutliche selektive INKT-Zelldepletion in der Frihphase der HIV-
Infektion, war im Rahmen dieser Studie nicht nachvollziehbar.?*%* Der Zeitpunkt der
Erstinfektion mit dem HI-Virus bzw. der Therapiestart lagen bei allen
Studienteilnehmern vor April 2009 und somit vor der Einflhrung routinemafiger
INKT-Wert-Messungen per FACS-Analyse. Folglich konnten im Hinblick auf diese
Fragestellung keine INKT-Werte ausgewertet werden. Fir zuklnftige Studiendesigns
wird diese Fragestellung jedoch aufgrund der moéglichen Tragweite der Ergebnisse
als durchaus wichtig erachtet. Die routinemaRige, durchflusszytometrische Erfassung
der INKT- Zellzahl zum Zeitpunkt der Erstinfektion sowie die Durchfuhrung zeitlich
standardisierte Folgemessungen zum Beispiel in den ersten vier Monaten nach HIV-

Infektion, sind hierzu als sinnvolles Diagnostikum denkbar.

Bei HIV-infizierten Kindern konnte in der Vergangenheit in zwei Studien
gleichermaRen die Korrelation zwischen iINKT-und CD4-Zellzahl belegt werden.?*%
In Anlehnung an diese Studienergebnisse konnten im Rahmen der vorliegenden
Studie fur HIV-infizierte Kinder signifikante Unterschiede hinsichtlich des iINKT-
Niveaus in Abhangigkeit vom CD4-Level gezeigt werden. Die Patientengruppe mit
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niedrigen CD4-Zellzahlen zeichnete sich dementsprechend durch deutlich niedrigere

INKT-Zellzahlen aus im Vergleich zur Patientengruppe mit hohem CD4-Level.

Der Zusammenhang zwischen Viruslast und INKT-Zellzahl wird dagegen kontrovers
diskutiert.**® Die vorliegende retrospektive Analyse der INKT-Frequenz bei HIV-
infizierten Kindern in Abhangigkeit von der Viruslast ergab einen signifikanten
Unterschied zwischen Patienten mit schwacher und ausgepragter Viramie, so dass
fur die Patientengruppe mit niedriger Viruslast deutlich hdéhere INKT-Werte im
Vergleich zur Patientengruppe mit hoher Viruslast nachgewiesen werden konnten.
Somit stlitzen die vorliegenden Ergebnisse die Erkenntnisse Sandbergs et al. aus
dem Jahr 2002 und widersprechen gleichzeitig der 2014 publizierten These von
Fernandez et al., die keine Korrelation zwischen Viruslast und iINKT-Zellzahl

fordert.24%°

Die Auswertung und Fallbeschreibung extrem hoher INKT-Zellzahlen einzelner HIV-
infizierter Patienten konnten stimmige Beobachtungen zu oben genannten Thesen
liefern: Im individuellen Untersuchungsverlauf zeichnete sich fur alle Patienten eine
ausgepragte Variabilitdt der absoluten INKT-Zellzahl ab. Bei funf von sieben
Patienten zeigten sich die Schwankungen der INKT-Zellzahl abhangig vom CDA4-
Zellniveau. Hinweise auf einen mdglichen Zusammenhang zwischen den hoch
variablen INKT-Werten und der gemessenen Viruslast konnten nicht nachgewiesen

werden.

Als zentraler Aspekt dieser retrospektiven Studie gilt die systematische Auswertung
der INKT-Zellvariabilitdt in Abhangigkeit vom immunologischen Status im
Beobachtungsverlauf anhand eines Gesamtkollektivs von 87 HIV-exponierten und
HIV-infizierten Kindern. Nach Unterteilung des Gesamtkollektivs in die drei Gruppen:
1) HIV-Exponierte, 2) HIV-Infizierte ohne Viruslast und 3) HIV-Infizierte mit Viruslast,
konnten diese entsprechend der INKT-Zell-Variabilitdt um mehr oder weniger als
30% unterschieden werden. Die drei Gruppen unterschieden sich im Ausmal der
INKT-Zellvariabilitdt signiflkkant voneinander. Zudem konnten anhand einer
Mittelwertanalyse signifikant hdhere, absolute INKT-Zellzahl bei HIV-infizierten
Patienten ohne Viruslast - im Vergleich zur Patientengruppe mit Viruslast - gezeigt
werden. Dieser Unterschied erwies sich in bis zu drei Folgemessungen als

signifikant.
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Sowohl eine manifeste HIV-Infektion, als auch eine hohe Virusbelastung wahrend
einer aktiven HIV-Infektion sind somit nachweislich mit stark schwankenden INKT-
Werten assoziiert. Obgleich innerhalb dieser Studie entgegen der Erkenntnis
Sandbergs et al. kein direkter Zusammenhang zwischen der Héhe der Viruslast und
der Hoéhe des INKT-Levels hergestellt werden konnte, verdeutlichen die oben
genannten Beobachtungen nichtsdestotrotz den Stellenwert der EinflussgrélRe
Viruslast. Auch wenn aufgrund des aktuellen Studiendesigns lediglich der indirekte
Effekt antiretroviraler Therapie auf die INKT-Zellpopulation gezeigt werden konnte,
kann die fur Erwachsene beschriebene, relevante Einflussnahme antiretroviraler
Therapie auf die INKT-Zellstabilitat auch fur padiatrische Patienten postuliert
werden.****  Die effektive, antiretrovirale Therapie mit  konsequenten
Viruslastkontrollen wird folglich als relevantes Item zur Aufrechterhaltung der iINKT-
Zell-Homoostase bei HIV-infizierten Kindern angesehen. Ferner erscheint ein
regelmafiiges Monitoring der absoluten INKT-Zellzahl im Rahmen der turnusmafiigen
Routineuntersuchung bei HIV-exponierten und —infizierten Patienten sinnvoll. Der
Nutzen von Mehrfachmessungen der INKT-Zellzahl zur Beurteilung des iNKT-
Niveaus im Beobachtungsverlauf konnte anhand dieser Studie fir mindestens drei
Folgemessungen gezeigt werden. Die wiederholte, standardisierte Erhebung von
absoluten INKT-Zellzahlen bei HIV-infizierten Patienten als Grundlage
systematischer Analysen potenzieller Einflussfaktoren erscheint weiterhin als
wegweisend. Zuklnftig erscheint vor allem die zeitliche Standardisierung der
Messpunkte fur in Folgestudien eingeschlossene Patienten als zielfihrend. Mdgliche
relevante Messzeitpunkte stellen den Zeitpunkt zum Beispiel vor Therapiestart, zu
Therapiebeginn, 3 Monate nach Therapiebeginn dar. Darlber hinaus kénnten
drastische Veranderungen der Viruslast oder klinische Zeichen einer schweren
Infektion als mdgliche Indikation zu erneuter Bestimmung der iINKT-Zellzahl dienen

und somit die angefuhrte These untermauern.

Anhand der vorliegenden Studie konnten neue Informationen tber INKT-Zellzahlen
bei Patienten mit angeborenem Immundefekt in Form eines DiGeorge- oder Louis-
Bar-Syndroms (Ataxia teleangiectasia) gesammelt werden. Aufgrund des geringen
Umfangs der jeweiligen Studiengruppe wurden die Beobachtungen im Rahmen von

Fallbeschreibungen geschildert.
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Die durchflusszytometrisch erfassten, absoluten INKT-Zellzahlen innerhalb der
Studiengruppe mit DiGeorge-Syndrom zeichneten sich durch eine hohe Variabilitat
aus. Bei funf der sechs Patienten befanden sich die absoluten INKT-Werte auf einem
niedrigen Niveau, d.h. unterhalb 3000 Zellen pro ml Blut. Anhand zweier Patienten
mit progredientem Krankheitsverlauf konnten ein umgekehrtes Verhalten von iNKT-
Zellen zu reifen und naiven CD4"-Zellen beobachtet werden. Dies zeichnete sich
durch die hoéchsten gemessenen INKT-Werte aus bei zeitgleichem Vorhandensein
niedrigster Zahlen an CD4"-und CD45RA"CD4"-Zellen innerhalb der Studiengruppe.
Die Analyse der Folgemessungen lieferte aufgrund des begrenzten Datenumfangs

keine belastbaren Ergebnisse.

Die Auswertung der anhand der Kinder mit Ataxia teleangiectasia erhobenen iINKT-
Werte, zeigt fur zwei von drei Patienten, sehr niedrige bzw. nicht nachweisbare
Zellzahlen pro ml Blut (O und 426 iINKT-Zellen/ml). Die absoluten iINKT-Werte eines
Patienten mit fulminantem Krankheitsverlauf und deutlichen Infekizeichen zum
Zeitpunkt der Untersuchung weichen hiervon mit 3108 iINKT-Zellen pro ml stark nach
oben ab. Zeitgleich zeigt sich ein vergleichbares Verhalten fur die CD4-
Zellpopulation. Dementsprechend befinden sich die CD4-Zellzahlen bei Patient Nr. 2
und 3 auf niedrigem Niveau (210 und 298 Zellen/mm?®), wahrend die fiir Patient Nr.1
erhobene CD4-Zellzahl (883 ZeIIenfmm3) hiervon deutlich nach oben abweicht. Unter
Berlcksichtigung des Gesamtkontextes, legen diese Beobachtungen die Vermutung
nahe, dass die Abhangigkeit des iINKT-Zellniveaus von der CD4-Zellzahl auch fir die
hier abgebildeten Patienten mit Ataxia teleangiectasia, angenommen werden kann.
Fur alle drei Patienten konnten bei einmaliger Erhebung gleichermallen niedrige
Zahlen an CD45RA'CD4"-Zellen (22-54 ZeIIenfmm3) festgestellt werden. Ein Trend
beziglich des mdglichen Zusammenhangs zwischen der INKT-Zellzahl und der
Anzahl naiver CD4-Zellen, konnte hierbei nicht beschrieben werden. Anhand von
Folgemessungen konnte dennoch fir 2 von 3 Patienten ein gleichsinniges Verhalten
von iNKT-Zellzahl und CD45RA*CD4"-Zellzahl beobachtet werden. Um ein
aussagkraftiges Ergebnis in Bezug auf den mdglichen Zusammenhang zwischen den
beiden genannten T-Zellsubpopulationen formulieren zu kénnen, bedarf es jedoch

eines deutlich gréReren Patientenkollektivs.

Anhand der vorliegenden Daten der Patienten mit DiGeorge-Syndrom oder Ataxia
teleangiectasia lie@ sich keine Aussage uber den Einfluss des Alters, des
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Geschlechts oder des Phéanotyps auf die Population invarianter NKT-Zellen treffen.
Angesichts der im Rahmen dieser Studie formulierten Beobachtungen, kénnte die
standardisierte Erfassung und Verlaufsbeobachtung von INKT-Zellzahlen bei
Patienten mit DiGeorge-Syndrom oder Ataxia teleangiectasia jedoch zuklnftig als

Grundlage fur erkenntniserweiternde Folgestudien dienen.

Die zielfuhrende Analyse direkter, potenzieller Effekte medikamentdéser Therapie
oder Klinischer Infekte auf die INKT-Zellfrequenz bei allen oben genannten
Patientengruppen konnte anhand des vorliegenden Datensatzes nicht geleistet
werden. Als mdgliche Ursachen hierfur kénnen z.B. das retrospektive Studiendesign,
der geringe Umfang verzeichneter, klinischer Infekte, die fehlende Klassifikation des
Infekts (z.B. bakteriell vs. viral), die Vielzahl an potenziellen Einflussfaktoren sowie
die mangelnde Erfassung von INKT-Zellzahlen in zeitichem Zusammenhang mit

medikamentésen Interventionen, angefuhrt werden.

Basierend, auf den im Rahmen dieser Arbeit formulierten Ergebnisse und der
kritischen Auseinandersetzung mit den vorliegenden methodischen Limitationen,
liefert diese Arbeit den Impuls fur weiterfiihrende Studien zur Klarung ausstehender,
wissenschaftlich relevanter Fragestellungen im Hinblick auf die INKT-Zell-Frequenz

und — Funktion im kindlichen Immunsystem.
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5 Zusammenfassunq

In der vorliegenden Studie konnten durch die systematische Analyse von
patientenbezogenen Daten, absolute und relative INKT-Zellzahlen fur Kinder mit
erworbenem Immundefekt - in Form einer HIV-Infektion bzw. —Exposition - sowie mit
angeborenem Immundefekt - in Form eines DiGeorge-Syndroms bzw. einer Ataxia
teleangiectasia - erhoben werden. Die fur die INKT-Zellpopulation typische niedrige
Frequenz bei ausgepragter Variabilitdt der INKT-Werte konnte fur alle
Patientengruppen dokumentiert werden. Es konnten keine signifikanten, alters-
geschlechts,- oder phanotyp- spezifischen Unterschiede beziglich des INKT-
Zellniveaus festgestellt werden. Da keine eindeutigen Hinweise auf altersbedingte
Referenzbereiche fur die INKT-Zellpopulation vorliegen, scheint sich der Verdacht,
dass sich die invarianten NKT-Zellen in diesem Aspekt von allen anderen
routinemalRig erfassten Lymphozytensubpopulationen unterscheiden, zu erharten.
Anhand des Kollektivs HIV-infizierter Kinder konnte der Einfluss sowohl der CD4"-
Zellzahl als auch der Viruslast auf die INKT-Zellzahl bestatigt werden. Die Hoéhe der
INKT-Zellzahl bei HIV-infizierten Kindern unterscheidet sich signifikant zwischen den
Patientengruppen mit niedriger und hoher CD4"-Zellzahl bzw. Viruslast. Als zentrales
Ergebnis dieser Studie gilt darliber hinaus der Nachweis, dass zum einen eine aktive
HIV-Infektion bei Kindern, zum anderen eine messbare Viruslast im Rahmen der
Infektion, relevante EinflussgréRen auf die iINKT-Zell-Variabilitat reprasentieren und
signifikante Unterschiede bezuglich der INKT-Zellzahl bedingen. Die effektive
antiretrovirale Therapie mit regelmaRigen Kontrollen der Viruslast, stellt somit eine
essenzielle MalBnahme zur Aufrechterhaltung der INKT-Zell-Stabilitat dar. Ein
regelmafiiges Monitoring der absoluten INKT-Zellzahl im Rahmen der turnusmafiigen
Routinekontrollen sowie zeitlich standardisierte Folgemessungen erscheinen im
klinischen Alltag bzw. als methodische Grundlage fur mégliche Folgestudien als
durchaus sinnvolles Vorgehen. Die Fallbeschreibungen liefern neue Informationen
Uber die INKT-Zell-Frequenz bei Patienten mit DiGeorge-Syndrom bzw. Ataxia
teleangiectasia, so dass somit ein Beitrag zur Erweiterung der bislang sehr
begrenzten Datenlage zur Thematik - INKT-Zellzahlen bei Kindern mit angeborenem
Immundefekt - geleistet werden konnte. Die in der retrospektiven Analyse ermittelten
Ergebnisse sollten nach Médglichkeit durch prospektive multizentrische Studien

Uberprift und erganzt werden.
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