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Einleitung

1. EINLEITUNG
1.1 Das Human Immunodeficiency Virus
1.1.1 Molekularbiologie des HIV

HIV ist ein Retrovirus innerhalb der Familie der Lentiviren. Die HIV-Viruspartikel
sind im Durchmesser ca. 100nm grof3 und von einer Lipoproteinhtlle umgeben, in
welche neben Glykoproteinkomplexen auch verschiedene Proteine der Wirtszelle
inkorporiert werden. Dazu gehoren auch die HLA Klasse |- und Il-Moleklle, wie
auch Adhasionsproteine zum Anheften an andere Zielzellen. Das ,core antigen®

enthalt zwei Kopien der HIV-RNA, die als Protein-Nukleinsaurekomplex vorliegen.

1.1.2. Das HIV-Genom

Klassisches Aufbauschema des retroviralen Genoms ist 5’LTR-gag-pol-env-LTR
3’. Dabei sind die LTR (,long-terminal repeat®) Regionen diejenigen Teile, die bei
der Integration beidseitig mit der zellularen DNA verbunden werden. Die drei Gene
gag (,group antigen®), pol (,polymerase“) und env (,envelope®) sind die fir die
Replikation entscheidenden Gene. Daneben sind bei HIV-1 noch sechs weitere
sogenannte akzessorische Gene zu finden, die eher regulatorische Funktionen

Ubernehmen.
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1.2 Verlauf der HIV-Infektion bei Kindern und Unterschiede zu
Erwachsenen
1.2.1 Transmission

Wahrend man im Erwachsenenalter vom horizontalen Ubertragungsweg per
Transfusion, Geschlechtsverkehr oder Drogenmissbrauch spricht, wird der
Uberwiegende Anteil der Kinder (>95%) vertikal durch perinatale Ubertragung des
Virus von der Mutter auf das Kind infiziert. Horizontale Infektionen spielen als
Transmissionsweg in den westlichen Landern aufgrund verbesserter

Screeninguntersuchungen keine Rolle mehr.

Viruslast und Erkrankungsstadium der Mutter in der Schwangerschaft spielen bei
der vertikalen Infektion fir die Transmissionswahrscheinlichkeit eine wichtige Rolle
(Weiser, 1994; Dickover, 1996; Sperling, 1996). Da die Viruslast unmittelbar mit
der Menge der Uubertragenen Viren korreliert, stellt diese den wichtigeren
Risikofaktor dar (Mofenson, 1999; Garcia, 1999). Je nach Zeitpunkt der
Ubertragung spricht man von einer Ubertragung in utero, peri- oder intrapartal und
postpartal (Mofenson, 1997a; Rouzioux, 1995).

Ohne Behandlung liegt die Transmissionsrate des HI-Virus von der Mutter auf das
Kind in Europa bei 15-20% (Grosch-Worner, 1993; The European Collaborative
Study, 1994). Durch Erkenntnisse Uber die Charakteristika der vertikalen
Transmission konnte eine Transmissionsprophylaxe durch verschiedene
Malnahmen entwickelt werden, die die Transmissionsrate auf <2% senken kann
(Kind, 1998; Mandelbrot, 1998; Feiterna-Sperling, 1999; Grosch-Wdérner, 2000).

1.2.2 Natiirlicher Verlauf

Bei der vertikalen HIV-Infektion wird ein bimodaler Verlauf beobachtet ( The
European Collaborative Study, 1994; Blanche, 1997): Bei etwa 75-90% der
infizierten Kinder zeigt sich ein Verlauf der Infektion mit mittlerer
Progressionsdauer von > 5 Jahren bis zum Auftreten AIDS definierender

Symptomatik, bei einem kleineren Teil der Kinder (10-25%) muss eine schnellere
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Progression mit AIDS definierender Symptomatik oder tédlichem Verlauf noch
innerhalb des ersten Lebensjahres festgestellt werden. Als Ursachen flr diesen
bimodalen Verlauf werden die unterschiedlichen Infektionszeitpunkte
angenommen. DarlUberhinaus haben Faktoren wie Viruslast (Rich, 2000),
Zelltropismus (Mas, 1999) und vorbestehende Resistenzen von HIV gegeniber
antiretroviralen Medikamenten (The Italian Register for HIV infection in children,
1999) Einfluss auf die Progression der Erkrankung. Inzwischen ist vor allem die

Effizienz der antiretroviralen Therapie entscheidend fur die Krankheitsprogression.

1.2.3 Virusdynamik

Die Virusdynamik bei HIV-infizierten Kindern unterscheidet sich wesentlich von der
innerhalb weniger Monate nach akuter Infektion schnellen Abnahme der Viruslast
des unbehandelten Erwachsenen (Graziosi, 1993; Henrard, 1995): Nach niedriger
Viruslast bei Geburt (< 10000 Kopien/ml), kommt es innerhalb der ersten 1-2
Lebensmonate bei unbehandelten Kindern zu einer extremen Zunahme der
Virusreplikation (>100000 Kopien/ml), die danach nur sehr zdgerlich abnimmt:
0,6logo/Jahr in 12-24 Monaten, danach 0,3logi¢/Jahr bis zum 4.-5. Lebensjahr
(Mclntosh, 1996; Shearer, 1997). Die Grunde hierfur durften wohl vor allem in der
Unfahigkeit des unreifen Immunsystems im Kindesalter, eine HIV spezifische

Immunantwort zu entwickeln, liegen.

1.2.4 Klinik

Die im Erwachsenenalter typische Manifestation einer akuten HIV-Infektion mit
Fieber, Halsschmerzen, Lymphadenopathie und mononukleoseahnlichem
Krankheitsbild fehlt beim HIV-infizierten Kind. Typisch sind vielmehr spezielle
klinische Manifestationen, insbesondere Infektionen (Principi, 1991), die
entsprechend in die CDC-Klassifikation der HIV-Infektion im Kindesalter eingehen
(Centers of Disease Control and Prevention, 1994). Allerdings werden diese meist
nur noch bei Sauglingen oder Kindern festgestellt, die keinen Zugang zu

Medikamenten haben. Unter effektiver antiretroviraler Therapie sind
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opportunistische Infektionen eine Seltenheit geworden. Wachstum und somatische
Entwicklung sind bei unbehandelten HIV-infizierten Kindern haufig retardiert (The
European Collaborative Study Group, 1994) und beinhalten Storungen der
endokrinen Systeme, des Gastrointestinaltrakts und des Energiehaushaltes sowie

der Zytokinproduktion.

1.2.5 Diagnose und Klassifikation

Da passiv auf das Kind Ubertragene mutterliche HIV-Antikérper bis zu 18 Monate
nach Geburt nachgewiesen werden kdnnen, sollte der direkte Nachweis einer HIV-
Infektion nach Geburt mittels PCR erfolgen. Hiermit kdnnen innerhalb der ersten
24 Stunden nach Geburt 38% infizierte Kinder detektiert werden. Nach einem
Monat sind 96% der infizierten Kinder positiv (Dunn, 1995). Allerdings entgehen
die in Europa weniger pravalenten HIV-1 Subtypen A, C-H und O in der
konventionellen PCR Reaktion dem Nachweis. Um bei einem exponierten Kind die
HIV-Infektion endgliltig auszuschlieRen, muss das Verschwinden der mutterlichen
IgG Antikorper (Seroreversion) dokumentiert werden.

Die Stadieneinteilung der HIV-Infektion im Kindesalter erfolgt nach virologischer
Diagnose aufgrund klinischer und immunologischer Befunde mit einer

altersabhangigen Bewertung der CD4 Zahl.

1.3 Auseinandersetzung des T-Zellsystems im Kindesalter mit der
HIV-Infektion
1.3.1 T-Zell Effektorfunktion und antivirale T-Zellimmunitét

T-Zellen stehen im Zentrum der HIV Immunpathologie. Die Rolle der T-Zellen ist
dabei ambivalent. Einerseits sind sie Zielzellen des HI-Virus und zentraler
Angriffspunkt der Infektion, andererseits sind sie unverzichtbar fur die antivirale
Immunitat. Wahrend HIV im Erwachsenenalter eine ausgereiftes Immunsystem

infiziert, sind Kenntnisse Uber die T-Zellontogenese und die spezielle,

12
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altersabhangige T-Zellpysiologie die Voraussetzung flr das Verstandnis der HIV
induzierten Veranderungen im Kindesalter.

So weisen verschiedene in vitro Untersuchungen auf eine Unreife der
Effektorfunktion neonataler T-Zellen hin: im Vergleich zu T-Zellen Erwachsener
proliferieren neonatale T-Zellen nach Bindung des TZR unzureichend (Gerli, 1989;
Miscia, 1999), Zytokinproduktion und Zytotoxizitat nach Aktivierung sind reduziert
(Chalemers, 1998; Lubens, 1982) und Helferzellfunktionen sind eingeschrankt
(Clerici, 1993). So besteht im Neugeborenenalter bei immunologisch gesunden
Kindern die Neigung zu schweren und fatalen Infektionen. Anders als der
Erwachsene konnen Kinder wohl daher auch die Viruslast nicht initial senken und
HIV infizierte Zellen nicht gleichermallen wie Erwachsene effektiv eliminieren.
Zwar sind funktionell aktive HIV-spezifische CD8 Zellen sowohl bei exponierten,
nicht infizierten als auch bei infizierten Kindern nachgewiesen worden (Cheynier,
1992; Rowland-Jones, 1993), sie scheinen aber weniger Aktivitat als im
Erwachsenenalter zu besitzen (Luzuriaga, 1997; Wasik, 1999). So ist bei Kindern

von einer verminderten antiviralen Immunitat gegenuber HIV auszugehen.

1.3.2 T-Zell Aktivierung und CD28 Kostimulation

Die Aktivierung von T-Zellen ist Voraussetzung flr eine effektive T-Zellfunktion.
Dazu sind zwei Signale erforderlich: das erste Signal dient der Antigenerkennung
durch den TZR. Dieses Signal fuhrt zur Anergie der T-Zelle, falls nicht ein zweites
Signal von der antigenprasentierenden Zelle (APZ) an die T-Zelle gegeben wird,
welches als Kostimulation bezeichnet wird. Das wichtigste kostimulatorische
Molekul auf T-Zellen ist das Glykoprotein CD28. CD28 ist wesentlich an der
Ausbildung der sogenanten Immunsynapse beteiligt, die fur die Interaktion
zwischen APZ und der T-Zelle notwendig ist (Viola, 1999). Stimulation durch CD28
induziert das intrazellulare anti-apoptotische Protein Bcl-xL. Die CD28 Expression
stellt daher eine wichtige Grundlage fiir das Uberleben von T-Zellen dar (Boise,
1995). Ein Verlust der CD28 Expression insbesondere auf CD8 Zellen ist bei HIV
infizierten Erwachsenen und Sauglingen beobachtet worden (Lewis, 1994,
Jennings, 1994).

13
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1.3.3 HIV-spezifische CD8 Zellen

HIV-spezifischen CD8 Zellen wird in der immunologischen Abwehr der HIV-
Infektion eine Schllsselrolle zugeordnet, wenngleich sie jedoch nicht in der Lage
sind die Virusinfektion vollstandig zu kontrollieren und eine Krankheitsprogression
letztendlich zu verhindern. Es wird von einer inversen Korrelation zwischen Anzahl
der HIV-spezifischen CTL und Viruslast berichtet (Betts, 1999; Borrow 1994;
Buseyne, 2002a; Edwards 2002; Koup, 1994; Ogg, 1998). Dennoch gibt es
verschiedene Indizien daflir, dass diese Zellen alleine nicht in der Lage sind das
Virus zu eliminieren (reviewed von Lieberman, 2001). Das Verstandnis der Rolle
und der Immunpathogenese von HIV-spezifischen CD8 Zellen ist essentiell fur

eine immunologische Intervention bei HIV.

1.3.4 Die Rolle von Interleukin 2 und Interferon y

Interleukin 2 hat bei der HIV-Infektion mehrere, fur den Krankheitverlauf gunstige,
immunmodulatorische Funktionen. Daher wurde in mehreren Studien HIV-
positiven Patienten neben HAART noch zusatzlich IL-2 verabreicht. Bei diesen
Patienten zeigten sich signifikante Veranderungen wie ein Anstieg der CD4 Zahl
und eine Abnahme der Viruslast (De Paoli, 2001; Emery, 2000), eine Abnahme
der Apoptose der CD4 Zellen (Caggiari, 2000; Pandolfi, 2000), sowie ein Anstieg
von Interleukin 7 und eine Besserung der klinischen Symptome (Marchetti, 2002).
Interferon y wird positiv mit der CD4 Zahl, negativ mit der Viruslast, sowie mit einer
verminderten Krankheitsprogression assoziiert (Bailer, 1999). Dies wird auf die
Eigenschaft von IFNy, MHC Il -Molekile und somit die Antigenprasentation
hochzuregulieren, zurlckgefuhrt (Sarol, 2002; Steimle, 1994). Darlberhinaus
besitzt es Eigenschaften wie die Aktivierung von Makrophagen (Dayton, 1985), die
vermehrte Herstellung antiviraler Proteine (Guidotti, 1996), die Vermehrung der
HLA Klasse | und Il -Molekule an der Zelloberflache, wie auch eine VergréfRerung
des Repertoires der durch die HLA-Klasse | prasentierten Peptide (Schreiber,
2003).

14
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So erflllen die beiden Zytokine Interleukin 2 und Interferon y im Zusammenspiel
der zellular vermittelten Immunantwort Uberaus wichtige Funktionen und haben bei

der HIV-Infektion wichtige Bedeutung fur die Prognose.

1.4 Vergleichbarkeit zu anderen chronischen Viruserkrankungen

wie Hepatitis

Die Hepatitis B Infektion wird bei Infektion im Erwachsenenalter nur in einem
geringen Teil zu einer chronischen Erkrankung. Im Falle einer erfolgreichen
Eradikation des Virus bei einer selbstlimitierten Hepatitis spielen multispezifische
zytotoxische T-Lymphozyten, die gegen zahlreiche HBV-Proteine gerichtet sind
und Zytokine wie Interferon y und Tumornekrosefaktor o produzieren, eine grof3e
Rolle (Chisari, 1995; Guidotti, 1996). Andererseits sind CD4 und CD8 Antworten
kaum oder gar nicht nachweisbar, wenn es dem Immunsystem des Patienten nicht
gelingt, das Virus spontan zu eliminieren. Kinder, die transplazentar infiziert
werden, verfugen Uber kein ausgereiftes Immunsystem und so fehlen
Moglichkeiten, das Virus effektiv zu bekampfen, was in uber 90% der Falle eine
chronische Hepatitis-Infektion zur Folge hat (Chisari, 1995). Die chronische
Hepatitis- und die HIV-Infektion haben mit anderen chronischen
Viruserkrankungen gemein, dass sich das Immunsystem des infizierten Patienten
ein Leben lang mit der chronischen Virusinfektion auseinandersetzen muss. Und
obwohl der Koérper immer mit den gleichen Mitteln, wie beispielsweise Virus-
spezifischen CD8 Zellen, gegen die Infektion ankampft, gibt es je nach Art der
Virusinfektion Unterschiede in der zellularen Immunantwort. So zeigen die Virus-
spezifischen CD8 Zellen zum Beispiel verschieden vorherrschende
Differenzierungsstadien auf und sind auch funktionell hinsichtlich ihrer Zytotoxizitat
(Perforin, Granzyme A, zytotoxische Granula und Lysosomen) unterschiedlich
potent (Appay, 2002). In dieser Arbeit wird ein Vergleich zwischen speziellen
Immunantwortmustern HIV-infizierter Kinder und Kinder mit chronischer Hepatits B

angestellt.
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1.5 Fragestellung dieser Dissertation

Moglicherweise sind die funktionellen Eigenschaften von CD8 T-Zellen
(Zytokinproduktion) und die antigenspezifische T-Zell-Immunitat bei HIV-infizierten
Kindern unter HAART entscheidend fur den Verlauf der HIV-Infektion. CD8 Zellen
werden entsprechend ihrer Expression der Oberflachenmarker CD27 und CD28 in
naive, intermediare und terminal differenzierte CD8 Zellen unterteilt. Unsere
Arbeitsgruppe hat bereits gezeigt, dass die Population der CD8'CD28" T-Zellen
bei Kindern auch unter Therapie auf Dauer expandiert ist. In dieser Arbeit wird die
Antigenspezifitat und die Zytokinproduktion dieser expandierten Zellen untersucht

und es werden folgende Fragen bearbeitet:

I. Zur Antigenspezifitat terminal differenzierter CD8 Zellen

1. Wie viele tetramerpositive HIV-gag- und HIV-pol-spezifische CD8 T-

Lymphozyten lassen sich bei HIV-infizierten Kindern detektieren?

2. Wie viele der tetramerpositiven HIV-gag- und HIV-pol-spezifischen CD8

Zellen sind terminal ausdifferenziert?

3. Gibt es eine Korrelation zwischen tetramerpositiven HIV-spezifischen CD8
T-Lymphozyten und
a. Alter
klinischem Stadium
CD4 Zahl

Viruslast

® o 0 T

Therapie ?

4. Gibt es Unterschiede zwischen Kindern und Erwachsenen in der

Ausdifferenzierung tetramerpositiver HIV-spezifischer CD8 Zellen ?

5. Lassen sich doppeltnegative (CD4°CD8) tetramerpositive HIV-spezifische

Lymphozyten nachweisen?

16
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[I. Zur Zytokinproduktion terminal differenzierter CD8 Zellen

1.

Wie ist der prozentuale Anteil terminal differenzierter CD8 Zellen bezogen
auf die gesamte CD8 Population bei HIV-infizierten Kindern im Vergleich
mit einer anderen chronischen Virusinfektion (Hepatits) und mit gesunden

Kontrollen?

Welche Zytokine werden nach Stimulation durch terminal ausdifferenzierte
CD8 Zellen bei HIV-infizierten Kindern im Vergleich zu den Kontrollen

produziert?

Gibt es eine Korrelation zwischen zytokinproduzierenden terminal
ausdifferenzierten bzw. naiv/intermediaren CD8 Zellen und
a. Alter
klinischem Stadium
Immunstatus (CD4 Zahl)

Viruslast

® o 0 T

Therapie ?

17
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2. PATIENTEN UND METHODEN
21 Nachweis HIV-spezifischer T-Zellen mittels MHC-Tetrameren
2.1.1 Patiententibersicht

Die Detektion HIV-spezifischer CD8 T-Zellen mittels so genannter MHC-Tetramere
ist nur bei Blutproben von Patienten mit dem Genotyp HLA A02 mdglich. Deshalb
wurden zunachst Natriumheparinblutproben von Patienten der HIV-Ambulanz der
Universitatskinderklinik Dusseldorf, sowie Proben von HIV-Patienten der
Padiatrischen Pneumologie und Neonatologie der Medizinischen Hochschule
Hannover und der Immundefekt-Ambulanz im Dr. von Haunersches Kinderspital
des Klinikums Innenstadt der Ludwig Maximillians Universitat Muanchen im
Kinderimmunlabor der Universitatskinderklinik Dusseldorf auf ihren HLA-Typ
untersucht. Dies geschah mittels einer entsprechenden Farbung mit fur HLA A02
spezifischen monoklonalen Antikorpern und anschlie3ender
durchflusszytometrischen Messung (siehe 2.1.2).

Insgesamt wurden 69 padiatrische HIV-Patienten auf HLA AO2 untersucht. Von 13
(9,7 £ 3,8 Jahre) der insgesamt 21 HLA AOQ2 typisierten Patienten, davon sieben
aus Dusseldorf, vier aus Hannover und zwei aus Minchen, wurde dann, zwischen
Oktober 2002 und Mai 2004, wiederum Natriumheparinblut fir die eigentliche
MHC-Tetrameruntersuchung entnommen (siehe Tabelle). Alle Blutproben wurden
innerhalb eines Zeitraums von maximal 14 Stunden nach Blutentnahme im Labor
weiterverarbeitet.

Alle 13 mit MHC-Tetrameren untersuchten Patienten sind vertikal HIV-infiziert.
Nach immunologischen Kategorien der CDC Klassifikation befanden sich zum
Zeitpunkt der Blutenthahme 8 Patienten im Stadium 1, 3 im Stadium 2 und 2

Patienten im Stadium 3.
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Tabelle 1 - Ubersicht der Proben fiir Tetrameruntersuchungen

Anzahl auf HLA A02

davon HLA davon mit MHC-
untersuchter HIV-positiver A02 positiv Tetrameren untersucht
Kinder

Universitatskinderklinik Diisseldorf 52 12 7
Kinderklinik Medizinische

9 4 4
Hochschule Hannover
Kinderspital LMU Miinchen 8 5 2
Gesamt 69 21 13

Tabelle 2 - Ubersicht der HIV-Patienten fiir Tetrameruntersuchungen

Patient Geschlecht Alter CcDC Therapie
01K w 43 A1 AZT, 3TC, NFV
02K w 6,7 A1 EFV, LPV/Ir
05K M 18,3 B2 AZT, 3TC, EFV
22K M 7.1 A2 ddl, d4T
24K M 4,7 A1 Keine
25K W 7.8 B2 ddl, d4T, NFV
33K M 8,7 A2 AZT, 3TC, NFV
35K W 7,6 C1 d4T, 3TC, EFV
36K M 15,3 B2 AZT, ddC, NFV
37K M 15,5 C2 ABC, d4T, NVP
38K w 8,4 A3 ddl, d4T, EFV,
39K M 5,6 B2 AZT, 3TC, LPVIr
40K M 16,1 A3 ddl, d4T, LPV/r

Zusatzlich wurden noch Blutproben von sechs erwachsenen HLA A02 positiven
horizontal infizierten HIV-Patienten aus der HIV-Ambulanz des

Universitatsklinikums Dusseldorf mit Tetrameren untersucht.
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2.1.2 Detektion HLA A02 positiver Patienten

FUr die Untersuchung zur Feststellung, ob die Patienten HLA A02 positiv sind,
wurde jeweils 100 pl Vollblut in zwei FACS-R6hrchen, von dem in einem 20ul HLA
A02 spezifischer monoklonaler Antikdrper (anti-human HLA-A2 Klon BB7.2, FITC,
Becton Dickinson, San Jose, USA) vorgelegt wurde und das andere als
mitgefuhrte Negativkontrolle diente, pipettiert. Nach Durchmischen mit dem
Vortexgerat (VFZ IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., Deutschland) und 10 Minuten
Inkubation in Dunkelheit bei Raumtemperatur wurde jedem Rohrchen 2ml Lysing-
Solution (FACS Lysing Solution, Becton Dickinson, San Jose, USA) hinzugegeben
und der Inhalt der Réhrchen nochmals durchmischt. 10 minutiger Inkubation in
Dunkelheit und Raumtemperatur folgte dann eine Zentrifugation bei 350g (1270
U/min) mit Bremse fur 7 Minuten. Das erhaltene Zellpellet wurde anschlie3end
noch zweimal mit jeweils 3ml PBS (PBS-Puffer pH 7,3, SERAG Wiessner, Naila,
Deutschland) bei gleichen Einstellungen der Zentrifuge gewaschen, bevor sich
dann die durchfluRzytometrische Messung anschloss, wozu das erhaltene
Zellpellet mit 200ul PBS resuspendiert wurde (Prinzip der Durchfusszytomtrie
siehe 2.1.4).

2.1.3 Farbung mit MHC-Tetrameren und Oberflachenmarkern

2.1.3.1 Prinzip der MHC — Klasse | - Tetramere

In der Regel erkennen T-Zellen Peptide von Erregern, Tumoren oder eigenen
Abbauprodukten, wenn diese an Major Histokompatibilitats Komplex — Molekulen
(MHC-Molekule) auf der Oberflache von Antigenprasentierenden Zellen (APCs)
oder von ,target cells“ gebunden sind, wobei die Erkennung sowohl fur das
Antigen als auch fur das MHC-Allel spezifisch ist. So ist es mdoglich, antigen-
spezifische Zellen durch das Binden an I6slichen mit Fluoreszenzfarbstoff
versehenen Peptid — MHC — Komplexen zu identifizieren. Dabei haben Komplexe
in Form der Tetramere (vier MHC-Molekule) bessere Bindungseigenschaften am

T-Zellrezeptor (TZR) als Monomere oder Dimere gezeigt.
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Die hier verwendeten MHC-Tetramere sind mit den Peptiden HIV gag77-ss bzw.

HIV pols7e-484, sowie dem Fluoreszenzmarker Phycoerythrin (PE) versehen.

HIV GAG/POL

53333

HLA Klasse A02

§ :

Fluoreszenz

Abbildung 1 - Schema MHC-Tetramer

2.1.3.2 Farbeprozedur mit Tetrameren und monoklonalen Antikérpern fiir die

anschlieBende Durchflusszytometrie

Die Farbungen erfolgten mit den oben beschriebenen iTAGg™ MHC-Tetrameren
(HIV gag — Peptide SLYNTVATL; HIV pol — Peptide ILKEPVHGV) von Beckman
Coulter Inc. (Fullerton, Kalifornien, USA), sowie monoklonalen Antikdrpern von
Becton Dickinson (BD; Biosciences San Jose, Kalifornien, USA) und Immunotech

(Imm; Marseille, Frankreich) in folgenden Kombinationen:

o MHC-Tetramer gag PE (5ul) / anti CD8 PerCP BD (10ul) / anti CD28 FITC BD (10pl)

o MHC-Tetramer gag PE (5ul) / anti CD8 PerCP BD (10ul) / anti CD27 FITC Imm (20ul) / anti
CD28 FITC BD (10ul)

o MHC-Tetramer pol PE (5ul) / anti CD8 PerCP BD (10ul) / anti CD28 FITC BD (10ul)

o MHC-Tetramer pol PE (5ul) / anti CD8 PerCP BD (10pl) / anti CD27 FITC Imm (20ul) / anti
CD28 FITC BD (10ul)

o MHC-Tetramer gag PE (5ul) / anti CD3 PerCP BD (10pl) / anti CD4 FITC BD (10ul) / anti
CD8 FITC BD (10ul)

21



Patienten und Methoden

o MHC-Tetramer pol PE (5ul) / anti CD3 PerCP BD (10pl) / anti CD4 FITC BD (10pl) / anti
CD8 FITC BD (10ul)

Als Negativkontrolle wurde eine zusatzliche Farbung mit Maus-IgG (20ul 1gG+
FITC / 1gG2s PE - Simultest™ v,/y,, und 10 pl Mouse y1 PerCP; beides BD

Biosciences San Jose, Kalifornien, USA) mitgefuhrt.

Zu den in FACS-Ro6hrchen befindlichen Antikérper- und Tetramerkombinationen
wurden jeweils 100ul Vollblut pipettiert und nach Vermischen fur 10 Minuten in
Dunkelheit bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde in jedes Rohrchen 100l
OptiLyse® von Immunotech (Marseille, Frankreich) pipettiert, wobei direkt nach
Hinzugabe bei jedem Rohrchen ein unmittelbares Durchmischen mittels des
Vortexgerates (VFZ IKA-Labortechnik, Staufen i.Br., Deutschland) erfolgte. Nach
erneuter Inkubation in Dunkelheit und bei Raumtemperatur wurde mit Hilfe der
Multipipette jeweils 1ml Aqua dest. zu jeder Farbung hinzugefiigt. Im Anschluss an
eine dritte Inkubationszeit von wiederum 10 Minuten in Dunkelheit und bei
Raumtemperatur wurden allen Rohrchen 2ml PBS hinzugefugt, um die gefarbten
Zellen dann mittels einer Zentrifugation von 7 Minuten in Raumtemperatur bei
350g (1270RPM) zu waschen. Dieses Waschprocedere wurde dann mit jeweils
3ml PBS dreimal wiederholt. Zur anschlieBenden FACS-Analyse wurde das

Zellpellet mit 100l PBS schliellich resuspendiert.

2.1.4 Messung per Durchflusszytometrie

2.1.4.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf einer optischen Abtastung von
Zellen nach verschiedenen Parametern. In einem Zellanalysator (FACS:
Fluorescence activated cell sorter) werden gleichzeitig Fluoreszenz- und
Streulichtsignale einzelner Zellen, die durch hydrodynamische Fokussierung in
einem FlUssigkeitsstrom angeordnet einzeln untersucht werden, objektiv
quantifiziert und qualifiziert. Am Analysepunkt kreuzt ein Laserstrahl den

Flussigkeitsstrahl und von jeder einzelnen Zelle wird die erzeugte Lichtstreuung
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wie auch das fluoreszierende Licht detektiert, elektronisch verstarkt und in ein
digitales Signal umgewandelt. Von einem Computer werden dabei alle Signale zu
jeder Zelle (Event) in der zeitlichen Reihenfolge gespeichert.

Bei der Messung der Lichtstreuung wird die Richtung, in die das auf die Zelle
treffende Licht abgelenkt wird, gemessen. Der grof3te Anteil wird dabei in die
Vorwartsrichtung entlang des einfallenden Lichtstrahls gestreut. Dieses
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) ist ein Mal} fur die ZellgroRe, wahrend
die Streuung zur Seite, das Rechtwinkelstreulicht (side scatter, SSC) ein Mal} fur
die Zellgranularitat darstellt. Trifft der Laserstrahl einen mit Fluoreszenzfarbstoff-
gekoppelten Antikorper, der auf der Oberflache der Zellen oder intrazellular
gebunden wurde, regt er die Fluorochrome zur Emission von Licht an. Dadurch
werden je nach verwendetem Fluorochrom verschiedene Farbemissionen erzeugt,
die dem Event zugeordnet in ihrer Qualitat und Intensitat gespeichert werden.

Um unspezifische Fluoreszenz der Zellen auszuschlielRen, wird eine Negativ-

Kontrolle durchgefuhrt.

2.1.4.2 DurchfluBzytometrische Analyse

Die Fluoreszenzanalyse wurde nach der oben beschriebenen Farbeprozedur mit
einem 3-Farben FACScan DurchflulRzytometer von Becton Dickinson (San Jose,
USA) mit einem 15 mW Argon Laser durchgefihrt. Es wurden jeweils zwischen
200000 und 250000 Events aufgenommen. Die digitalen Daten wurden mit der
Software Cell Quest von Becton Dickinson verarbeitet, gespeichert und statistisch

und graphisch ausgewertet.

2.2 Intrazellulare Zytokinmessung nach Stimulation

2.2.1 Patienteniibersicht

Zur intrazellularen Zytokinmessung nach Stimulation wurden natriumheparinisierte

Blutproben von etwa 20ml bei drei Patientengruppen entnommen. Bei der ersten
Gruppe von 26 Kindern (10,6 = 3,9 Jahre) handelt es sich um HIV-infizierte
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Patienten, die in der HIV Ambulanz der Universitatskinderklinik Disseldorf betreut
werden. Nach Einteilung in die immunologischen Kategorien der CDC-
Klassifikation befanden sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme 16 Patienten im
Stadium 1, 7 im Stadium 2 und 3 Patienten im Stadium 3.

Tabelle 3 - Ubersicht der HIV-Patienten fiir Stimulationsuntersuchungen

Patient Geschlecht Alter CcDC Therapie
02K w 6,7 A1 EFV, LPV, RTV
03K w 14,4 A2 EFV, LPV, RTV
04K w 9,0 A3 EFV, LPV, RTV
05K m 18,3 B2 AZT, EFV, 3TC
06K w 16,3 A2 keine
07K w 4,8 A1 AZT, NFV, 3TC
08K w 5,6 A1 ABC, AZT, NFV
09K w 16,4 C3 AZT, RTV, 3TC
10K w 71 N1 keine
11K m 11,3 C3 AZT, NFV, 3TC
12K m 8,9 C3 AZT, NFV, 3TC
13K m 14,4 A1 ABC, NFV, 3TC
14K w 1,3 C3 d4T, RTV, 3TC
15K w 11,7 B2 ddl, d4T, NFV
16K m 8,6 A2 ddl, EFV, 3TC
17K m 9,9 B2 ddl, d4T, NFV
18K w 12,9 B3 ddl, EFV, LPV, RTV
19K w 11,7 A2 keine
21K m 7,7 A2 ddl, NFV, 3TC
25K w 7,8 B2 ddl, d4T, NFV
28K m 11,3 A2 ddl, d4T, NFV
30K w 13,8 A1 AZT, NFV, 3TC
31K w 14,3 B2 ddl, d4T, NFV
32K m 2,3 B2 AZT, NFV, 3TC
33K m 8,7 A2 AZT, NFV, 3TC
34K w 8,8 B1 ddl, d4T, NFV

Die 10 Kinder (13,0 + 4,8 Jahre) der zweiten Gruppe, sind Patienten mit einer
chronischen Hepatitis-Infektion (neunmal Hepatitis B, einmal Hepatitis C), die
entweder im Zentrum fur Kinder- und Jugendmedizin des HELIOS Klinikum
Wuppertal (n=6) oder in der Universitatskinderklinik Dusseldorf (n=4) versorgt

werden. Alle 10 Kinder zeigten zum Zeitpunkt der Untersuchung sonographisch
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eine Leber ohne pathologischen Befund. Die Leberenzyme GOT und GPT lagen
im Mittel bei 36 (£10) bzw. 39 (x22) U/I.

Tabelle 4 - Ubersicht der Hepatitis-Patienten fiir Stimulationsuntersuchungen

ID Geschlecht Alter HBV -DNA quant.
01HK m 143y > 10 000 000 Kopien/ml
02HK m 16,8y > 100 000 000 Kopien/ml
03HK w 148y 75600 Kopien/ml
04HK w 6,1y > 100 000 000 Kopien/ml
05HK m 20,2y > 1000 000 Kopien/ml
06HK m 171y > 1000 000 000 Kopien/ml
07HK m 6,9y > 100 000 000 Kopien/ml
08HK w 85y > 100 000 000 Kopien/ml
09HK m 9,7y >100 000 000 Kopien/ml
10HK* m 153y -

* Hepatitis C

Als Kontrollgruppe dienten 10 Kinder ohne chronische Infektion (8,9 + 6,3 Jahre),
von denen sich sieben zu elektiven Eingriffen in der chirurgischen Abteilung der

Universitatsklinik Dusseldorf befanden.

Tabelle 5 - Ubersicht der gesunden Patienten fiir Stimulationsuntersuchungen

ID Geschlecht Alter
01CK m 3,0
02CK m 10,6
03CK m 2,1
04CK w 5,6
05CK m 8,6
06CK m 4,5
07CK m 2,8
08CK m 15,2
09CK m 17,9
10CK m 18,1
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2.2.2 Erstellen des RPMI-Mediumgemisches

Zur Verdunnung der Zellkonzentrationen und fur einzelne Waschvorgange wurde
ein Mediumgemisch erstellt. Dazu wurde zu 500mI RPMI-Medium der Firma
Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 50ml fotales Kalberserum (FCS — Fetal Bovine
Serum — tested for mycoplasma, Biochrom AG, Berlin, Deutschland), das zuvor fur
30 Minuten bei 56°C hitzeinaktiviert wurde, sowie 5ml Antibiotika (Penicillin 5000
[.U./ml - Streptomycin 5000 ng/ml, ICN Biomedicals, Ohio, USA) und 5ml Glutamin
(L-Glutamine 200MM, GIBCO / Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA) gegeben.

2.2.3 Zellisolierung peripherer mononukleérer Zellen aus Vollblut

Etwa 20ml heparinisiertes Vollblut wurde unter sterilen Bedingungen vorsichtig
uber 25ml Ficoll (Ficoll-Paque Plus (endotoxin tested), Amersham Biosciences
AB, Uppsala, Schweden) geschichtet. Nach Zentrifugation bei 1000g (2150RPM)
bei 20°C ohne Bremse flir 15 Minuten, wurde dann die deutlich abgesetzte weille
Leukozyten-Interphase mit einer Pipette abgenommen (20ml) und in ein 50ml
Falcon Rohrchen (Becton Dickinson) Uberpipettiert. Das Falcon wurde dann mit
30ml PBS aufgeflllt. AnschlieRend erfolgte eine Zentrifugation bei 300g
(1176RPM) bei 20°C mit Bremse fur 10 Minuten. Das erhaltene Zellpellet wurde
mit 20ml des RPMI-Medium-Gemisches ein weiteres Mal bei 300g (1176RPM) mit
Bremse fur 10 Minuten zentrifugiert. Mit Hilfe des Molab-Zellzahlers (Molab
Haematologie system Modell 8700A, Mdlab, Karlsruhe, Deutschland) wurde das

Zellpellet auf zwei Millionen Zellen pro Milliliter verdinnt.

2.2.4 Stimulation mit lonophor / PMA

Als Kulturmedium wurden 500m|I RPMI-Medium der Firma Biochrom AG (Berlin,
Deutschland), 5ml Glutamin (L-Glutamine 200MM, GIBCO / Invitrogen, Carlsbad,
Kalifornien, USA), 5ml Antibiotikum (Penicillin 5000 |.U./ml - Streptomycin 5000
ng/ml, ICN Biomedicals, Ohio, USA), 12,5ml Hepes-Buffer und 20%

hitzeinaktiviertes FCS zugesetzt. Diesem Ansatz wurde GolgiStop™ (Monensin,
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Becton Dickinson Biosciences San Jose, CA, USA) fir eine 2umolare
Endkonzentration hinzugeflgt. Fur die Ansatze in Kontrollmedium wurden jeweils
500u! des Mediumgemisches steril in FACS-Rohrchen pipettiert.

Fir die Ansatze zur Stimulation wurden lonophor (Calbiochem - EMD
Biosciences, San Diego, Kalifornien, USA) in Dimethyl-Sulphoxide (DMSO -
Sigma, Munchen, Deutschland) fur eine 1umolare Endkonzentration und Phorbol-
12-Mistrate-13-Acetate (PMA — Sigma) in DMSO fur eine 1,5fache pmolare
Endkonzentration zugesetzt. Auch von diesem Gemisch wurden je 500ul steril in
FACS-Rohrchen pipettiert.

In jeweils funf der Rohrchen mit Medium, als auch in funf der Rohrchen mit

lonophor / PMA wurden dann 500ul der Zellsuspension gegeben.

Die Inkubation erfolgte fur funf Stunden bei 37°C in einer 5%igen CO,-Atmosphare
(Inkubator von Heraeus, Kendro-Laboratory Products, Hanau, Deutschland).

2.2.5 Farbung der Oberflachenmarker mit monoklonalen Antikérpern

Die FACS-Rohrchen wurden nach Inkubation bei 500g (1520RPM) mit Bremse fur
5 Minuten zentrifugiert. Anschlielend wurde vorsichtig mit einer Vakuumpumpe
der Uberstand abgesaugt und ein weiterer Waschvorgang mit 3ml PBS schloss
sich bei gleichen Einstellungen der Zentrifuge an. Darauf folgte die Farbung der
Oberflachenmarker mit monoklonalen Antikorpern von Becton Dickinson (BD) und
Immunotech (Imm) fir jeweils vier Rohrchen der Zellen, die in Medium inkubiert
wurden, als auch fur jeweils vier Réhrchen der Zellen, die mit lonophor / PMA

stimuliert wurden, in folgenden Kombinationen:

o anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD28 FITC BD (20ul)
o anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD27 FITC Imm (20ul) / anti CD28 FITC BD (20ul)

Als Negativkontrolle wurde zwei zusatzliche Farbungen von sowohl in Medium als
auch in lonophor / PMA inkubierten Zellen mit jeweils Maus-IgG (20ul IgG1 FITC /
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IgG2a PE - Simultest™ / y,, und 10 ul Mouse y1 PerCP; beides BD Biosciences
San Jose, Kalifornien, USA) mitgefuhrt.

Nach 10mindtiger Inkubation bei 4°C in Dunkelheit, wurden die Zellen wieder wie

oben beschriebenen gewaschen.

2.2.6 Permeabilisation

Zur Vorbereitung der intrazellularen Zytokinfarbung wurden anschlieRend mittels
jeweils 250pl Cytofix / Cytoperm von Becton Dickinson (BD Biosciences, San
Diego, Kalifornien, USA) die Zellen permeabilisiert. Nach 20 Minuten Inkubation
bei 4°C in Dunkelheit wurden die Proben bei gleicher Temperatur bei 500g (1520
RPM) funf Minuten zentrifugiert. Weitere zweimal schloss sich ein Waschvorgang
an, diesmal jedoch mit je 3ml einer 1:9 Verdinnung (Aqua dest.) von
Perm/Wash™ Buffer (0,09% Soduim Azide - BD Biosciences, San Diego,
Kalifornien, USA)

2.2.7 Intrazelluldres Férben der Zytokine

Zur Farbung der Zytokine wurden die Zellen nach dem letzten Waschvorgang mit
jeweils 20ul der Perm-Wash-Buffer-Mix-Verdunnung resuspendiert. Dann erfolgten
die intrazellularen Farbungen mit Antikérpern der Firma BD Pharmingen™ wie
folgt mit entweder 20ul PE anti 112 (PE-conjugated rat anti-human il-2 monoclonal
antibody), oder 20ul PE Interferon y (PE labelled mouse anti-human IFN y), so

dass sich schlief3lich folgende Farbekombinationen ergaben:

Mit Medium inkubierte Zellen bzw. mit lonophor / PMA inkubierte Zellen

o anti IL2 PE (20ul) / anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD28 FITC BD (20ul)

o anti IL2 PE (20ul) / anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD27 FITC Imm (20ul) / anti CD28
FITC BD (20pul)

o anti IFNy PE (20ul) / anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD28 FITC BD (20ul)

28



Patienten und Methoden

o anti IFNy PE (20ul) / anti CD8 PerCP BD (20ul) / anti CD27 FITC Imm (20ul) / anti CD28
FITC BD (20ul)

Nach 15 Minuten bei 4°C in Dunkelheit wurden die Zellen ein weiteres Mal wie

oben beschrieben mit 3ml des Perm-Wash-Buffer-Mixes gewaschen.

2.2.8 Messung per Durchflusszytometrie

Zur Messung per Durchflusszytometrie wurden die Zellen je mit 300ul PBS
resuspendiert. Es wurden mit einem 3-Farben FACScan DurchflulRzytometer von
Becton Dickinson mit einem 15 mW Argon Laser jeweils zwischen 200 000 und

250 000 Events aufgenommen.

Die digitalen Daten wurden auch hier mit der Software Cell Quest von Becton
Dickinson (San Jose, Kalifornien, USA) verarbeitet, gespeichert und statistisch

und graphisch ausgewertet.

23 Statistische Auswertung

Die Expression der Oberflachenantigene (CD8, CD27, CD28) bzw. die Produktion
von Zytokinen (II-2, IFNy) wurde als Prozentzahl, in Teilen auch als absolute Zahl,
berechnet - bezogen auf die gesamte CD8 T-Zellpopulation oder auf die
entsprechenden Subpopulationen hinsichtlich ihrer Zelldifferenzierung (naiv /
intermediar vs. terminal). Die Werte flur die jeweils angegebenen Gruppen sind als
Mittelwert + Standardabweichung angegeben.

Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden mit dem Students t Test
mit Microsoft Excel Software berechnet. P-Werte kleiner als 0.05 wurden als

statistisch signifikant bewertet.
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3. ERGEBNISSE
31 Tetrameruntersuchungen
3.1.1. Tetramerpositive HIV-spezifische CD8 T-Lymphozyten

Von insgesamt 69 untersuchten Kindern waren 21 Kinder HLA A02 positiv. Bei 13

Patienten war eine Untersuchung mit den MHC-Tetrameren mdglich (Tabelle 6).

3.1.1.1 HIV-GAG spezifische CD8 Zellen

Bei 8 von 13 untersuchten Kindern lassen sich HIV-spezifische CD8 Zellen
nachweisen. Der Anteil HIV-GAG-spezifischer Zellen an der CD8
Gesamtpopulation variiert zwischen 0,3 und 6,3% und liegt im Mittel bei 1,8%
1+1,95. Dies entspricht in absoluten Zellzahlen einer Spanne von 3 bis 114 Zellen
pro ul, im Mittel 27 £37.

3.1.1.2 HIV-POL spezifische CD8 Zellen

Bei 4 von 13 untersuchten Kindern lassen sich HIV-POL-spezifische CD8 Zellen

nachweisen. Der Anteil HIV-POL-spezifischer Zellen an der CD8

Gesamtpopulation liegt jeweils bei 0,2%, 0,2%, 0,4% und 1,1 %, was absoluten

Zellzahlen von 1, 2, 6 und 20 pro ul entspricht.
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3.1.2 Anteil terminal ausdifferenzierter tetramerpositiver HIV-spezifischer
CD8 Zellen

Es finden sich fast keine HIV-GAG-spezifischen CD8 Zellen, die sowohl CD27 als
auch fur CD28 negativ sind. Die HIV-GAG spezifischen CD8 Zellen zeigen damit
nicht den Phanotyp einer terminal ausdifferenzierten CD8 Zellpopulation. Die HIV-
spezifischen Zellen sind jedoch bei der einfachen Farbung mehrheitlich fur CD28
negativ (81,6% 17,7 der HIV-GAG-positiven CD8 Zellen). Dies lasst darauf
schliel3en, dass ein Grolteil dieser Zellen CD27 positiv CD28 negativ ist, also dem
intermediaren CD8 Zelldifferenzierungstyp angehért. Es sind keine HIV-POL-
spezifischen CD8 Zellen nachweisbar, die sowohl fur CD27 als auch fur CD28

negativ sind.
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Abbildung 2 - Patient 05K - FACS-Analyse von mononukledren Zellen, Gating auf
Lymphozyten (nicht abgebildet), einer Tetrameruntersuchung mit Bestimmung der
Oberflacheneigenschaften fiir CD27 und CD28 der HIV(gag)-spezifischen CD8 Zellen durch
Gating auf die tetramerpositive CD8 Population (R3)

Oben: Farbung mit CD28 FITC - 89,4% der HIV(gag)-spezifischen CD8 Zellen sind fiir CD28
negativ (oberer linker Quadrant), wahrend 10,6% der HIV(gag)-spezifischen CD8 Zellen fur
CD28 positiv sind (oberer rechter Quadrant)

Unten: Farbung mit CD27 FITC und CD28 FITC - 1,1% der HIV(gag)-spezifischen CD8 Zellen

sind fiir CD27 und CD28 negativ (oberer linker Quadrant), wiahrend 98,9 % der HIV(gag)-
spezifischen CD8 Zellen fiir CD27 und / oder CD28 positiv sind (oberer rechter Quadrant)
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3.1.3 Korrelation zwischen tetramerpositiven  HIV-spezifischen CD8 T-
Lymphozyten und Alter, klinischem Stadium, CD4 Zahl, Viruslast und
Therapie

3.1.3.1 Alter

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse zur Untersuchung HIV-spezifischer CD8 Zellen
dargestellt. Die Ergebnisse sind dabei nach Alter der Patienten sortiert. Bei
unseren Untersuchungen war ein Nachweis HIV-spezifischer T-Zellen mittels der
Tetramermethode eher bei alteren Kindern und Jugendlichen festzustellen. So
waren bei 5 von 6 Kindern alter als 8 Jahre HIV-spezifische CD8 Zellen

nachweisbar, dagegen gelang dies nicht bei 4 von 7 Kindern unter 8 Jahren.

Tabelle 6 - CD8 Zellzahlen und HIVgag und pol spezifische T-Zellen bei den untersuchten
HLA AO02 positiven HIV-Patienten, sortiert nach Alter

D . . CD8+_GAG+_ . . CD8+_ POL*_
Alter CD8 CD8" GAG CD27/CD28 CD8 POL CD27/CD28

ly [yl % [yl % [yl % [l % [l

01K 4,3 1140 kein Nachweis - - kein Nachweis - -
24K 4,7 2280 kein Nachweis - - kein Nachweis - -
39K 5,6 1098 0,3 3 0,0 0 kein Nachweis - -
02K 6,7 1920 kein Nachweis - - kein Nachweis - -
22K 71 630 kein Nachweis - - kein Nachweis - -
35K 7,6 1605 2,6 41 0,5 0 kein Nachweis - -
25K 7,8 1653 0,8 14 1,0 0 kein Nachweis - -
38K 8,4 1953 kein Nachweis - - kein Nachweis - -
33K 8,7 969 1,2 11 0,8 0 0,2 1 5,9 0
36K 15,3 1440 0,3 4 10,3 0 0,4 6 9,6 1
37K 15,5 1843 6,2 114 3,2 4 1,1 20 6,2 1
40K 16,1 1024 1,8 18 54 1 0,2 2 71 0
05K 18,3 1260 1,0 13 1,0 0 kein Nachweis - -
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3.1.3.2 klinisches Stadium

Zur vereinfachten Darstellung wurden Gruppen gemal} der CDC-Klassifikation von
1994 gebildet (siehe Anhang). Dabei liel3en sich tetramerpositive HIV-spezifische
CD8 T-Lymphozyten eher bei Kindern mit fortgeschrittenem klinischem Stadium
nachweisen. So fanden sich bei den insgesamt sieben Kindern im Stadium A
zweimal HIV-spezifische CD8 Zellen. Bei den sechs Kindern in Stadium B und C

gelang dies in allen sechs Fallen.

Tabelle 7 - Ubersicht nach Aufteilung in Gruppen: geordnet nach klinischem Stadium zum

Zeitpunkt der Untersuchung

Gruppen nach klinischem

Nachweis von KEIN Nachweis von
Stadium (aktuell erreichte Gesamt
tetramerpositiven HIV- tetramerpositiven HIV-
Einstufung nach CDC von (n=13)
spezifischen CD8 T-Zellen spezifischen CD8 T-Zellen
1994)

A

B 4

C
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3.1.3.3 CD4 Zahl / immunologisches Stadium

Zwischen CD4 Zahl und tetramerpositiven HIV-spezifischen T-Lymphozyten
besteht bei den von uns untersuchten Patienten kein eindeutiger Zusammenhang.
Nach Aufteilung in Gruppen anhand der aktuellen CD4 Zahl mit Hilfe der CDC-
Klassifikation gelang bei 4 von 8 Kindern im Stadium 1 (CD4 Zahl 225%), bei 3
von 3 im Stadium 2 (CD4 Zahl 15-24%) und bei einem von 2 im Stadium 3 (CD4

Zahl < 15%) ein Nachweis tetramerpositiver HIV-spezifischer CD8 Zellen.

Tabelle 8 - Ubersicht aller untersuchten HLA A02 positiven HIV-Patienten, sortiert nach CD4

Zahl, und Aufschliisselung in Anteile von detektierten HIV-spezifischen CD8 Zellen

ID CD4 CD8' GAG* cbg* oL’

I pl % [ pl % [ pl
38K 155 kein Nachweis Kein Nachweis
05K 280 1.0 13 Kein Nachweis
33K 340 1.2 11 0.2 1
40K 433 1.8 18 0.2 2
37K 476 6.2 114 1.1 20
25K 700 0.8 13 Kein Nachweis
39K 867 0.3 3 Kein Nachweis
22K 945 kein Nachweis Kein Nachweis
24K 1120 kein Nachweis Kein Nachweis
01K 1200 kein Nachweis Kein Nachweis
36K 1520 0.3 4 04 6
02K 1680 kein Nachweis Kein Nachweis
35K 2408 2.6 41 Kein Nachweis
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3.1.3.4 Viruslast

Eine Korrelation zwischen der Nachweisbarkeit bzw. der Anzahl tetramerpositiver
HIV-spezifischer CD8 T-Lymphozyten und Viruslast ist nicht festzustellen. Es
finden sich sowohl HIV-spezifische CD8 Zellen bei relativ hoher Viruslast, als auch

bei Kindern mit der Viruslast unter der Nachweisgrenze von 50 Kopien/ml.

Tabelle 9 - Ubersicht aller untersuchten HLA A02 positiven HIV-Patienten, sortiert nach
Viruslast (Kopien/ml Plasma), und Aufschliisselung in Anteile von detektierten HIV-

spezifischen CD8 Zellen

ID HIV-Viruslast CD8' GAG" CcD8' POL*

Kopien / ml % [ pl % [ pl
01K <50 kein Nachweis Kein Nachweis
39K <50 0.3 3 Kein Nachweis
35K <50 2.6 41 Kein Nachweis
38K <50 kein Nachweis Kein Nachweis
02K 92 kein Nachweis Kein Nachweis
33K 129 1.2 11 0.2 1
40K 210 1.8 18 0.2 2
24K 270 kein Nachweis Kein Nachweis
36K 500 0.3 4 0.4 6
25K 1385 0.8 13 Kein Nachweis
05K 2030 1.0 13 Kein Nachweis
37K 2310 6.2 114 1.1 20
22K 7696 kein Nachweis Kein Nachweis

3.1.3.5 Therapie

Lediglich eines der untersuchten Kinder wurde zum Zeitpunkt der Untersuchung
nicht mit einer antiviralen Therapie behandelt. Bei diesem Kind waren keine
tetramerpositiven HIV-spezifischen CD8 T-Lymphozyten nachzuweisen. Bei den
12 Kindern und Jugendlichen mit antiviraler Kombinationstherapie war in acht
Fallen ein Nachweis der mit Tetrameren detektierten HIV-spezifischen Zellen

maglich.
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3.1.4 Tetramerpositive  HIV-spezifische = CD8  T-Lymphozyten  bei
Erwachsenen

Bei den insgesamt 6 mit Tetrameren untersuchten erwachsenen HIV-Patienten
lieken sich in funf Fallen GAG-tetramerpositive HIV-spezifische CD8 T-
Lymphozyten nachweisen. Diese lagen im Mittel bei 1,3% (+1,6) der CD8 Zellen.
Im Unterschied zu Kindern zeigten zwei der erwachsenen Patienten klare
Populationen terminal ausdifferenzierter CD8 Zellen (13,9% bzw. 40,1% der

tetramerpositiven HIV-spezifischen CD8 Zellen).
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CD8 PerCP CD27-28 FITC
Abbildung 3 - Beispiel der FACS-Analyse im Lymphozytenfenster einer

Tetrameruntersuchung mit Bestimmung der Oberflaicheneigenschaften fiir CD27 und CD28
der HIV(gag)-spezifischen CD8 Zellen durch Gating auf die tetramerpositive CD8 Population
(Pfeil) bei einem erwachsenen Patienten

Rechts: Farbung mit CD27 FITC und CD28 FITC — 40,1% der HIV(gag)-spezifischen CD8
Zellen sind fir CD27 und CD28 negativ (linker oberer Quadrant) und 59,9% der HIV(gag)-
spezifischen CD8 Zellen sind CD27 und/oder CD28 positiv (rechter oberer Quadrant)
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3.1.5 Doppeltnegative (CD4  CD8’) HIV-spezifische T-Lymphozyten

Es konnten weder bei den 13 padiatrischen Patienten, noch bei den sechs
erwachsenen HIV-Patienten eine Population oder einzelne Zellen CD4 und CD8

doppeltnegativer HIV-spezifischer Lymphozyten nachgewiesen werden.

3.2 Intrazellulare Zytokinmessungen

3.2.1 Terminal differenzierte CD8 Zellen bei HIV-infizierten Kindern, bei

Hepatitis-infizierten Kindern und bei gesunden Kindern

Die Differenzierung von CD8 Zellen wurde zwischen altersgematchten Kohorten
von HIV-infizierten Kindern (n=26), Hepatitis-infizierten Kindern (n=10) und
gesunden Kindern (n=10) verglichen. Bei den Untersuchungen an den isolierten
peripheren mononuklearen Zellen der HIV-positiven Kinder sind im Mittel 24,3% (+
14,3) der CD8 Zellen terminal differenziert. Bei der Gruppe der Hepatitis infizierten
Kinder sind dies lediglich 13,8% (x 7,5), bei den gesunden Probanden 15,9% (+
10,1). Somit zeigt sich im Differenzierungsprofil der CD8 Zellen ein signifikanter
Unterschied (p<0,01) zwischen der Gruppe der HIV-infizierten und der Hepatitis-
infizierten Kinder. Zwischen der Gruppe der HIV-infizierten Kinder und der
gesunden Probanden zeigt sich diesbezlglich kein als signifikant zu

bezeichnender Unterschied (p=0,06).
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Abbildung 4 - Prozentualer Anteil terminal differenzierter Zellen an der Gesamt-CD8

Lymphozytenpopulation bei HIV, chronischer Virusinfektion und gesunden Kontrollen

3.2.2 Intrazelluldrer Zytokinnachweis bei terminal differenzierten CD8
Zellen bei HIV-infizierten Kindern und Kontrollgruppen (Hepatitis,

Gesunde)

3.2.2.1 Ohne Stimulation

In den unstimulierten Zellsuspensionen wurden keine oder prozentual kleine
Populationen (£1,34%) Zytokin oder Chemokin produzierender CD8 Zellen
gefunden. Die Interleukin 2 Produktion in der terminal differenzierten CD8" CD27"
CD28" Population liegt bei HIV-infizierten Kindern und den Hepatitis-infizierten
Kindern <0,02%. Ein signifikanter Unterschied zu den gesunden Kindern (0,07%
10,12) liegt nicht vor. Hinsichtlich der IFNy-Produktion bestehen bei der terminal
differenzierten CD8 Population der HIV-infizierten Kinder (0,38% +0,36)
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signifikante Unterschiede sowohl zu den Hepatitis-infizierten Kindern (0,03%
10,03; p<0,001), als auch zu den Gesunden (0,14% %0,22; p=0,03). Die naiv /
intermediare CD8 Population zeigte keine signifikanten Unterschiede in der
Zytokinproduktion (IL-2: HIV 0,54% £0,42 / Hepatitis 0,61% %0,32 / Gesunde
1,34% £1,22 ; IFNy: HIV 0,63% %0,49 / Hepatitis 1,07% 1,05 / Gesunde 1,32%
11,08).

3.2.2.2 Stimulation mit lonophor / PMA: Interleukin 2

Bei den HIV-positiven Kindern produzieren 11,3% (x4,0) aller naiv / intermediar,
und 2,6% (3,9) aller terminal differenzierten CD8 Zellen Interleukin 2. Ahnlich
produzieren in der Kontroligruppe der Kinder mit der chronischen Virusinfektion
Hepatitis 14,3% (£6,9) der naiv-intermediaren, und 2,8% (+1,6) der terminal
differenzierten CD8 Zellen IL-2. Bei den gesunden Kindern sind dies 10,4% (+3,9)
der naiv-intermediaren CD8 Zellen und 3,8% (+3,4) der terminal differenzierten
CD8 Zellen.

CD8 Zellen, die nach Stimulation Interleukin 2 produzieren, gehoren also
vornehmlich dem naiven oder intermediaren Zellstadium an und sind nur zu einem
geringen Anteil terminal ausdifferenziert. Dabei lassen sich zwischen der Gruppe
der HIV-infizierten Kinder und den beiden Kontrollgruppen keine signifikanten
Unterschiede im Ausdifferenzierungsprofil Interleukin 2 produzierender CD8 Zellen
feststellen. Weder im Bezug auf alle CD8 Zellen, noch bei Betrachtung der

einzelnen Differenzierungsgruppen (naive/intermediare vs. terminale CD8 Zellen).

3.2.2.3 Stimulation mit lonophor / PMA: Interferon y

Wahrend der Anteil der IL-2 produzierenden CD8 Zellen bei allen
Untersuchungsgruppen selbst nach Stimulation mit lonophor / PMA weniger als
20% der CD8 Zellen ausmacht, finden sich bei den HIV-infizierten Kindern Uber
50% der CD8 Zellen, die IFNy produzieren. So wird bei den HIV-positiven Kindern
in durchschnittlich 50,3% (x19,7) der naiven bzw. intermediaren CD8 Zellen und
85,0% (x20,7) der terminal differenzierten CD8 Zellen die Produktion von
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Interferon y nachgewiesen. Bei der Gruppe der Hepatitis infizierten Kinder finden
sich 26,4% (x14,9) aller naiven bzw. intermediaren CD8 Zellen gegenuber 64,1%
(£21,8) terminal ausdifferenzierten Zellen mit dieser Eigenschaft. Im Blut der
gesunden Kinder produzieren 26,0% (+6,7) aller naiv / intermediar, und 60,1%
(£22,8) aller terminal differenzierten CD8 Zellen IFNy. Interferon y wird nach
Stimulation also sowohl von CD8 Zellen im naiven-intermediaren Zellstadium, als
auch im terminal ausdifferenzierten Stadium produziert. Dabei ist der Anteil der
naiven, wie auch der terminal ausdifferenzierten Zellen bei den Kindern mit HIV im
Vergleich zu Hepatitis-Patienten oder gesunden Probanden signifikant erhoht —
sowohl im Bezug auf alle CD8 Zellen, wie auch bezogen auf jeweils nur alle naiv /

intermediar bzw. terminal differenzierten CD8 Zellen.

41



Ergebnisse

p=0,02
I I
p<0,01
I
p=0,001
100 + ! |
| p<0,00001
<
~ 80 -
C
Q
©
N
+
8 60
O 0,
o %
°
C
o
Q0
N 40 -
°
o
&
>
Z
e 20
0 - —
HIV (n=26) Hepatitis B/C (n=10) Kontrolle (n=10)

W terminal differenziert O naiv / intermediar

Abbildung 5 - Anteil Interferon y produzierender Zellen innerhalb der naiven/intermediaren
bzw. terminal differenzierten CD8 Zellen in den drei Untersuchungsgruppen — Beispiel:
50,3% (*19,7) aller naiv / intermediar ausdifferenzierten CD8 Zellen bei den HIV-infizierten

Kindern produzieren IFNy
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3.2.3 Intrazelluldre Zytokine nach Stimulation

Die Daten zur Zytokinproduktion nach Stimulation mit lonophor / PMA zeigen zum
Teil deutliche interindividuelle Unterschiede. Im Folgenden wird untersucht ob
zwischen der Anzahl der zytokinproduzierenden CD8 Subpopulation und Alter,
klinischem Stadium, immunologischem Stadium (CD4 Zahl), Viruslast und
Therapie Korrelationen bestehen. Aufgrund der niedrigen Patientenzahl wurde

hierbei in der Regel keine statistische Analyse durchgefuhrt.

3.2.3.1 Intrazelluldre Zytokine und Alter

Die Daten fur terminal differenzierte CD8 Zellen sind in Tabelle 10 dargestellt.
Nach Aufteilung der Patientengruppen nach Alter (jinger oder alter als 10,5 Jahre
- Altersdurchschnitt der untersuchten HIV-Patienten), fallen keine wesentlichen
Unterschiede hinsichtlich der Zellpopulationen und ihrer Zytokinproduktion auf. Bei
den naiv-intermediaren CD8 Zellen fallt lediglich als markanter Unterschied auf,
dass in der Gruppe der alteren Kinder und Jugendlicher (>10,5 Jahre) in allen
Untersuchungsgruppen der Anteil Interleukin 2 produzierender Zellen groler ist
(HIV:12,6 % £3,9; Hep.: 16,1% £7,2; Gesunde: 13,3% +1,2) als bei den jungeren
Kindern (HIV:10,0% £3,7; Hep.: 11,6% £6,2; Gesunde: 8,4% +3,8).

Tabelle 10 - Anteil Interleukin 2 bzw. Interferon y produzierender Zellen innerhalb der
terminal differenzierten CD8 Zellen in den drei Untersuchungsgruppen in Abhangigkeit vom
Alter

Interleukin 2 Interferon y
HIV+ Hepatitis Gesunde HIV+ Hepatitis Gesunde
<105 1,5 % 3,3% 5,2% 83,1% 72,6% 65,4%
=10y (n=13) (n=4) (n=6) (n=13) (n=4) (n=6)
105 3,8% 2,4% 1,6% 86,9% 58,5 52,1%
> 3
y (n=13) (n=6) (n=4) (n=13) (n=6) (n=4)
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3.2.3.2 Intrazelluldre Zytokine und klinisches Stadium bei Diagnose

Bei Diagnose der HIV-Infektion wird eine Einteilung in klinische Stadien
vorgenommen (siehe 1.2.5). In Abhangigkeit von den Kategorien der CDC-
Klassifikation (siehe Anhang) gibt es bei den naiv / intermediaren bzw. den
terminal differenzierten CD8 Zellen zwischen den drei HIV-Patientengruppen
(Stadium A vs. B vs. C) keine wesentlichen Unterschiede hinsichtlich der Anzahl
IL-2-produzierender Zellen. Es zeigt sich lediglich ein leichter Trend zu einem
héheren Anteil zytokinproduzierender Zellen in den friheren Stadien, wie aus

Tabelle 11 fur die terminal differenzierten Zellen ersichtlich ist.

Tabelle 11 - Anteil Interleukin 2 bzw. Interferon y produzierender Zellen innerhalb der

terminal differenzierten CD8 Zellen in Abhédngigkeit vom klinischen Stadium*

Interleukin 2 Interferon y
Stadium N / A (n=14) 3,0% 89,5 %
Stadium B (n= 8) 22% 84,3 %
Stadium C (n=4) 1,3% 72,7 %

*Stadieneinteilung gemaR Klinik bei Diagnose

3.2.3.3 Intrazelluldre Zytokine und aktuelles Ausmal3 des Immundefektes

Angelehnt an die immunologischen Kategorien der CDC-Klassifikation wurde
anhand der aktuellen (Zeitpunkt der Untersuchung) CD4 Zahlen eine Einteilung
des Immundefektes vorgenommen. Es gibt bei Betrachtung der naiv /
intermediaren bzw. der terminal differenzierten CD8 Zellen keine wesentlichen
Unterschiede zwischen den Gruppen hinsichtlich ihrer IL-2-Produktion. Es fallt auf,
dass mit zunehmendem Immundefekt der Anteil der IFNy-produzierenden Zellen
zunimmt. So produzieren bei den Patienten im Stadium 3 nahezu 100% der

terminal differenzierten CD8 Zellen IFN v.
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Tabelle 12 - Anteil Interleukin 2 bzw. Interferon y produzierender Zellen innerhalb der
terminal differenzierten CD8 Zellen in Abhédngigkeit vom immunologischen Stadium (CD4
Zahl)*

Interleukin 2 Interferon y
Stadium 1 (n=16) 3,0 % 81,1 %
Stadium 2 (n=7) 1,9 % 86,5 %
Stadium 3 (n=3) 21 % 99,6 %

*Stadieneinteilung nach aktueller CD4 Zahl

3.2.3.4 Intrazelluldre Zytokine und aktuelle Viruslast

Nach Einteilung der HIV-Patienten anhand der Viruslast in zwei Gruppen (gréfler
oder kleiner 500 Kopien/ml Plasma) zeigen sich keine signifikanten Unterschiede
bezogen auf die IL-2 produzierenden terminal differenzierten bzw. naiv /
intermediaren CD8 Zellen zwischen den beiden HIV-Patientengruppen. Bezogen
auf die IFNy-produzierenden CD8 Zellen zeigt sich bei der Gruppe der Patienten
mit einer Viruslast > 500 Kopien/ml Plasma ein signifikant (p<0,01) groRerer Anteil
der naiv / intermediaren CD8 Zellen in der Lage, dieses Zytokin zu produzieren
(59,7% zu 40,2%). Bei den terminal differenzierten CD8 Zellen zeigen sich keine

Unterschiede, wie in Tabelle 13 ersichtlich.

Tabelle 13 - Anteil Interleukin 2 bzw. Interferon y produzierender Zellen innerhalb der

terminal differenzierten CD8 Zellen in Abhédngigkeit von der Viruslast

Interleukin 2 Interferon y
< 500 Kopien / ml (n=12) 25% 86,1 %
> 500 Kopien / ml (n=14) 2,8% 84,1 %

3.2.3.5 Intrazelluldre Zytokine und Therapie
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Nur drei der insgesamt 26 padiatrischen HIV-Patienten wurden zum Zeitpunkt der
Untersuchung noch nicht therapiert. Dabei kann festgestellt werden, dass ein
deutlich groRerer Teil der terminal differenzierten CD8 Zellen bei den Patienten
ohne Therapie IFNy produziert, wenn auch bei Betrachtung der Einzelwerte dies
nur far zwei der drei Patienten gilt und diese auch nicht zu den hochsten

gemessenen Werten in der Gesamtkohorte zahlen.

Tabelle 14 - Anteil Interleukin 2 bzw. Interferon y produzierender Zellen innerhalb der

terminal differenzierten CD8 Zellen in Abhdngigkeit von antiviraler Therapie

Interleukin 2 Interferon y
ohne Therapie (n=3) 1,7 % 94,6 %
mit Therapie (n=23) 3,3% 83,6 %
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4. DISKUSSION
41 Ziele
4.1.1 Ziele allgemein

Da dem Immunsystem des Kindes zum Zeitpunkt der perinatalen Infektion noch
die Abwehrmechanismen eines erwachsenen ausgereiften Immunsystems fehlen
und es erst in den Anfangen seiner immunologischen Pragung steht, darf in
diesem Patientenkollektiv eine andere HIV-Pathogenese als bei der horizontalen
HIV-Infektion erwachsener Patienten vorausgesetzt werden. So zeigen sich auch
im klinischen Verlauf der Infektion Unterschiede: die Inkubationszeit bei Kindern ist
kirzer als bei Erwachsenen und das erwachsene Immunsystem verfugt im
Gegensatz zu dem des Kindes uber Eigenschaften die Viruslast initial
selbststandig zu senken. Unter anderen gehdren hierzu HIV-spezifische CD8
Zellen, die virusspezifisch Zellen zerstéren koénnen. Erwachsene zeigen eine
Virusdynamik mit schneller Abnahme der Viruslast (Henrard, 1995), bei perinatal
infizierten Kindern hingegen ist dies frihestens nach 1 — 3 Lebensjahren Jahren
der Fall (Mofenson, 1997b), obgleich schon in den ersten Lebensmonaten bereits
teilweise HIV-spezifische CD8 Zellen zu finden sind, die aber — zumindest in den
ersten sechs Lebensmonaten - in keinem Zusammenhang mit dem klinischen

Verlauf zu stehen scheinen (Buseyne, 1998; Lohmann, 2005).

In einem Modell zur T-Zelldifferenzierung werden die antigenspezifischen CD8
Zellen in  drei, verschiedenen Entwicklungsstadien entsprechenden,
Subpopulationen anhand ihrer CD27 und CD28 Expression aufgeteilt (Appay,
2002). Bei dem Weg durch die verschiedenen Entwicklungsstufen werden CCRY7,
CD28 und CD27 herunter reguliert, wahrend zytotoxische Faktoren hoch reguliert
werden. Interessanterweise wurden bei unterschiedlichen Virusinfektionen (HIV,
EBV, HCV, CMV) unterschiedlich vorherrschende Zellpopulationen verschiedener
Entwicklungsstufen gefunden, was der zuvor geltenden Vorstellung von Effektor-

und Gedachtniszellen mit klaren phanotypischen Erscheinungen widerspricht und
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nahe legt, dass jede Virusinfektion eine spezifische Immunantwort mit
unterschiedlichen Gedachtniszellpopulationen hervorruft (Appay, 2002). In der
Arbeit von Appay et al. wurden HBV induzierte Veranderungen nicht untersucht.

Mit  unseren  Untersuchungen versuchen wir die unterschiedlichen
Entwicklungsstufen (naive und intermediare vs. terminal ausdifferenzierte CD8 T-
Zellen) bei HIV-Infektion vertikal infizierter Kinder quantitativ und funktionell naher

zu beschreiben.

4.1.2 Ziele und Moglichkeiten der Tetramermethode

Mit den MHC-Tetrameren wird untersucht, ob sich bei vertikal HIV-infizierten
Kindern HIV-spezifische CD8 Zellen nachweisen lassen und ob HIV-spezifische
CD8 T-Zellen naiv bzw. intermediar oder terminal ausdifferenziert sind. Des
Weiteren wird nach eventuell bestehenden Korrelationen zu Alter, Viruslast, CD4
Zahl, klinischem Stadium oder Therapie gesucht.

So kdénnen mit den Tetrameren direkt im Vollblut - ohne Zellisolation, Anlegen von
Zellkulturen oder sonstigen Manipulationen - selbst zahlenmaRig kleine
Populationen gefarbt und im Durchflusszytometer gezahlt und beschrieben
werden. Der Nachteil der geringen Anzahl tetramerpositiver Zellen wurde durch
eine Aufnahme von maoglichst vielen Events (i.d.R. > 200000) ausgeglichen.

Im  Mausemodell einer chronischen  Virusinfektion  (lymphozytischen
Choriomeningitis) fallen die Werte mit Peptid-MHC-Tetrameren gemessener
antigenspezifischer T-Zellen hodher aus als bei anderen Methoden (Elispot,
intrazellulares Staining, LDA — limiting dilution assay). Es wird angenommen, dass
durch die Tetramere auch ein substantieller Anteil funktionell inaktiver spezifischer
Zellen, die nicht zytolytisch funktionieren und kein IFNy produzieren, gemessen
wird (Gallimore, 1998; Zajac, 1998). Fur die HIV-Infektion konnte in einem
Methodenvergleich zwischen den oben genannten Methoden und der
Tetramermethode belegt werden, dass funktionell inaktive CTLs quantitativ keine
signifikante Rolle in der chronischen HIV-Infektion bei Kindern und Erwachsenen
spielen, da eine starke positive Korrelation zwischen den gemessenen Zellzahlen
der verschiedenen Methoden gefunden wurde (Goulder, 2000). Neuere Studien

scheinen jedoch zu bestatigen, dass tatsachlich nicht alle Tetramer-bindenden
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CD8 Zellen in der Lage sind Zytokine oder Chemokine zu produzieren, weder bei
Erwachsenen (Goepfert, 2000; Kostense 2001, Sun 2003), noch bei Kindern
(Buseyne, 2002b, Scott-Algara, 2005). Bei Progression der chronischen HIV-
Infektion zum erworbenen Immundefizienzsyndrom (AIDS) zeigen sich mehr
Tetramer-positive Zellen als HIV-Peptidspezifische IFNy produzierende Zellen, die
besser mit der Abnahme der CD4 Zellzahlen korrelieren. Dies ist moglicherweise
auf einen zunehmenden Verlust der Funktion HIV-spezifischer CD8 Zellen
zuruckzufuhren (Kostense, 2002).

Ein Nachteil der MHC-Tetramere ist, dass sie nur bestimmte Peptide nutzen, in
unserem Fall die HIV-Peptide gag (SLYNTVATL) und pol (ILKEPVHGV), und
somit ein komplexes Arrangement von Epitopen, wie es mdglicherweise Ziel des
Angriffs durch T-Zellen sein konnte, nicht erfasst wird. Verstarkt wird dieses
Problem durch einen mdglicherweise bestehenden Selektionsdruck auf die
benutzten Epitope. So entziehen sich HIV-1 Varianten der CTL-Erkennung
(positive Selektion von ,,CTL-Escape-Varianten®) in der frihen Infektionsphase wie
dies fur das Epitop NEF untersucht wurde (Price, 1997), was ein moéglicher Grund

fur die Persistenz des HI-Virus nach Serokonversion sein konnte.

Daruber hinaus werden mit dieser Untersuchungsmethode lediglich HIV-
spezifische CD8 Zellen im Blut erfasst, nicht aber CD8 Zellen, die sich an anderen
Stellen des Korpers befinden. Im Vergleich zwischen Lymphknoten und
peripherem Blut scheinen die Frequenz der HIV-spezifischen CD8 Zellen, jeweils
bezogen auf die LNMC bzw. PBMC, ahnlich zu sein (Altfeld, 2002; Oxenius,
2001). Aber auch in nicht-lymphatischem Gewebe sind mdglicherweise HIV-
spezifische CD8 Zellen anzutreffen. So wurde im Mausmodell gezeigt, dass
virusspezifische CD8 Zellen, sich neben Geweben des lymphatischen Systems
(Lymphknoten, Thymus) auch in so genannter ,Diaspora’ wie zum Beispiel Leber,
Niere und Knochenmark befinden (gezeigt anhand vesikularem Stomatitis-Virus,
Masopust, 2001 und Influenza A-Virus, Marshall 2001). Diese werden jedoch auch

bei anderen Untersuchungsmethoden von Proben peripheren Blutes nicht erfasst.

Zusammenfassend stellt das Verfahren HIV-spezifische T-Zellen mittels MHC-
Tetrameren zu detektieren im Vergleich zu anderen Tests eine einfache und

zugleich aulerst sensible Methode dar, die mit den Ergebnissen anderer Tests zur
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Detektion HIV-spezifischer Zellen korreliert, jedoch nicht alle méglichen Epitope
und Peptidkombinationen erfasst und alleine keine unmittelbare Aussage Uber die

Funktion der detektierten Zellen erlaubt.

4.1.3 Ziele und Moéglichkeiten der Stimulationsuntersuchungen

Durch den Funktionstest des intrazellularen Stainings nach Stimulation mit
lonophor /  PMA sollen die einzelnen Entwicklungsstufen der CD8 Zellen
funktionell entsprechend ihrer Produktion von Interleukin 2 und Interferon vy
beschrieben werden. Dabei soll die Kohorte HIV-positiver Kinder mit einer Gruppe
Hepatitis-infizierter Kinder als Beispiel einer anderen chronischen Virusinfektion,
wie auch mit gesunden Kindern verglichen werden.

Da bei Erwachsenen gezeigt wurde, dass bei verschiedenen Virusinfektionen
(HIV, EBV, HCV, CMV) verschiedene Differenzierungsstadien der CTLs
vorzufinden sind (Appay, 2002), sollten Unterschiede spezifischer kindlicher
Immunantwortmuster bei  vertikaler HIV-Infektion vs. Hepatitisinfektion

herausgearbeitet werden.

In unseren Untersuchungen wurden die peripheren mononuklearen Zellen mit
lonophor und PMA in vitro stimuliert. Ohne in vitro Aktivierung ist die
Zytokinproduktion schwer zu beurteilen, da sich in der Regel nur bei weniger als
1% der Zellen intrazellulare Zytokine nachweisen lassen. Eine Stimulation mit
spezifischen Antigenen im Rahmen einer Auswahl spezieller Epitope oder gar die
Nutzung eines ,whole-protein-spanning peptide pools® wurde eher einer
physiologischen Aktivierung entsprechen als eine unspezifische
‘pharmakologische” Stimulation mit den von uns gewahlten Reagenzien, jedoch ist
durch die identische Behandlung der Zellen aller drei verschiedenen Kohorten
(HIV, Hepatitis und Gesunde) eine Vergleichbarkeit hinsichtlich der Zytokinprofile
moglich. DarUberhinaus wurde in Studien durch Vergleich mit anderen Tests
(ELISA, etc.) gezeigt, dass die Stimulation mit lonophor und PMA sehr wohl das
physiologische Potential der zellularen Zytokinproduktion reprasentiert (Prussin,
1997).
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4.2 Interpretation der erhobenen Daten

4.2.1 Interpretation der in den Tetrameruntersuchungen erhobenen Daten

Unsere Ergebnisse decken sich mit anderen Studien HIV-infizierter Kinder, in
denen HIV-spezifische CD8 Zellen beschrieben wurden. Dort wurden mit
Tetrameren im Mittel 0,87% (0,1-3,9%) fur das gag-Peptid und 0,59% (0,1-5,5%)
fir das pol-Peptid positive Zellen gefunden (bezogen auf alle CD3*CD8" T-
Lymphozyten) (Scott-Algara, 2001). Bei unseren Untersuchungen waren im Mittel
1,77% (0,3-6,2%) der CD8" T-Lymphozyten gag-Peptid positiv und 0,48% (0,2-
1,1%) pol-Peptid positiv. Allerdings wurden in genannter Arbeit bei 26 von 28
Kindern (93%) HIV-spezifische Zellpopulationen gefunden, in unseren
Untersuchungen war dies nur bei 8 von 13 Kindern (62%) mdglich. Es handelt sich
hier moglicherweise um einen alterspezifischen Befund, da in oben genannter
Studie vier von den 28 Kindern (14%) unter 8 Jahren alt sind, bei unseren
Untersuchungen dagegen sieben von 13 (54%) unter 8 Jahren sind (bei denen nur
bei zwei Tetramer-positive Zellen gefunden werden konnten). Der Aspekt, dass
der Nachweis HIV-spezifischer Zellen eher bei alteren Kindern gelingt, ist auch in
einer anderen Studie beschrieben (Scott, 2001). Eine positive Korrelation
zwischen INFy produzierenden HIV-spezifischen CD8 Zellen und dem Alter wurde
erst kurzlich gezeigt (Buseyne, 2005). In einer anderen Tetramer-Studie bei HIV-
infizierten Kindern wird kein Zusammenhang zwischen Alter und HIV-spezifischen
CD8 Zellen festgestellt (McCloskey, 2001). Dort waren im Mittel 0,4% der
CD3'CD8" T-Zellen gag-positiv und 0,1% CD8 Zellen pol-positiv bei insgesamt 19
untersuchten Kindern (Altersmedian: 9 Jahre), wobei nur bei zwei Patienten kein
Nachweis tetramerpositiver CD8 Zellen moglich war. Dies liegt moglicherweise an
einer anderen Inkubationstemperatur von 37°C bei der Studie von McCloskey vs.
21°C bei unseren Untersuchungen entsprechend den Herstellerangaben der von
uns verwendeten Tetramere (Whelan, 1999). In den meisten anderen Tetramer-
Studien sind keine Angaben zur verwendeten Inkubationstemperatur zu finden.
Nur in einzelnen Studien wird eine Temperatur von 4°C verwendet (Gea-
Banacloche, 2000; Goulder, 2000; Sun, 2002), in anderen auch 37°C (Kostense,
2001; McCloskey, 2001).
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Zur Korrelation von Viruslast und HIV-spezifischen T-Zellen gibt es
widersprichliche Daten. Von einer inversen Korrelation beider (z.B. viele
zytotoxische T-Lymphozyten = niedriger Virulast) bei Erwachsenen (jedoch nicht
mit Tetrameren detektiert) wurde wiederholt berichtet (Borrow, 1994; Cao, 1995;
Edwards, 2001; Greenough, 1997; Koup, 1994; Musey, 1997; Rinaldo, 1995).
Auch bei Kindern wurde dieser Zusammenhang gezeigt (Buseyne, 2002a), im
speziellen auch fur INFy produzierende HIV-spezifische CD8 Zellen bei Kindern
unter HAART (Buseyne, 2005). In Tetramer-Studien zeigt Ogg ebenfalls eine
inverse Korrelation zwischen Viruslast und mit Tetrameren detektierten HIV-
spezifischen CTLs bei Erwachsenen (Ogg, 1998), wie auch in longitudinalen
Untersuchungen bei Kindern (Ogg, 1999). Interessanterweise konnte dies fur HIV-
infizierte Kinder bis zum ersten Lebensjahr bei Messung von HIV-spezifischen T-
Zellen im Elispot nicht gezeigt werden (Lohmann, 2005). Fur Erwachsene finden
sich einzelne Studien, die zeigen, dass eine hohe Viruslast durchaus mit einer
groRen Anzahl HIV-spezifischer CD8 Zellen einhergehen kann (Migueles, 2001).
Auch wir konnten durch unsere Tetrameruntersuchungen keinen Zusammenhang
zwischen Viruslast und der Anzahl der tetramerpositiven CD8 T-Zellen
nachweisen. Andere Studien kommen in der Verwendung mit Tetrameren zu
ahnlichen Ergebnissen und konnten keinerlei Zusammenhang zwischen der
ermittelten Anzahl HIV-spezifischer CTLs und Viruslast oder CD4-CD8-Ratio
zeigen, weder bei Kindern (Scott-Algara, 2001; Buseyne, 2002b), noch bei
Erwachsenen (Gea-Banacloche, 2000). Diese insgesamt widerspruchliche
Studienlage wird auf eine unterschiedlich spielende Rolle von HIV-spezifischen
CD8-Antworten im Verlauf der HIV-Infektion zurtckgefuhrt (Jiao, 2006). Wird
speziell auf IFNy-produzierende CD8 Zellen untersucht, so wird von einer
negativen Korrelation zwischen IFNy-produzierenden Tetramer-positiven CD8
Zellen und Viruslast berichtet (Scott-Algara, 2005).

Bei einer Studie mit HIV-infizierten Erwachsenen von Kostense (2001) wird weiter
zwischen Patienten mit niedriger und hoher CD4 Zahl differenziert
(Unterscheidung bei 400 / pl Blut). Nur bei der Gruppe mit hoher CD4 Zahl findet
sich hier eine inverse Korrelation zwischen Viruslast und Anzahl HIV-spezifischer
CTLs. Dies wird im Zusammenhang mit der die Funktion betreffenden mdglichen
Abhangigkeit der CTLs von den CD4 Zellen gesehen, deren Hilfe fur die Funktion
der CTL als notwendig erachtet wird (Zajac, 1998). Wir finden bei den Kindern mit
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einer CD4 Zahl Uber 400/ ul Blut keinen Zusammenhang zwischen Viruslast und

Anzahl HIV-spezifischer CTLs, allerdings ist unser Kollektiv zahlenmaRig klein.

Studien von Appay et al. (2000) zeigen, dass die mit der Tetramermethode
detektierten HIV-spezifischen CD8 T-Zellen hinsichtlich der antigenspezifischen
Produktion von Zytokinen funktionell aktiv sind. Es wurden nur Kkleine
Subpopulationen gefunden, die zwar IFNy und MIP-1beta, jedoch nicht TNF-alpha
exprimierten. TNF-alpha ist fur eine effektive HIV-spezifische Zytotoxitat
zusammen mit IFNy notwendig (Lichterfeld, 2004). Weiter wurde in der Studie von
Appay (2000) festgestellt, dass HIV-spezifische CD8 Zellen signifikant weniger
Perforin als CMV-spezifische CD8 Zellen produzieren. Dies unterstltzt die These,
dass es verschiedene funktionelle Stadien der spezifischen CTLs gibt und diese
sich im Profil je nach vorherrschender Infektion unterscheiden. Appay beschreibt
weiter, dass die Persistenz des Oberflachenmarkers CD27 bei HIV-spezifischen
Zellen mit niedrigeren Perforinspiegeln und eingeschrankter zytolytischer Funktion
einhergeht (Appay, 2000), so dass erst den terminalen ausdifferenzierten CD27

negativen Zellen eine effektive Zytotoxizitat beigemessen werden kann.

Die von uns detektierten HIV-spezifischen CD8 Zellen bei Kindern sind entweder
fur CD27 und / oder 28 positiv und damit, wie oben beschrieben, nicht dem
terminalen Zellstadium zuzuordnen. Es ware denkbar, dass der Grund fur die bei
Kindern im Vergleich zu Erwachsenen eingeschrankte immunologische Abwehr
der HIV-Infektion in der nicht vorhandenen Ausdifferenzierung zu suchen ist. Dem
entsprechend konnten wir in vorlaufigen Untersuchungen einen Unterschied zu
Erwachsenen feststellen, bei denen sehr wohl signifikante Populationen HIV-
spezifischer CD8 Zellen im terminalen Stadium zu finden waren. Dieser Panotyp
bei Erwachsenen wurde kuirzlich auch in einer Studie mittels LDA gezeigt:
Populationen von CD27° CD28" HIV-spezifischen CD8 Zellen (u.a. Gag-spezifisch)
sind hier deutlich vorhanden (Weekes, 2006). In einer anderen Studie wird
ebenfalls gezeigt, dass bei Erwachsenen eine hdohere Anzahl HIV-spezifischer
CD8" CD27 Zellen mit einer verzégerten Krankheitsprogression einhergeht (van
Baarle, 2002).
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Bei der Progression zum Krankheitsstadium AIDS scheinen jedoch auch die
terminal ausdifferenzierten HIV-spezifischen CTLs ihre Funktion zu verlieren, da
gezeigt wurde, dass der Anteil der IFNy produzierenden Zellen der HIV
spezifischen Zellen insgesamt wahrend der Progression zu AIDS abnimmt
(Kostense, 2002). Dieser Fall wurde durch unsere Studien nicht untersucht, da
sich zum Zeitpunkt der Untersuchung keiner der Patienten im Krankheitsstadium
AIDS befand.

4.2.2 Interpretation der in den Stimulationsuntersuchungen erhobenen

Daten

Unsere Arbeitsgruppe hat bereits gezeigt, dass die CD8" CD28 Zellen bei HIV-
infizierten Kindern gegenuber gesunden Probanden expandiert sind (Niehues,
1998), selbst nach Senken der Viruslast durch HAART (Niehues, 2000). In dieser
Arbeit zeigen wir daruber hinaus, dass dies auch fur die nach Appay (2002)
terminal differenzierten, also CD27 und CD28 negativen, CD8 Zellen gilt und dass
diese Expansion nicht bei einer anderen chronischen Virusinfektion (hier Hepatitis
B) vorzufinden ist, also moglicherweise HIV-spezifisch ist. Scheinbar fordert das
HI-Virus in der immunologischen Auseinandersetzung andere
Abwehrmechanismen heraus, als dies bei anderen Viruserkrankungen der Fall ist.
Die Grunde hierfir sind sicherlich in den unterschiedlichen funktionellen
Eigenschaften der verschiedenen CD8 Subpopulationen zu suchen. So werden
Zellen mit fehlender Expression von CD28 mit Dysfunktion, Anergie, einem
verminderten, normalerweise durch Interleukin 2 vermittelten, Eintritt in den
Zellzyklus und geringerer Zellzyklusaktivitat (Wells, 1997), wie auch mit einer
erhohten Apoptosebereitschaft (Boise, 1995; Lewis, 1994; Noel, 1996) assoziiert -
insbesondere durch die ausbleibende Hochregulation des anti-apototischen
Proteins Bcl-xL (Dahl, 2000; Okkenhaug, 2001). Ahnliches wie fir CD28 gilt fur
CD27, da CD27 Uberlebensfunktionen der aktivierten T-Zellen stimuliert
(Hendriks, 2003) und so fur eine Ansammlung von Effektor-T-Zellen am Ort der
immunologischen Auseinandersetzung mit der Infektion sorgen kann. Durch ihre
Eigenschaft vermehrt Perforin zu exprimieren wird den terminal differenzierten

Zellen ein groReres zytotoxisches Potential zuerkannt (Appay, 2002), was auch
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durch eine inverse Korrelation zwischen der Expression von CD27 und Perforin

bestatigt wird (Tomiyama, 2004).

Bisher gibt es kaum Studien mit einem Vergleich der CD8-Zell-Produktion von
Zytokinen bei verschiedenen chronischen Virusinfektionen. Wir zeigen, dass bei
HIV die terminal differenzierten CD8 Zellen nach Stimulation im Vergleich zu
Hepatitis und gesunden Kontrollen vermehrt Interferon y produzieren - im
Gegensatz zu Interleukin 2, flir dessen Produktion kein signifikanter Unterschied
zwischen den HIV-Patienten im Vergleich zu Gesunden oder Kindern mit
chronischer Virusinfektion zu finden ist. Dies ist moglicherweise ein HIV-
spezifischer Befund, da bei einer anderen chronischen Virusinfektion (Hepatitis B)
keine signifikant vermehrte Produktion von IFNy festgestellt werden konnte. So
scheinen nicht nur wie bei Appay (2002) beschrieben und oben gezeigt,
verschiedene Subpopulation der CD8 Zellen bei unterschiedlichen chronischen
Virusinfektionen vorzuherrschen, sondern es scheint innerhalb dieser auch bei
den verschiedenen Infektionen ein unterschiedliches Funktionsprofil vorhanden zu
sein.

Warum sind nun bei der HIV-Infektion die terminalen CD8 Zellen nach Stimulation
eher bereit Interferon y zu produzieren, als dies bei Hepatitis-infizierten oder
gesunden Kindern der Fall ist? Interferon y begunstigt die Aktivierung von
Makrophagen (Dayton, 1985), die vermehrte Herstellung antiviraler Proteine
(Guidotti, 1996), die Vermehrung der HLA Klasse | und Il -Molekile an der
Zelloberflache, wie auch eine VergrélRerung des Repertoires der durch die HLA-
Klasse | prasentierten Peptide (Schreiber, 2003). Die vermehrte Expansion von
HLA wiederum fuhrt zur Aktivierung und Expansion der CD8 Zellen, zum Beispiel
durch Interleukin 7 und 15. Fir Interleukin 7 sind deutlich erhéhte Spiegel bei HIV-
Patienten nachgewiesen (Correa, 2003; Llano, 2001). Interleukin 15 hingegen wird
im Vergleich zu Gesunden vermindert nachgewiesen (Ahmad, 2003 und 2005).
Beide stellen wichtige Expansionsfaktoren fur CD8 Zellen dar (Brugnera, 2000;
Diab, 2005; Fry, 2001; Kennedy, 2000; Yu, 2003). Da aktivierte CD8 Zellen, wie
gezeigt, bei HIV-infizierten vermehrt IFNy produzieren, wird die Expansion der

terminal differenzierten CD8 Zellpopulation weiter verstarkt (Abbildung 6).

95



Diskussion

&

CD8 T-Zellen 1 IFNy 1

IL7 & IL15

Peptidgeneration und -
prasentation 1
MHC Klasse | - Expression 1

Abbildung 6 - Erklarungsmodell zur CD8 T-Zell-Expansion mit vermehrter Interferon y -
Produktion bei HIV (siehe Text)

4.3 Aussicht und klinische Bedeutung

Um das Versagen der CTLs wahrend des naturlichen Verlaufs der HIV-Infektion
zu verstehen, mussen die funktionellen Eigenschaften der Tetramer positiven
Zellen besser verstanden werden. Scheinbar handelt es sich vor allem nicht um
ein quantitatives, sondern eher qualitatives Problem in der zellularen Immunitat
gegenuber HIV. Die Funktion der terminal differenzierten CD8 Zellen und ihre
Interaktion zwischen Virus und zellularer Abwehr scheinen hochkomplex. Mit
verbesserten Kenntnissen des Zusammenhangs zwischen HIV-spezifischen CD8
Zellen und Krankheitsprogression kann die Detektion tetramerpositiver CD8 Zellen
eventuell auch zu Therapiemonitoring- oder Prognosezwecken eingesetzt werden.
Bei Vakzinierungsstudien kann diese Methode dann zur Uberwachung eines
Impferfolges verwendet werden. Detailierte Kenntnisse zu HIV-spezifischen CD8
Zellen sind von zentraler Bedeutung um den Therapieansatz des autologen
Transfers HIV-spezifischer Zellen weiterzuentwickeln. Beim autologen Transfer
werden entweder direkt HIV-spezifische CTLs gewonnen oder CD8 Zellen, die in
vitro mit HIV-Antigen vorstimuliert werden. Diese werden ex-vivo als HIV-
spezifische T-Zellklone expandiert und mit Interleukin 2 stimuliert. AnschlielRend

werden die so ex vivo modifizierten Zellen dem Patienten wieder zuriick infundiert.
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In  bisherigen  Pilotstudien  wurden  verschiedene  Variationen  und
Weiterentwicklungen (z.B. durch Gen-Modifikationen) des Verfahrens angewendet
(Brodie, 1999; Deeks, 2002; Dropulic, 2006; Koenig, 1995; Lieberman, 1997;
McKinney, 1999; Mitsuyasu, 2000).

Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern weitere Ansatze zum Verstandnis der

Expansion von terminal differenzierten CD8 Zellen bei HIV-infizierten Kindern.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Die Bedeutung der Expansion von CD8"CD28" T-Zellen fiir die antivirale Immunitat
bei HIV-infizierten Kindern ist unklar. CD8 Zellen lassen sich in naive
(CD28'CD27"), intermedidre (CD28CD27") und terminal ausdifferenzierte
Phanotypen (CD28°CD27°) unterteilen. In dieser Studie wird der
Differenzierungsgrad von HIV-spezifischen (gag/pol) CD8 Zellen untersucht
(MHC-Tetramermethode). Die Zytokinproduktion (Interleukin 2 und Interferon y)
von CD8 Subpopulationen bei HIV-infizierten Kindern, Kindern mit chronischen
Virusinfektionen (Hepatitis B) und gesunden Kindern wird mittels FACS-Analyse
nach Stimulation mit lonophor/PMA intrazellular ermittelt.

HIV-spezifische CD8 Zellen werden bei 8 von 13 Kindern nachgewiesen und
haben einen naiven oder intermediaren Differenzierungsgrad. Der Anteil Interferon
vy produzierender CD8 Zellen ist bei HIV-infizierten Kindern (n=26) signifikant
groller als der von Interferon y produzierenden CD8 Zellen bei Kindern mit
Hepatitis (n=10) oder gesunden Kindern (n=10). Interferon y wird sowohl von
naiven-intermediaren als auch von terminal ausdifferenzierten Zellen produziert,
dagegen wird Interleukin 2 nicht von terminal ausdifferenzierten CD8 Zellen
produziert.

Die terminal ausdifferenzierte, expandierte CD8'CD28 Zellpopulation enthalt bei
Kindern keine HIV-gag/pol-spezifischen T-Zellen, so dass sie fur die antivirale
Zytotoxizitat bei Kindern moglicherweise eine untergeordnete Rolle spielen. Die
Interferon-y-Produktion von stimulierten CD8 Zellen ist spezifisch fur die HIV-
Infektion und hat madglicherweise eine immunregulatorische Funktion. Diese
Studie liefert weitere Aspekte zum Verstandnis der Expansion und Funktion von

terminal ausdifferenzierten CD8 Zellen bei HIV-infizierten Kindern.
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Anhang

ANHANG: CDC-KLASSIFIKATION

Tabelle 14 — Einteilung in immunologische Stadien gemaR liberarbeiteter CDC Klassifikation

fur die HIV Infektion im Kindesalter von 1994 basierend auf den altersentsprechenden CD4
Zellzahlen oder CD4 Prozentzahlen (MMWR 1994; 43 (No. RR-12): 1-10)

<12 Monate 1-5 Jahre 6-12 Jahre
CDC-Stadium Zellzahlipl (%) Zellzahlipl (%) Zellzahl/pl (%)
Stadium 1 21500 (225%) 21000 (225%) 2500 (225%)
Keine
Immunsuppression
Stadium 2 750-1499  (15%-24%)  500-999  (15%-24%) 200-499  (15%-24%)
MaRige
Immunsuppression
Stadium 3 <750 (<15%) <500 (<15%) <200 (>15%)
Schwere

Immunsuppression
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