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Einleitung

1 EINLEITUNG

1.1 Grundlagen des Immunsystems

Der menschliche Korper ist im Kontakt mit der Umwelt standig einer Vielzahl Fremdstoffen
ausgesetzt, seien es Mikroorganismen oder chemische Substanzen. Im Verlaufe der Evolution
entwickelten Iebende Organismen undinsbesondere die Saugetiere unspezfische und spezifi-
sche Medhanismen, um diese stdndige Bedrohung ihrer Existenz abzuwehren. Dies ist Aufga
be des Immunsystems. Es reagiert auf die unterschiedlichen Substanzen (Antigene) mit einer
angepasgen Immunantwort, einem fein regulierten, kamplexen System zelluléarer und mole-
kularer Komporenten. Die fur die Immunpathogenese der HIV-Infektion wesentlichen Me-
chanismen der Immunantwort werden in den folgenden Abschnitten in ihrer normalen Funk-
tion keim gesunden Menschen beschrieben undim Kapitel 1.2 in ihrer mdglichen Bedeutung
fur den Verlauf der HIV-Erkrankung dargestellt.

1.1.1 Indukion einer |mmunantwort

Wir unterscheiden heute die angeborene von der erworbenen Immunitét. Die zentrale Rolle in
der Bereitstellung immundogischer Medanismen besitzen de Leukozyten, die im Zusam-
menspiel ihrer Subpopuationen eine Immunantwort aufbauen, regulieren und schliefdlich
auch beenden. Die Zdlen des Immunsystems entwickeln duch komplexe Interaktions- und
Regulationsvorgange in zentralen lymphatischen Organen wie dem Thymus, den Lymphkno-
ten und ar Milz eine Toleranz gegen kérpereigene Strukturen und bl den sich einen Pod von
Antikdrpern, de gegen korperfremde Proteine gerichtet sind undfrel im Blut zirkulieren. Zur
angeborenen Immunitét tragen noch lokale Faktoren wie z. B. der pH-Wert von Korperober-
fladchen, sezernierte lytische Enzyme, rein medhanische Barrieren durch Endahel schranken
oder mukozili &re Cleaancemedanismen im Respirationstrakt bei.

Aufgabe der angeborenen Immunitét ist der Erstkontakt mit dem Krankheitserreger, falls
moglich de Eliminierung oder die Einddmmung einer aufkeimenden Infektion. Das Immun-
system besitzt dazu zur Phagozytose fahige Zellen, die kdrperfremde Zellen oder Fremdstoffe
erkennen, an sie binden undsie danad in sich aufnehmen, um sie zu verdauen. Die Phagozy-
tose wird in der Frihphese aner Infektion hauptsdcdlich von reutrophlen Granulozyten urd
Makrophegen geleistet. Sie setzen durch Freisetzung von Cytokinen die Entziindurgsrektion
in Gang und schaffen ein saures Mili eu, in dem Abwehrprozess effektiver ablaufen konnen.
Der Reiz zur Phagozytose kann sowohl von hekteriellen Oberflachenstrukturen selbst ausge-
hen, aber auch von Antikdrpern auf den fremden Partikeln, de Uber Rezeptoren der Phagozy-
ten gebunden werden (siehe 1.26). Die Phagozytose und der damit verbundene Abbau der
Fremdproteine emoglicht es den Makrophagen und anderen antigenprésentierenden Zellen
(dendritischen Zellen und B-Zéllen), die Antigene den Zellen der adaptiven/spezifischen Im-
munantwort in geeigneter Form zu zeigen urd so den Stimulus zur T-Zell-vermittelten oder
humoralen Immunantwort zu geben (54). Die spezfische Immunantwort erreicht ihre Funkti-
onstichtigkeit nach vier bis seben Tagen.
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1.1.2 Die T-Zdll-vermittelte Immunitat

Die Antigenpréasentation duch Phagozyten, aber auch die Prasentation vonin der Zellen pro-
duzierten Proteinen erfolgt durch Molekile des Haupthistokompatibilit &skomplexes (MHC)
auf der Zell oberflache. Dies ermdglicht die Interaktion mit T-Lymphazyten. Es gibt zwei Ty-
pen von MHC-Molekilen: MHC-Klass-1- und MHC-Klass-11-Molekile. MHC-Klass-I-
Molekile prasentieren Peptide aus cytosolischen Proteinen, somit auch von sich intrazell uldr
replizierenden Viren wie bei der HIV-Infektion. MHC-Klasse-11-Molekile binden an Peptide,
dieintrazelluldr in Vesikeln varkommen, z. B. Fragmente von plegozytierten Bakterien. Die
Aktivierung der T-Lymphozyten geschieht - je nach Subkas< - entweder Ulber MHC-Klasse-
I- oder MHC-Klasse-11-Molekile.

Der Kontakt eines naiven antigenspezifischen CD8-positiven T-Lymphozyten mit den von
MHC-Klasse-1-Molekilen auf antigenprasentierenden Zellen gezeigten Peptiden von Patho-
genen |0st eine Aktivierung des Lymphazyten, eine Differenzierung in eine zytotoxische T-
Zelle (CD8+) undeine klonale Expansion deser Zelle aus. Die Antigene bel dieser Form der
Aktivierung sind meist viraler Art. Bei Kontakt der aktivierten zytotoxischen T-Zelle mit der
virusinfizierten Zelle wird der Zelltod cer infizierten Zelle durch in dem T-Lymphazyten vor-
handene Cytotoxine ausgel0st. Damit gelingt auch die Vernichtung cer sich in der Zelle ver-
mehrenden Viren. Die Sekretion vonlinterferony (IFN-y) und anderen Faktoren durch die T-
Lymphazyten hemmt zusétzlich de virae Replikation in befalenen Zellen (12).

Naive CD4-pasitive T-Zelen (T-Helferzell en) besitzen grundsétzlich zwel Wege, sich zu dif-
ferenzieren und Konal zu expandieren: zu Tyl- oder Ty2-Zellen. Die Antigenprasentation
erfolgt Gber MHC-Klasse-11-Molekile, die Entscheidung in den einen oder anderen Weg féllt
beim Erstkontakt mit dem Antigen. Tyl-Helferzellen fuhren zu einer Makrophagenaktivie-
rung, somit einem zelluldren Weg der Immunantwort; Ty2-Helferzellen 16sen die Bildung
neutralisierender Antikorper durch B-Zellen aus, den humoralen Weg der Immunantwort.
Diese zwei Wege kennzeichnen de zentrale Rolle der T-Helferzellen im Immunsystem. Die
aktivierten Makrophagen vermdgen Bakterien zu fressen undabzutdten. Der humorale Weg
Uber die Bildung von Antikdrpern wird im folgenden Abschnitt 1.1.3 keschrieben.

Die Aktivierung der T-Zellen durch Kontakt mit dem prozesderten Fremdpeptid erfordert
neben der Bindung durch den T-Zellrezeptor die gleichzeitige Anwesenheit von costimulie-
renden Signalen, wie der Interaktion vonCD28 (auf T-Lymphazyten) und B7-Glykoproteinen
(auf antigenprésentierenden Zellen). Die Aktivierung findet vor alem in den sekundéren
lymphatischen Organen (z. B. Lymphknden) statt. Fehlt der costimulatorische Effekt, so ver-
fallt die Zelle in Anergie und es entstent Immuntoleranz gegentiber dem Antigen. Die Sekre-
tion des Cytokins Interleukin-2 (IL-2) durch T-Zellen urterhdlt die Proliferation der aktivier-
ten Zellen (55).

Die Balance zwischen der vorwiegend zytotoxischen Tyl-Antwort und cer vorwiegend hu-
moralen Ty2-Antwort wird je nach Erregertyp var alem durch Cytokine des Monazyten-
systems gesteuert.
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1.1.3 Die humorale |mmunitét

Die durch Ty2-Zellen aktivierten B-Zellen produzieren Antikorper, die auf drei Wegen zur
Eliminierung des Pathogens aus dem Korper beitragen. Zum einen vermogen die Antikorper
direkt an das Pathogen zu binden undes omit zu reutralisieren. Die Bindung eines Teil s der
gebildeten Antikorper an virale oder bakterielle Oberflachenstrukturen (sogenannte neutrali-
sierende Antikorper) verhindert durch Besetzung der Bindungsdellen, mit denen de Patho-
gene ihren Kontakt zu kérpereigenen Zellen aufbauen, die Infektion der Zielzelle. Der zweite
Weg ist die Opsonierung der Erreger durch Beladung mit Antikdrpern. Trifft ein mit Anti-
korpern beladenes Bakterium oder Virus auf einen Makrophagen, so kann deser den Fc-
Antell des opsonierenden Antikorpers durch seine Fc-Rezeptoren erkennen, erhélt damit ei-
nen Anreiz zur Phagozytose, nmmt den Erreger in sich auf undlysiert ihn duch dverse Me-
diatoren im Rahmen des sgenannten ,,respiratory burst”. Die opsonierenden Antikorper kon-
nen weiterhin de Lyse des Pathogens durch Proteine des Komplementsystems indwzieren -
der dritte Weg. Diese Proteine bilden in ihrer Gesamtheit eine Kaskade, durch de sie schlief3-
lich Poren in de Membranen der Erreger einbauen und @mit die Pathogene zerstoren. Die
Beladung mit Komplementfaktoren stellt zudem einen weiteren Reiz fir phagozytierende
Zellen dar, die Erreger aufzunehmen (vermittelt Gber spezielle Komplementrezeptoren - CR).

Die Produkion verschiedener Immunglobdinklassen (IgA, 1gD, 1gG und IgM) mit unter-
schiedlicher Molekllstruktur, das Vorhandensein bestimmter Klassen in den jeweili gen Kom-
partimenten des menschlichen Korpers, der Wedsel der gebil deten Klassen im Verlauf einer
Infektion und de Affinitétsreifung unterstreichen de Adaptation des Immunsystems an wech-
selnde Anforderungen der Immunabwehr.

Infizierte Zellen, de aif der Oberfladhe virale Proteine exprimieren undmit Antikorpern be-
laden sind, konren ferner durch NK-Zellen (nattrli che Kill erzellen) direkt und ohre Vermitt-
lung Uber MHC-Klasse-I-Molekille (wie bei CD8+ Zellen) lysiert werden. NK-Zellen zahlen
weder zu den B- noch zu den T-Lymphazyten und bkesitzen Fc-Rezeptoren, de an den opso-
nierenden Antikdrper binden undso den Kontakt zur infizierten Zelle aufbauen. Dies wird als
antikorperabhéngige zell vermittelte Zytotoxizitét bezeichnet (ADCC) (56).

1.1.4 Autoimmunitét

Der Begriff der Autoimmunitét bezeichnet eine fehlgeleitete Immunregtion, de sich gegen
korpereigene Strukturen richtet. Diese kann sowohl Uber zytotoxische T-Zellen als auch toer
die Bildung von Antikdrpern gegen korpereigene Proteine ausgel 6st werden.

Die Selektion vonT-Lymphazyten im Thymus Il im Regelfalle die Bildung autoreaktiver
Lymphazyten verhindern. Geraten autoresktive T-Zellen dennoch in de Peripherie des Kor-
pers undtreffen dort auf ein ihrem Rezeptor komplementéres Antigen, so sollte der fehlende
costimulatorische Effekt trotzdem eine Anergie der Zelle bewirken. Geschieht dies nicht und
werden diese Zellen aktiviert (mdglicherweise durch eine triggernde Infektion), so sind die
aktivierten zytotoxischen T-Zellen in der Lage, eigenes - vermeintlich korperfremdes - Gewe-
be zu attackieren und zu zerstoren. Eine Erkrankung, bei der dieser Weg eine Roll e zu spielen
scheint, ist der Diabetes mellitus Typ | mit der Zerstérung von Inselzell en des Pankreas durch
zytotoxische T-Zellen. Es handelt sich daher meist um das Antreffen eines Antigens, welches
im Rahmen der Toleranzbildung im Thymus nicht présentiert wurde.



Einleitung

Kreuzredtive Antikorper, die sowohl auf Fremdprotein als auch auf kérpereigenes Gewebe
affin sind, kdmen eine Entziindurgsregtion urterhalten, wie sie z B. bel der Infektion mit
Coxsadie-Viren vorkommt Treffen Antikorper, die gegen dese Viren gerichtet sind, auf
Herzmuskelzellen, de @n hamologes Epitop kesitzen, so werden de Herzmuskelzellen mit
den kreuzresktiven Antikdrpern beladen. Dies kann so zu einer autoimmun bedingten Myo-
karditis fhren (26).

Fur die unter 1.1 beschriebenen immundogischen Medanismen beim Gesunden finden sich
charakteristische - durch die Infektion mit dem HI-Virus ausgel6ste - funktionelle Defekte,
die in ihrer Gesamtheit schliefdlich das Bild einer schweren, erworbenen Immunschwéche
ausmachen. Die zentrale Rolle der T-Helferzellen in der Regulation der Immunantwort, die
aktive Vernichtung virusinfizierter Zellen duch zytotoxische T-Zellen, die Moglichkeit der
Auslosung einer Autoimmunregtion duch mit HIV-Proteinen kreuzrektive Antikorper und
die Phagozytose ganzer, kérpereigener Lymphazyten duch Makrophagen sind Gegenstand
des folgenden K apitels.
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1.2HIV und AIDS

Die esten Berichte Uiber Félle der Immunschwéchekrankheit AIDS wurden im Sommer 1981
puliziert (16). Damals hauften sich urter homosexuellen Ménnern in Kalifornien de seltenen
bzw. atypischen Erkrankungen von Pneumocystis carinii-Pneumonien und Kaposi-Sarkomen
(51). Samtliche Patienten waren stark immungeschwadt und wiesen weitere oppatunistische
Infektionen sowie Krebserkrankungen auf (17). Nach Bildurng einer Arbeitsgruppe der Cen-
ters for Disease Control and Prevention (CDC), die sowohl das Krankheitshild definieren als
auch de Quelle undInfektionswege analysieren sollte, wurden hamo- (18) und teterosexuelle
(42) Sexualkontakte ds Ubertragungswege nachgewiesen. Als weiterer Ubertragungsweg
zeigte sich die Moglichkeit einer Infektion Uler Blut- und Blutprodukte, hier hauptsachlich
bei H&mophili epatienten undi.v.-Drogenabhangigen (19).

1.2.1 Verlauf von HIV-Infektion urd AIDS

Die akute HIV-Infektion umfasg die Zeit von der Virusinkorporation kis zum Auftreten von
gegen das HI-Virus gerichteten Antikdrpern im menschlichen Blut, der Serokonwersion. In
dieser Zeit vermehrt sich das HIV exzessv, es kommt zu einer deutlichen Viramie mit bis zu
10° HIV-RNA-Kopien/ml Plasma (58). Die Patienten entwickeln zu 25 bs 65 % ein wenige
Wochen andauerndes, der Mononticleosis infectiosa dnliches Bild mit Fieber, Halsschmer-
zen, Lymphkndenschwellungen, Arthralgien, Ulcerationen im Anogenitalbereich und O-
ropharynx sowie in seltenen, schweren Fallen neurologischen Symptomen (Meningitis, Neu-
ropathie) (75). Die Zahl der CD8-pasitiven Zellen im Blut steigt dabei an. Zeitgleich falt die
Zahl der CD4-pasitiven Zellen im peripheren Blut ab, um sich ab der Serokonwversion wieder
zu erhden, de Virudast geht nach der Serokonversion zurtick (45). Die Phase der akuten
HIV-Infektion dauert bis zu 12 Wochen, der Nachweis der Infektion erfolgt durch einen
Such- und einen Bestétigungstest. Als Suchtests werden Sandwich-ELISAs auf Anti-HIV-
Antikorper eingesetzt, dltere diagnostische Assays haben ein Zeitfenster von 6 bs 12 Wo-
chen, rneuere der dritten Generation von 3 lss 4 Wochen nach der Infektion (23), in dem trotz
stattgehabter Infektion der Nachweis negativ sein kann. Kombinierte Assays der vierten Ge-
neration detektieren neben den Anti-HIV-Antikérpern auch das p24-Antigen des HIV im
Blut, sie vermdgen das diagnostische Fenster bis auf maximal zwei Wochen zu verringern
(99). Zur Bestétigung des Suchtests werden Western-Blots auf virale Proteine engesetzt (p24,
gp41, gpl120160) (78). Sollte bei negativen Suchtests trotzdem ein kinischer Verdadt auf
eine HIV-Infektion hestehen, so kann der direkte Virusnadhweis mit einer qualitativen PCR
erfolgen (84). Die quantitative PCR und \erwandte Verfahren wie der bDNA-Nachweis (sie-
he 2.5 dienen heute der routineméaldigen Bestimmung der Viruslast, da sich zeigte, dassdie
Bestimmung der Plasmaspiegel der HIV-RNA einen prognostischen Wert fir den Erkran-
kungsverlauf hat (73) und damit die Effektivitét der antiretroviralen Therapie Uberwadt wer-
den kann.

Bei der Mehrzahl der Patienten schliefdt sich eine asymptomatische Phase an, in der sich de
CD4-Zéll zahl im peripheren Blut auf normalem oder leicht abgeschwadtem Niveau bewegt,
die Virudast ist niedrig (75). Die Zahl der CD8-positiven Zellen bleibt aufgrund der nie ver-
siegenden HIV-Replikation im gesamten Verlauf der Erkrankung deutlich erhoht, weshalb
das Verhdltnis von CD4+ zu CD8+ Zellen (CD4/CD8-Ratio) bei der Erkrankungcharakteris-
tischerweise eniedrigt bleibt.
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Bel Ausschlussanderer Erkrankungen ist das L ymphadenopathiesyndrom definiert als min-
destens drel Monate andauernde Lymphkndenschwellung in mehr als zwei extra-inguinalen
Lokali sationen. Dabei kann subjektives Wohlbefinden des Patienten bestehen (75).

Durch den Abfall der Immunkampetenz im Verlauf der HIV-Erkrankung werden de Patien-
ten bei der symptomatischen HIV-Erkrankung anféllig fur oppatunistische Infektionen,
vornehmlich der Haut und der Mundschleimhaut. Bis zu desem Zeitpunk sind de Patienten
asymptomatisch, de Erkrankung ist nur durch Labortests gesichert. Die folgenden Beispiele
nadh CDC-Kategorie B zeigen das zu erwartende Spektrum (20).

Tabelle 1. Beispiele fur Erkrankungen der Kklinischen Kategorie B der HIV-Infektion

Beispiele fur Erkrankungen der klinischen Kategorie B
oropharyngeal e oder vulvovaginale Candidiasis

cavicae Dysplasie oder Carcinomain situ

konstitutionelle Symptome (persistierendes Fieber, Durchfall, Gewichtsverlust > 10 %)
orale Haarleukop akie

Herpes zoster

idiopathische thrombozytopenische Purpura

Listeriose

periphere Neuropathie

Das erworbene Immunschwadesyndrom AIDS schliefdlich unfasg weitere Erkrankungen,
wie sie fir die Definition der CDC-Kategorie C pubiziert wurden (20). Die Patienten sind
schwerst erkrankt, in desem Stadium sind es vorrangig klinische Belange, die die Therapie
der Patienten leiten.

Tabelle 2: Beispiele fur Erkrankungen der Kklinischen Kategorie C der HIV-Infektion
(AIDS-definierende Erkrankungen)

Beispiele fur Erkrankungen der klinischen Kategorie C (AIDS)
Candidiasis (bronchial, tracheal, 6sophaged)

invasives Cervixcarcinom

Cocdadioidomykose, Cryptosporidiose, Cryptococcose, Histoplasmose
Zytomegalie und CMV-Retinitis

HIV-Enzephalopathie

Herpes smplex (bronchial, tracheal, 6sophageal)
Kaposi-Sarkom

Lymphame (Burkitt oder primér cerebral)

Mycobakteriosen (MOTT oder Tuberkulose)

Pneumocystis carinii-Pneumonie oder rekurrente Pneumonien
cerebrale Toxoplasmose

progressve multifokale Leukenzephal opathie
HIV-Wasting-Syndrom
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Die folgende Abbildung stellt (stark schematisiert) den Verlauf der HIV-Infektion fir einen
typischen Erkrankungsfall dar:

Viruslast Anti-HIV-Antikbrper CD4-Zellen/pl

Prim&re HIV-Infektion

h

N

= 500/l

200 - 499/ul

- 200-

Asymptomatische Infektion
oder persistierende Lymphadenopathie

Symptomatische Infektion

oder AIDS

< 200/ul

//

0 3 Mo

nate

Zeit nach HIV-Infektion

bis 10 Jahre

Abbildung 1: schematisierter Verlauf der unbehandelten HIV-Infektion

Die momentan gultige Klassfikation fur HIV-Infektionen bei Erwadhsenen der amerikani-
schen CDC kombiniert klinische Daten und en Laborparameter der CD4-Zellzahl im peri-
pheren Blut nach je drei Kategorien (20):

Tabelle 3: CDC-Klasdgfikation der HIV-Erkrankung bel Erwachsenen von 1993

AIDS-definierende Erkrankungen

Kategoriel | Kategorie 2 | Kategorie 3
2500 200 - 499 <200
Kategorie A
aﬁymptoarrlj;ttigﬂfeelkrﬂg?t’i on oder A 1 A 2 A 3
Lymphadenopathiesyndrom
Kat ieB
symptoma%gcohcra :nefekti on, B 1 B 2 B 3
nicht A oder C
KategorieC C1 C2 C3
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Bel dem Erreichen einer klinischen Kategorie erfolgt kein Umstufen der Patienten mehr (d. h
ein der klinischen Kategorie C zugeordneter Patient wird nicht in Kategorie B zurlickgestuft,
sollte e die Bedingungen fir Kategorie C nicht mehr erfillen). Das generelle Management,
die atiretrovirale Therapie und de Frequenz der Arztkonsultationen sollten den Stadien an-
gepasd in Schwerpunkpraxen/-ambulanzen erfolgen (22).

Die aus dem progredienten Immundefekt resultierenden schweren oppatunistischen Infektio-
nen bzw. die Karzinome bewirken im Terminalstadium eine zunehmende Kadexie der Pati-
enten, sie erliegen schliefdlich dem Infekt bzw. dem Karzinom oder versterben im Multior-
ganversagen. Die mittlere Uberlebenszeit ab Beginn des AIDS betragt zwischen 111 (Frauen)
und 14,6Monaten (Manner) (66), der typische dreiphasige Erkrankungsverlauf dauert insge-
samt etwa 8 his 12 Jahre, je nach Therapieverfligbarkeit und-ansprechen.

1.2.2 Epidemiologie

Obwohl die Epidemie wurde zuerst in den USA und Europa entdedkt wurde, zeigte sich retro-
spektiv, dassbereits in den spéten 70er Jahren HIV-Infektionen in Zentralafrika prasent wa-
ren, hier mit heterosexuellen Sexualkontakten als Haupttbertragungsweg (2). Einer der fri-
hesten nadhgewiesenen Félle ener HIV-Infektion ist der eines Seemannes aus Manchester,
der 1959an einem Immundefekt starb undin dessen asservierten Gewebeproben nachtraglich
das HIV-Genom nachgewiesen wurde (24).

Uber den Ursprung der Erkrankung gibt es zwei besonders diskutierte Hypothesen:

« Eine geht davon aus, dass es eine Ubertragung des smian immunodficiency virus (SIV),
eines dem HIV genomisch sehr dhnlichen Immunschwadevirus bei Primaten, gegeben
haben muss Die in manchen afrikanischen Stagen verbreitete Praxis der Jagd unddes
Verzehrs von Menschenaffen bietet die Gefahr, sich nach der Jagd beim Aufbrechen des
Wildes und der Zubereitung zu schneiden undinfektitses Material zu inkorporieren. Da-
her wird dese Hypathese in der englischsprachigen Literatur as , cut-hurter theory“ be-
zeichnet (40).

e Inden 5Cer Jahren fanden in den afrikanischen Staaen Massenimpfungen gegen Polio mit
einem oralen Impfstoff (OPV) statt, der in Affennieren kutiviert wurde. Durch Coinfekti-
on mit dem damals unbekannten SIV konrte das Virus Giber den Impfstoff gegen Polio auf
den Menschen Ubertragen worden sein. Dieswird als,, OPV theory* bezeichnet (63). Auch
hierbel hétte das SIV zum HIV mutieren missen.

Durch de zum Teil emotional geflihrte Diskusson um die Entstehung und den Ursprung der
Erkrankung ergeben sich wissenschaftstheoretische Fragestellungen Uler den retrospektiven
Nadchweis der Ursachen solcher Epidemien und die Anforderungen im empirischen Bereich
(70).

Das UNAIDS-Programm (http://www.unaids.org) der Vereinten Nationen schétzt die Préva
lenz gegen Ende des Jahres 2001 auf 40 Milli onen HIV-Infizierte weltweit, davon 2,7Milli o-
nen Kinder unter 15 Jahren. Die Neuinfektionsrate betragt etwa 5 Milli onen pro Jahr, mehr as
90 % davonin Entwicklungsléandern (hauptsddlich in Zentralafrika und Stidcstasien) (96).

Der HIV/AIDS-Bericht 1/2001 a@s Robert-Koch-Institutes gibt ca 38000 Infizierte in
Deutschland fir Ende 2001 an (ca. 29500Mé&nner, ca 8500Frauen undweniger as 400Kin-
der), davon leben ca. 5000 Menschen mit AIDS. Die Zahl der Neuinfektionen fir 2001 wird
auf ca 2000 geschétzt, mit 71 % bei homosexuellen Sexuakontakten urter Mannern, 18 %
bei heterosexuellen Kontakten und 10% bei i.v.-Drogenabhéngigen. Durch verbesserte The-
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rapiemdglichkeiten ist die Zahl AIDS-Neuerkrankungen seit 1995auf ca 700 pro Jahr gesun-
ken, wobei der Rickgang der Neuerkrankungsrate sich allerdings deutlich verlangsamt. Im
Jahr 2001sind etwa 600 Menschen an AIDS gestorben, seit Beginn der Epidemie Anfang der
80er Jahre haben sich in Deutschland ca 60000Menschen mit HIV infiziert, 19000 dvon
sindan AIDS verstorben (87).

1.2.3 Aufbau und Repli kationsmedhanismen des HIV

Das HI-Virusist ein etwa 100 rm grof3es Retrovirus aus der Gruppe der Lentiviren. Es wurde
bereits 1983 vonMontagnier (8) und 1984 vonGallo (36) entdedkt. Das Virus existiert in
zwel Typen (HIV-1 urd HIV-2), wobel HIV-1 der in der westlichen Welt haufigere ist und
sich in drei weitere Gruppen (M, N, O) sowie mehrere Subtypen urterteilen 18sg (64). Das
Virion enthdlt einen Kern, der vom Capsidprotein p24 umschlossen wird (in gag codiert). In
ihm liegen zwel Kopien der viralen RNA, die Reverse Transkriptase (p55 p61), die Protease
pl0, de Integrase p34 unddiverse andere Proteine. Das Matrixprotein pl7 hldet die den
Kern umschlieffende Matrix, die Hille besteht aus einer Phasphdipid-Doppelschicht mit e-
nem transmembranaen Glykoprotein (gp41) und dem nichtkovalent gebunden Glykoprotein
gpl20an der Oberflade.

gp120
gp160
gp41

Matrixprotein p17

Hulle

Integrase p34

Capsidprotein p24 Protease p10

X Core
Reverse Transkriptase

p55, p61

5 LTR 3'LTR

Abbildung 2: Aufbau und Genkarte des HIV

Uber die in env codierten Hull proteine gp120gp41 kindet das HIV spezifisch an CD4 auf
CD4-tragenden Zelen (T-Lymphazyten, Monazyten/Makrophegen, dendritische Zellen). Es
wurde gezeigt, dass ®wohl das Blockieren vongp120mit |6slichem CD4 als auch das Blo-
ckieren von CD4 mit spezifischen Antikdrpern die Infektiositéat des HIV reduziert (15). Die
Verschmelzung der Hillen von Virus und Wirtszdl e bendtigt ferner Corezeptoren wie Fusin
fur die Infektion vonT-Zellen (34) oder CC-CKRS5 fur Makrophagen (dieser bindet Chemo-
kine wie RANTES, Mip-1a undMip-1B) (3). Nach der Fusion beider Membranen ist das Vi-
rus in de Zelle gelangt. Ebenso existieren jedoch Bewelse fir Makropinozytose ds Weg fur
das Eindringen des Virusin Makrophagen (69).
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Die in pol codierte Reverse Transkriptase ist eine heterodimere Polymerase aus zwei Unter-
einheiten (p51 und p66, welche die virale RNA in eine komplementdare DNA (cDNA) umko-
piert (59). Versehen mit sich wiederhoenden DNA-Sequenzen an den Enden, sogenannten
long terminal repeats (LTR), baut die Integrase p34 de dDNA as Provirus mit einer Lange
von etwa 9,8 Kilobasen in de DNA der Wirtszelle en (89).

Das Provirus nutzt zur Expresson der viraen Proteine die Transkriptionsmedianismen der
Wirtszelle wie auch de Transkriptionsfaktoren Spl und NF«kB. Das in tat codierte Protein
dient der Aktivierung der Transkription, indem es die Elongation férdert, so dass komplette,
langere Transkripte entstehen konren (88). Das RNA-bindende Protein, dasin rev codiert ist,
scheint den Ubergang der friihen Phase der HIV-Replikationin die spéte Phase zu modulieren
(62).

Die Protease p10trennt bei der Produkion cer Virusbestandteile ais einem durch Versetzen
des Ableserasters entstandenen Gag-Pol-Vorlauferprotein (p160 die Protease p10 (erzeugt
sich aso ques selbst), die Reverse Transkriptase (p50), die RNAse H (p15 und de Integrase
(p31) ab. Die Kenntnis dieser Funktion fuhrte zur Entwicklung der Klasse der Transkripta
seinhibitoren in der Therapie der HIV-Erkrankung (5).

Die zusétzlichen Proteine Nef, Vif, Vpr undVpu (bel HIV-2 Vpx) sind richt absolut esentiell
fur die Virusreplikation, scheinen aber wichtige Virulenzfaktoren zu sein. Nef reguliert post-
trandationell die Expresson vonCD4 auf der Zell oberflache herunter (37) und vermindert die
Expresson vonMHC-Klasse-1 auf den infizierten Zellen, was die Elimination duch zytotoxi-
sche T-Zellen erschwert (91). Das Produk von nef erh6ht aulerdem die Infektiositét der Vi-
ruspartikel um bis zu Faktor 10 (74).

Nad Produktion der Virusproteine im Endodasmatischen Retikulum der Wirtszell e, der evtl.
Glykosylierung, der Komplettierung des Kernes und dem Transport an die Zelloberflache
sprosen (engl. ,buddng*) die fertigen Virione an der Membran der Zelle.

Die Mutationsfrequenz des Virusgenoms ist - verursacht durch ungenaues Umkopieren durch
die Reverse Transkriptase - sehr hoch. Die Spanne der CD4+ Zellen reicht zudem von
Makrophagen Uber T-Zellen bis hin zur Astroglia, somit ergeben sich auch verschiedene vira-
le Reservoire von der Schleimhaut bis zum zentralen Nervensystem (82, 61).

1.2.4 Immunpathogenese der HIV-Erkrankung

Der Abfall der Zahl der CD4-positiven Zellen im peripheren Blut der infizierten Patienten ist
seit Entdedkung der Erkrankung der zentrale Punkt immunologischer Untersuchungen zur
Pathogenese der HIV-Erkrankung. Durch de zentrale Rolle der T-Helferzellen in der Steue-
rung der Immunantwort wirkt sich de Verminderung ihrer Zahl und ihr Funktionsverlust
(Stimulationsfahigkeit) so entscheidend auf das Immunsystem aus. Die wedselnde Rolle
immundogischer, virologischer und korstitutionell er (genetischer) Faktoren resultiert in kli-
nisch urterschiedlichen Verlaufen der Infektion. Die Mehrzahl der Patienten (ca 70 %) zeigt
den typischen Verlauf mit langsamem Abfall der Helferzellzahl und Ansteigen der Viruslast
und einer etwa 10-jahrigen Dauer bis zum Auftreten von Symptomen des AIDS. Etwa 20 %
der Patienten entwickeln das AIDS in weniger als 5 Jahren, sie werden im Englischen als , ra-
pid progresors‘ bezeichnet. Die restlichen ca 10 % zeigen einen langsamen Erkrankungsver-
lauf (,slow progressors’). Lediglich urter 1 % der Infizierten besitzen Uler mehr as zehn
Jahre ane eff ektive Kontrolle der Infektion, liegen mit ihrer T-Helferzell zahl Gber 50Qul und
mit der Viruslast unter der Nachweisgrenze. Sie gelten as,,long-term nongrogresors* (82).
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Den schonim vorigen Kapitel gezeigten molekularen Medhanismen der Infektion soll hier ein
Uberblick tiber die immundogischen Effekte im Verlauf der Erkrankung folgen. Die Mehr-
zahl der immundogischen Ereignisse spielt sich in peripheren lymphatischen Organen, den
Lymphknden ab. Hier vermehrt sich das Virus und her sitzen auch de Reservoirs der chro-
nischen HIV-Infektion (61, 104. Die bisherigen Kenntnisse tiber Mechanismen des Abfalles
der Zahl der CD4+ Zellen im peripheren Blut resulti erten meist aus in-vitro-Experimenten mit
eingeschranktem Bezug zu lymphatischen Organen. In desem Licht sollten auch die nuner-
wahnten Modell e gesehen werden.

Schon rachdem esin den frihen 80er Jahren gelang, das HIV in Zdlli nien zu kutivieren, sah
man, dassdie verschiedenen Virusisolate @ne unterschiedliche Fahigkeit besallen, de Zellen
zu zerstoren. Die Ergebnise von Ho et a. (48) bel der Untersuchung der Effekte von Protea-
seinhibitoren zur Therapie wurden dahingehend interpretiert, dass bei Patienten ohre hoch
aktive antiretrovirale Therapie (HAART) die de-novoinfektion reifer CD4+ T-Zellen zu ei-
ner exzessven Virusvermehrung mit der Zerstdrung von s zu 2 * 10 Zellen pro Tag fiihrte
(, high turnover disease”). Die Gabe der Proteaseinhibitoren senkte die Viruslast deutlich und
flhrte zur Restitution der Helferzell zahl. Der zytopathische Effekt alein kannjedoch nicht die
Veradnderungen in der prozentualen Zusammensetzung der Helferzellpopdation (nadch Akti-
vierungsmarkern) und de daraus folgenden funktionellen Defekte erklaren.

« B

N
L
it e HIV-positive Zelle
e

: . @ .’0

Abbildung 3: zytopathischer Effekt durch sprossende Viruspartikel an einer infizierten Zelle

Ein weiterer, ebenfall s lange bekannter Effekt ist die Bildung von Synzytien von CD4+, infi-
zierten undCD4+, uninfizierten Zellen. Die zellulére Interaktion erfolgt hier Gber gp120 auf
der Oberflache infizierter Zellen, das den Kontakt mit CD4 auf nicht-infizierten Zellen her-
stellt undso die Synzytienbil dung vermitteln kann. Obwohl in vivo nu von nachrangiger Be-
deutung (81), stellt die Bildung vonSynzytien ein praktisch bedeutsames Modell zur Unter-
suchung neuer Therapieansédtze in vitro dar (95).
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. HIV-negative Zelle
HIV-positive Zelle .

Abbildung 4: Synzytienbil dung zwischen infizierter und ncht infizierter Zelle

CD8+ T-Zellen leisten ihre dfektivste Arbeit, indem sie HIV-infizierte Zellen nach vor der
Herstellung neuer Viruspartikel zerstéren. Das Zeitfenster dafiir betragt etwa 12 Stunden vom
Beginn der viralen Proteinsynthese bis zum Sprossen der ersten Viruspartikel an der Zell ober-
flache (105). Die ausgepragte Aktivierung der zytotoxischen T-Zellen wird wéahrend der ge-
samten Phase der unbehandelten HIV-Infektion ceutli ch: Patienten mit mehr Env-spezifischen
zytotoxischen T-Lymphozyten im peripheren Blut zeigten nu etwa én Drittel der Viruslast
von Patienten mit wenigen CD8+ T-Zellen (77). Ebenso karrelierte a@ne initial hohe Zahl an
zytotoxischen T-Zell en mit einem langsameren Abfall der CD4+ Zell zahl im weiteren Verlauf
der Erkrankung. Neuere Untersuchungen zur Kinetik des Abfalles der CD4+ Zell zahl zeigen,
dassCD4+ Zellen sowohl eine geringere Lebensdauer haben, als auch - ohne HAART - deut-
lich vermindert nachgebildet werden. Dies trifft fur CD8+ Zellen nicht zu. Beide T-Zell-
Unterklaseen sollten daher grundsétzlich getrennt betrachtet werden (44).

~ T~
HIV-infizierte,
apoptotische T-Zelle

\
I

\ M B,
\ 7/

zytotoxische T-Zelle

~ 7’

Abbildung 5: T-Zell-vermittelte Zytotoxizitat bzw. Indukion vonApopose

Danidl et a. zeigten einen Zusammenhang zwischen der Beladung von CD4+ Zellen mit Au-
toantikdrpern unddem Abfall der Helferzell zahl im Blut (27). Die durch B-Zéell-Stimulierung
im Rahmen ener Ty2-dominierten Immunantwort indwzierte Produltion von (Auto-) Anti-
korpern fuhrt zur Beladung von CD4+ Zellen mit Immunkamplexen aus gp120CD4/IgG/C3,
die enen Phagozytosereiz darstellen (80). Makrophagen geraten in Kontakt mit derart belade-
nen Zellen, phagozytieren dese undeliminieren sie somit aus der Zirkulation.
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Makrophage .

T-Helferzelle
(mit Immunkomplexen beladen)

Abbildung 6: Phagozytose von Lymphazyten durch Makrophagen

Wahrend der HIV-Infektion konren Antikorper gegen verschiedenste kérpereigene Gewebe
gebildet werden (26). Daniel et al. wiesen duch Quer- und Langsschnittuntersuchungen mit
Autoantikorpern assozii erte T-Helferzell defekte, Makrophagenstimulation und @n Abfall der
Helferzell zahl nadch (101, 28, 27. Die Autoantikorper bzw. die Immunkamplexe treten dabel
jedoch nicht isoliert nur auf der Oberfladche von Zellen auf, sondern zirkulieren auch frei im
Plasma und konren sich daher leicht auf CD4+ Zell en aggregieren. Dies kann zur Elimination
auch von ncht infizierten, jedoch komplexbeladenen Zellen fuhren.

Die HIV-Infektion weist in Bezug auf die Bildung von Autoantikdrpern undElimination von
Leukozyten Paralelen zu anderen Autoimmunerkrankungen wie dem systemischen Lupus
erythematodes auf (siehe 1.2.6.

1.2.5 Apopose bel HIV-Infektion

Der Zdltod kann gundsétzlich auf zwel verschiedene Arten geschehen. Die Nekrose be-
zeichnet den Zéelltod, der durch Einwirkung physikali scher oder chemischer Noxen eine Funk-
tionsunttichtigkeit der die Zellhomobostase unterhaltenden Faktoren bedingt. Die Zelle geht
zugrunce und wird von phagozytierenden Zellen abgebaut. Die Apoptose oder program-
mierter Zelltod bezeichnet einen Medhanismus, der auf einem in der Zelle determinierten
Verfahren zur Selbstvernichtung beruht. Die Apoptose ist fein reguliert und essentiell fir die
Aufrechterhaltung des Gleichgewichtes an Zellen im gesamten Organismus. Sie verhindert
die tUbermaldige Vermehrung aktivierter oder autoreaktiver Lymphazyten und tréagt somit dazu
bei, die Entstehurg von Krebs- oder Autoimmunerkrankungen zu verhindern (s. 0). Die A-
poptose kann vonaul¥eren Faktoren (z. B. CD8-positiven Zell en) induwziert werden.

Vier verschiedene zell uldre Rezeptoren zur Apoptoseindukion sind bekannt und werden auf
menschlichen Zellen exprimiert: Fas-Rezeptor (90), Tumor-Nekrose-Faktor-Rezeptor (TNF-
Rezeptor) (32) und de TRAIL/APO 2-L-Rezeptoren 1 und 2(102). Die komplementéren auf
Apopose indwierenden Zellen vorhandenen Liganden sind Fas-Ligand (FasL), TNF und
TRAIL/APO 2-L. Intrazellulér wird bei der Auslésung der Apoptose en kamplexes System
von Proteasen (sogenannte Caspasen) aktiviert, die letztendich diefur die Apoptose dharakte-
ristischen Verdnderungen in der Zelle veranlassen und @mit zu deren Tode fuhren. Neben
dem rezeptorvermittelten Weg fuhrt ein Alternativweg ebenfall s zur Apoptose: Chemothera-
peutika und utraviolette/ionisierende Strahlung setzen - durch Schadigung der Mitochondien
der Zelle - ebenfalls die Wirkung der Proteasen in Gang (14). Den Schutz vor fehlerhafter
Apoptoseinduktion gewéhrleisten intrazell ulére Proteine wie c-FLIP und Bcl2 duch Unter-
bredhung der Proteasenkaskade (52).
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Mesdar wird Apopose durch kennzeichnende Verénderungen der Zellmorphdogie. Das
Chromatin der Zelle wird dchter, der Zytoplasmasaum geringer, die Zellmembranen heften
zusammen und sogenannte ,, apoptotic bodes’ werden abgeschnirt. Im Durchflusszytometer
gelingt die Detektion z. B. durch Anfarbung von namaerweise aif der Innenseite der Zell-
membran varhandenem Phosphatidylserin, das bel Apopose zum Zellduf3eren ,, umklappt*
und dat durch fluoreszenzmarkiertes Annexin-V extrazellulér anfarbbar wird (97). Das ,,Um-
klappen* wird duch den Wegfall eines aktiven, energieabhdngigen Medanismus ausgel 6st,
dadas energieliefernde Substrat beim Sterben der Zell e bzw. der Mitochondrien wegféllt.

Die Apoptose wurde schon Anfang der 90er Jahre al's mogli cher Medhanismus der Verminde-
rung der CD4-Zellzahl vorgeschlagen (4) und gilt heute ds einer der wesentlichen Faktoren
fUr die Elimination vonLymphazyten im Verlauf der HIV-Infektion.

T-Zellen vonHIV-pasitiven Patienten zeigen eine erh6hte Expresson vonFas und damit auch
eine gesteigerte Rate an Fas-vermittelter Apoptose (71). Gleichzeitig wird FasL auf mono-
nukle&en Zellen hoch reguliert (93), die Patienten haben mehr 16sli chen FasL im Plasma, was
gut mit der Viruslast korreliert (50).

HIV-Infizierte in symptomatischen Stadien besitzen erhohte Serum-TNF-Spiegel (106), a
symptomatische Patienten nicht (49); der TNF scheint in infizierten Leukozyten produziert zu
werden (98). Die durch TNF indwzierte Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB konrte
einen Circulus vitiosus unterhalten, der Uber vermehrte Virusproduktion zu hoherer TNF-
Expresson und @mit wieder tiber NFkB zu hdherer Viruslast fuhren wirde (41).

Uber die Rolle von TRAIL/APO 2-L-Rezeptoren in der Apoptose von HIV-infizierten Zellen
ist bekannt, dassZellen (Lymphazyten undMonozyten/Makrophagen) von HIV-Positiven im
Gegensatz zu Zellen gesunder Kontrollen mit TRAIL/APO 2-L im in-vitro-Experiment in
hoherem Mal3ein Apopose zu bringen sind (57, 68).

Es wurde gezeigt, dass die Kreuzvernetzung von gpl20, CD4 und den Chemokin-
Corezeptoren zu einer erhbhten Anfalli gkeit HIV-infizierter Zellen fur Fas-vermittelte Apop-
tose fuhrt (6). Aber nicht nur infizierte Zellen, sondern auch gesunde kénnen durch zirkulie-
rende, frele Immunkomplexe zur Apoptose gebracht werden (1). Fur die HIV-Proteine Tat,
Nef und Vpr wurde ebenfalls eine die Apoptose indwzierende Wirkung gezeigt, jeweil s Uber
unterschiedliche Medanismen (9, 107, 94.

Aktiviert man CD4-positive Zellen vongesunden undHIV-infizierten Personen, so zeigen de
der HIV-Infizierten eine deutlich erhdhte Apoptoserate, dies wird im Englischen as
adivationrinduced cdl deah (AICD) bezeichnet (38). AICD von Lymphozyten scheint Gber
das Fas/FasL -System vermittelt zu werden (93).

Die oben dargestellten Wege der Apoptoseindukion kénren duch Makrophagen ausgel Ost
werden, de erhoht FasL exprimieren. Es sheint sogar so zu sein, dass die Makrophagen
vermehrt nicht-infizierte Zellen zur Apopose bringen (46) und dadurch einen wesentlichen
Einflussauf den Abfall der Helferzellzahl im peripheren Blut haben. Mehrere Untersuchun-
gen haben gezeigt, dassdie Apoptose bel HIV-Patienten gut mit den klinischen Stadien der
Infektion kareliert (86).
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1.2.6 Phagozytose von Lymphazyten bei HIV-Infektion

Eine der Aufgaben von Makrophagen ist die Phagozytose von alternden Blutzellen in der
Milz. Hier werden alte, funktionsunttichtige Blutzell en abgebaut und aus der Zirkulation ent-
fernt, unter anderem Uber die Erkennung einer verdnderten M embranzusammensetzung.

Die Makrophagenaktivitdt im Verlaufe der HIV-Infektion und draus resultierende Funkti-
onsdefekte sind Gegenstand vieler Untersuchungen, da sich bei oppatunistischen Infektionen
wie Mykosen haufig ein funktioneller Defekt von Monazyten/Makrophagen nachweisen 1asg
(85). Der Zusammenhang zwischen Makrophagenfunktion undallgemeinen Verlaufsparame-
tern der Infektion wie Virudlast und CD4+ Zellzahl ist zwar nur wenig urtersucht (7, 33,
dennach wird - auch aus klinischen Aspekten - von einer Abnahme der Funktion mit fort-
schreitendem Immundefekt ausgegangen.

Aus den 70 Jahren existieren Beschreibungen, de e@ne Phagozytose von Lymphazyten
durch Makrophagen in der Lymphe von Schafen zeigen (104). Coss=l dokumentierte 1977
ebenfall s die Phagozytose ganzer Lymphazyten durch Kupffersche Sternzellen in Transplan-
tatlebern baim Schwein (25).

Beim LE-Phé&nomen des g/stemischen Lupus erythematodes wurde in vitro de Phagozytose
von mit antinukied&en Antikorpern beladenen Zellkernen gezeigt (10), ebenso gibt es Hinwei-
se aif die Assoziation zwischen Autoantikérpern und einer Lymphopenie beim SLE (103).

Die Phagozytose von Lymphazyten bei der HIV-Infektion wurde von M. C. Miller im Rah-
men seiner Dissertation urtersucht (80). Er zeigte @ne von der Immunglobuinbeladung der
Lymphazyten abhéngige, signifikant erhdhte Phagozytoserate bei HIV-positiven Patienten
und schlief3t damit auf einen weiteren pathogenetischen Medanismus zur Abnahme der Zahl
der Helferzellen im peripheren Blut.

1.2.7 T-Zell-Homoostase bei HIV -Infektion

Waéhrend der Zeit nach der priméaren HIV-Infektion, also der Latenzphase oder dem AIDS
besteht sowohl ein vermehrter Zelltod as auch eine verringerte Neubildung der T-
Lymphazyten. Im peripheren Blut erscheint dabel nur ein Teil der im gesamten Korper vor-
handenen Zellen undist einer leichten Untersuchung zuganglich (44). Es wird jedoch von
einem massven Turnover sowohl der Helfer- als auch der zytotoxischen T-Zellen ausgegan-
gen (76). Die de-novo-Synthese CD4+ Zellen in Thymus und Lymphknoten kann kel einer
unbehandelten HIV-Infektion desem Turnover nicht Schritt halten, de T-Helferzell zahl sinkt
wellenformig ab. Die Zahl der zytotoxischen T-Zellen ist Gber den gesamten Verlauf der In-
fektion erhoht. Erst seit wenigen Jahren ist diese Kinetik einer Untersuchung zuganglich und
es existieren mathematische Modell e zur Smulation (Review in 72).

Es wurde gezeigt, dass der Anstieg des Gesamtbestandes von T-Lymphozyten im Korper
nad Einleitung einer HAART eng mit der Kinetik proliferierender CD4+ und CD8+ Zellen
korreliert. Die Patienten scheinen aso ihre entleaten Reservoire von Lymphazyten unter
HAART durch de-novo-Synthese wieder aufzufillen (35), bieten aber dadurch auch einen
Pod fir vermehrte Virusreplikation z. B. in Lymphknden (61). Fleury et al. gehen aufgrund
ihrer Untersuchungen davon aus, dassdas periphere Blut ein gutes Abbild der Lymphazyten-
popuationen im Gesamtkorper leistet (35).
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1.3 Fragestellung

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Zelldepletionin der Immunpathogenese der HIV -
Infektion im Hinblick auf Medanismen, de im Verdacht stehen, desen Zelverlust auszul 6-
sen.

Ausgehend von ar inzwischen weit verbreiteten Akzeptanz der Apoptose ds einem der we-
sentlichen Medhanismen des Abfall es der T-Helferzell zahl im Blut von HIV-Infizierten sollte
die Phagozytose von Lymphazyten durch autologe Makrophagen als weitere Hypothese ver-
gleichend urtersucht und ein Zusammenhang gepruft werden.

Die Phagozytose von Lymphazyten ist ein bisher nur wenig untersuchter Bereich der HIV-
Infektion, olwohl durch die bereits nachgewiesene Autoantikorper- und Komplementbela-
dung ein schliissges Modell zur mdgli chen Phagozytoseindultion valiegt. Dain Vorarbeiten
auch eine IgG-Beladung von CD8+ Zellen - neben der der CD4+ Zellen - gefunden wurde,
war die Frage der unterschiedlichen Elimination der T-Zell-Subpopuationen zusétzlich zu
untersuchen.

Die Uberstimuli erung des Immunsystems mit der Bil dung von lymphazytenasozii erten Anti-
korpern, de dadurch erzeugte Autoimmunitdt und Verlaufsparameter der HIV-Infektion wie
CD4-Zé€llzahl und Viruslast sollten bestimmt, bestétigt und ihre Rolle fur die Induktiion von
Apoptose und Phagozytose analysiert werden. Dabei sollte auch de Frage geklart werden,
inwieweit Viruslast, Apoptose und Phagozytose unabhéngige Mechanismen in der Immun-
pathogenese darstell en.

Die Mesaung der Phagozytose sollte durch einen neu zu entwickelnden Assay zur Mesaung
der Phagozytose von Lymphazyten durch Makrophagen im Durchflusszytometer erfolgen,
eine zentrale Aufgabe dieser Dissertation. Ein dhnlicher lichtmikroskopischer Test wurde im
Institut fur Klinische Chemie bereits durch M. C. Mller entwickelt und evaluiert (80) und
sollte dem Prinzip nach zur Validierung des neuen Tests dienen.

Die Mesaung der Apoptose der Lymphazytensubpopuationen sollte durch ein im Institut fr
Klinische Chemie dabliertes Verfahren (die Mesaung der Phasphatidylserinexpresson apop-
totischer Zellen) paralle zur Bestimmung der Phagozytose durchgefihrt werden.

Die zeitnahe Bestimmung von Apoptose und Phagozytose im Durchflusszytometer sollte ene
Untersuchung gof¥erer Zellzahlen sowie die spezfische Markierung und Analyse von Lym-
phazytensubpopuiationen ermdglichen und dese auf eine breitere statische Basis als bel der
manuellen Auszahlung von Zellen auf Objekttréagern in der Dissertation von M. C. Miller
(80) stellen.
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2MATERIAL UND METHODIK

2.1 Studienmoddll

Angelegt as Querschnittstudie umfasde die Untersuchung insgesamt 49 HIV-positive,
erwachsene Patienten und elf gesunde, erwadsene Kontroll personen.

In der Untersuchung wurde en in-vitro-Test zur Phagozytose von autologen Lymphazyten
durch patienteneigene Makrophagen, gewonren aus der Kultur adhérenter Monazyten, duch-
gefihrt. Diese Mesaung erfolgte, wie die paralele Apoposemesaung der Leukozyten, im
Durchflusszytometer. Zusétzli ch wurden noch das Blutbild, de Virudast, die T-Helferzell zahl
und de IgG-Beladung der CD4+ Zellen ermittelt.

2.2 Patienten

Das periphere Blut der HIV-infizierten Patienten wurde in Zusammenarbeit mit einer Mann-
heimer Schwerpunkpraxis fir Hamatologie/Onkologie (Praxis Dres. Brust, Schuster, Quei-
3er) gewonnen. Die Kontroll personen entstammten dem Koll ektiv des Institutes fur Klinische
Chemie Mannheim, die an jeweili gen Versuchstag als Kontroll personen fir Routinebestim-
mungen im Hause Blut spendeten. Die erwachsenen HIV-Infizierten besuchten de Praxisim
Rahmen ihrer regelmé@iigen Arztbesuche zur ambulanten Kontrolle von Krankheitsverlauf
und Therapie. Um ein moglichst breites Kollektiv zu urtersuchen, urterlagen de Patienten
auf¥er ihrem Alter keinerlei Ein- bzw. Ausschlusskriterien, reprasentierten somit alle Stadien
der HIV-Infektion zw. des AIDS und erkléarten sich mit der Abnahme @nes zusétzlichen
NH4-Heparin-Rohrchens zu Forschungszwedken einverstanden. Das zusétzlich entnommene
Blut diente ausschliefdlich Belangen dieser Untersuchung. Letztlich wurden nu die in der
mikroskopischen Analyse des Phagozytoseassays hergestellten Bodenplatten auf die weiter
unten beschriebene Weise as%rviert.

2.3 Hamatologische Basisuntersuchungen
2.3.1 Praanalytik undBlutentnahme

Die Blutentnahme efolgte stets morgens zwischen 08° und 1% Uhr, um den Einflusszirka:
dianer Schwankungen der Lymphazytensubpopuiationen im peripheren Blutbild zu eliminie-
ren. Zur Blutentnahme wurden handelsiibliche Venenpunkionsbestede der Firma Sarstedt
verwandt (Monowetten-System). Den Patienten wurde zusétzlich zum Umfang der von cer
Praxis bendtigten Blutproben eine weitere 10 ml NHz-Heparin-Monovette abgenommen, de-
se Menge von 10 ml wurde hauptséchlich fir die Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll
bendtigt. Die Mitarbeiter der Praxis beschrifteten die Proben zwedks Anonymisierung durch
ein Namenskiirzel bestehend aus dem ersten Buchstaben des VVornamens und dem ersten des
Nadnamens, bel Verwechslungsgefahr auch durch weitere Buchstaben. Die Abhdung der
Proben in der Praxis wurde durch den Untersuchenden selbst oder eine Mitarbeiterin des Insti-
tutes furr Klinische Chemie gegen 12° Uhr gewéhrleistet. Die Proben wurden zum Transport
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in eine Plastiktite verpadkt undin eine Isolationschadtel aus Styropor® gegeben, um wah-
rend des 10-mindtigen Transportes zum Institut fir Klinische Chemie Sicherheit und Kon-
stanz bel Raumtemperatur aufredht zu erhalten. Bei Ankunft im Institut fur klinische Chemie
wurden de Proben arientierend auf Hamolyse, Temperatur und geronnene Anteil e Gberprdift.
Offensichtlich zu warmeg/kaltes, hdmolytisches oder geronnenes Blut wurde verworfen, was
bei einer einzigen Probe in der gesamten Untersuchungerfolgte. Die Praanalytik folgte insge-
samt den in (21) gegebenen Empfehlungen.

2.3.2 Blutbild undDifferentialblutbild

Im Hamatol ogieautomaten Cell-Dyn CD 3500 (Abbat GmbH, Wiesbaden) wurden Blutbild
(Anzahl der Erythrozyten, Hamoglobin, Hamatokrit, MCV, MCH, MCHC, Anzahl der Leu-
ko- und Thrombozyten) sowie das Differentiablutbil d erstellt (prozentualer Anteil neutroph-
ler Granulozyten, eosinophiler Granulozyten, basophler Granulozyten, Lymphazyten und
Monazyten an der Gesamtzahl weil¥er Blutkdrperchen). Der Cell-Dyn bendtigt zur Mesaung
lediglich 20 pl antikoaguliertes Vollblut und zé&hlt das Blutbild duch Impedanzmesaung in
der Coulter-Zelle, den Hamoglobingehalt phaometrisch und as Differentialblutbild anhand
der Streuli chtcharakteristiken der Zellen. Dain der vorliegenden Untersuchung heparinisiertes
Vollblut zur Erstellung des Blutbil des verwandt wurde, blieb de Thrombozytenzahl aufgrund
der Heparin-indwzierten Aggregation der Thrombozyten unkeriicksichtigt. Die emittelten
Parameter wurden in eine Datenbank aufgenommen.

2.4 Grundlagen der Durchflusszytometrie

Beim Durchflusszytometer (FACScan, Fa. Bedon Dickinson, Heidelberg) handelt es sch um
ein opo-elektronisches Mess und Analysegerdt, das es ermoglicht, grof3ere Zell zahlen an-
hand in- und extrazellul&rer Merkmale zu urtersuchen. Eine Zell suspension wird mit mo-
nokonalen Antikdrpern versetzt, die sich an Oberflachenantigene binden. Die Antikorper
wurden zuvor mit Farbstoffen chemisch gekoppelt (z. B. FITC, PE, PerCP, PE-Cy5), die La
serlicht einer definierten Wellenlénge dsorbieren undes je nadch Farbstoff in einer anderen,
langeren wieder abstrahlen. Eine Farbung der Zellen mittels Farbstoffen, die in das Zellinnere
diffunderen, ist ebenfalls moglich (siehe Abschnitt 2.10. Sowohl das abgestrahlte Licht-
spektrum al's auch das durch die Zell e gebrochene Laserlicht werden mittels Detektoren urd
Verstérkerketten (Photomulti plier-Rohren) aufgenommen und eéinem Computersystem zur
Datenaufnahme und gafischen Darstellung zugefiihrt. Die Zell suspension wird dazu im Gerét
durch eine umhilende Flussgkeit (Sheath Fluid) so fokussert, dass pro Zeiteinheit nur eine
Zéelle durch den Brennpunkt des Laserstrahles flief3t. In diesem Moment nimmt der Computer
die Daten deser Zelle aif undspeichert sieim Datensatz des Analysedurchganges (sogenann-
tes Listmode-File).

Pro Zelle werden - in Standardgeréten mit Analyse der Dreifarbenfluoreszenz - flinf Parame-
ter (bei einem Argon-Laser mit einer Well enlange von 488 m) erfasd:

» Vorwartsdreulicht (FSC, forward scatter),

o Setwartsdreulicht (SSC, side scater),

e FHuoreszenz 1 (FL1) mit Wellenldngen um 530nm (Grunfluoreszenz),

e Huoreszenz 2 (FL2) mit Wellenlangen um 580 nm (Orangefluoreszenz),
* Fluoreszenz 3 (FL3) mit Wellenlangen > 640 nm (Rotfluoreszenz).
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Detektor flir Griinfluoreszenz

Filter

Flussrichtung
Detektor fiir Orangefluoreszenz

Detektor fiir Rotfluoreszenz

Detektor fiir Seitwértsstreulicht

Detektor fiir Vorwantsstreulicht

Verstérker

ADC

Hiillstrom

Analog/Digital-VWandler
(ADC)

Sheath Fluid

Computer

Zellsuspension
Abbildung 7: schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers

Im Vorwartsdreulicht wird in einem Winkel von ca 3° zur Strahlungsrichtung des Lasers die
durch die Zell e gestreute Strahlung in der Well enlange des Lasers aufgenommen. Dies gilt als
Mal3 fur die Grole der Einzelzelle. Im Winkel von 90°werden Seitwértsdreulicht (als Mal3
fur die Granularitét der Einzelzelle) und de drel Fluoreszenzen gemessen. Die Filter im 90°-
Strahlengang dienen der Erzeugung einer Kaskade, die mit steigender Wellenldnge jewells
bestimmte Bereiche des Spektrums herausfiltert (bel FL3 als Tiefpasdilter, bei FL2 undFL1
als Bandpasdilter). Nadch dem eigentlichen Detektor folgt noch eine lineae bzw. logarithmi-
sche Verstéarkung, die die analogen Signale amplifiziert (im Schema oben as Verstérker -
Amp dargestellt). Im Detektor werden die Signale empfangen und iber einen eingebauten
Analog/Digital-Wander (ADC) in dgitae Signale Uberfihrt, die im Listmode File gespei-
chert werden.

Zur grafischen Darstellung werden de digitalen Signale im ADC 256 aer 1024 sogenannte
Kandle klasgfiziert, was den Speicheraufwand reduziert. Die Anzahl der Kanédle ist vom Un-
tersucher wahlbar. Zur multi parametrischen Untersuchung der Daten hietet sich de Darstel-
lung in zweidimensionalen Dot-Plot-Matrizen an. Die Daten werden in einem Koordinaten-
system aus Abszisse und Ordinate gezeigt. Jede Achse ist mit einem Parameter besetzt (z. B.
FSC und SSC), ein Punkt entspricht einem Ereignis/einer Zelle. Bei dieser Form der Darstel-
lung bilden sich charakteristische ,Wolken® aus Popuationen gleichartiger Zellen. Durch
Setzen einer ,Region” in der die Popuationen eingegrenzt werden, erzeugt man logische Be-
dingungen (, Gates"), die als Ein- bzw. Ausschlusriterien fur weitere Dot-Plots gelten kén-
nen.
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Abbildurg 8: Beispiel fir eine Dot-Plot-Matrix mit Regionen (R1-R3)

Mochte man die Haufigkeitsvertellung der Ereignisse innerhalb der Kandle darstellen, kann
man ein sogenanntes Histogramm erzeugen, das auf einer Achse die Anzahl an Ereignisen
(Events) und auf der anderen de Kandle ener bestimmten Fluoreszenz anzeigt (z. B. CD3-
PerCP). Hier erfolgt die Darstellung entsprechend der Verstarkung logarithmisch. Mit Mar-
kern (hier M1) kann man den prozentualen Anteil von Ereignisen an der Gesamtzahl ermit-
teln, devon der Anaysesoftware in einer separaten Statistik ausgegeben wird.

Events

102
CD3 PerCP

Abbildung 9: Beispie fur ein Histogramm mitMarker (M1)

Die Datenauswertung und initiale Datenaufnahme in der vorliegenden Untersuchung erfolgte
mit der Software Cell Questl] (Version 1.2,Becton Dickinson, Heidelberg) im Durchflusszy-
tometer FACScan (Bedon Dickinson, Heidelberg) unter MacOS 7.56 (Apple Computer Inc.,
Minchen). Nadtrégliche Auswertungen und grafische Darstellungen wurden mit Attradors
3.00 (Beaon Dickinson, Heidelberg), Paint-A-Gate PROO (Bedon Dickinson, Heidelberg)
ebenfal s unter MadOS und WinMDI 2.8 (Joseph Trotter, http://facs.scripps.edu) unter Micro-
soft Windowvs® 98 (Microsoft Corp., Sedtle, Washington, USA) durchgefihrt understellt.
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Die Ausgabe Ublicher statistischer Mal3zahlen zu den jewelli gen Grafiken wie Mittelwert und
Varianz sindin den olken genannten Analyseprogrammen einfach mogli ch.

Eine ausfuhrliche Einfihrung in de Grundagen der Durchflusszytometrie gibt (67).

2.5 Virudastbestimmung mittels bDNA-Assay

Hierbel handelt es sch um einen Sandwich-Hybridisierungstest, der dem quantitativen Nach-
weis von viraler RNA dient (53). Die vom Patienten gewonnenen Blutproben werden zentri-
fugiert, um das HIV im Plasma anzureichern. Die Virus-Pell ets werden sodann lysiert und mit
freien Fangsonden (synthetische DNA-OligonuKeotide) an mit komplementaren Fangsonden
versehene Mikrotiterplatten gebunden. Die so gebundene RNA wird mit Zielsonden hybridi-
siert, die ihrerseits genannte Vorverstarkersonden hinden. An dese Vorverstarkersonden
lagern sich wiederum enzymmarkierte Verstéarkersonden an, de, versetzt man sie mit eéinem
passenden Substrat, Chemilumineszenz erzeugen. Durch de Verwendung von Mikrotiterplat-
ten wird so eine 6kornomische Analyse vieler Proben im Analyseautomaten erméglicht, der
die Chemilumineszenz misg, mit einer anhand vonReferenzproben erstellten Eichkurve ver-
gleicht und schliefdlich zum Messvert der RNA-Belastung der Probe gelangt.

- O
] Lumineszenzsignal
Verstarkersonden ‘\“\“‘i!% ;:E \.‘:“:“‘\“’
Vorverstarker:::c:“s \ Zielsonde

d Al 7

e by
Fangsonde «—— Fangsonde zur Mikrotiterplattenhalterung

Boden der Mikrotiterplatte

Abbildurg 10: Prinzip der bDNA
(nach der Anleitung zum VERSANTLO HIV-1 RNA 3.0Assay (bDNA) der Fa. Bayer)
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2.6 Immunphanotypisierung

Die Bestimmung dr Lymphazytensubpopuationen erfolgte mit dem Test-Kit Simultest(]
IMK Plus (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 349217. Dieses Test-Kit ermdglicht in
der Routinediagnostik die Quantifizierung von T-Lymphazyten, aktivierten T-Lymphazyten,
B-Lymphazyten, T-Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen und ratirlichen Kill erzellen (NK-
Zéellen) neben der immund ogischen Differenzierung von Lymphazyten, Monazyten undGra-
nulozyten. Die Reagenzien des Test-Kits wurden im Institut fir Klinische Chemie mit PBS
austitriert und auf Dreifarbenfluoreszenz erweitert. Die Werte der Patienten wurden in der
Praxis Dres. Brust, Schuster, Queil3er in analoger Weise im Routineprogramm bestimmt.

2.6.1 Material

e Simultestl] IMK Plus (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 34927T):
 Regenz A: CD45-FITC, CD14-PE
* Reaenz B: Isotyp-Kontrolle mit IgG;-FITC und 1gG.s-PE
* Regenz C: CD3-FITC, CD19-PE
* Reagenz D: CD4-FITC, CD8-PE
* Regenz E: CD3-FITC, HLA-DR-PE
 Regenz F: CD3-FITC, CD16/CD56-PE
* Regenz G: FACS-Lysing-Solution (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr.
349203, ist vor dem Gebrauch 1:10 in Aqua dest. zu verdinren (Ampuwa fir Spul-
zwedke, Fresenius Kabi, Bad Homburg) - zur Lyse der Erythrozyten undFixierung der
Leukozyten
» sterile Falcon 5ml Polypropylenréhrchen mit rundem Boden (Bedon Dickinson, Heidel-
berg, Best.-Nr. 35205)
e unsterile Pipettenspitzen mit 100 pl Kapazitdt (Eppendaf AG, Hamburg, Best.-Nr.
0030003.00%
e 300ul EDTA-Vallblut aus 2,7 ml Na-EDTA-Monowetten (Sarstedt, NUmbredt, Best.-Nr.
05.1167%
e Cdl Wash Waschpufer (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 349523
e fluoreszenzmarkierte Antikorper:
« CD16-PE-Cy5 TRI-COLORMO-TC (Cdtag Laboratories (International) GmbH, Ham-
burg, Best.-Nr. MHCD 1606)
e CD45PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 347464
e CD3-PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 347344
» zerstolenesEis
e Styropabehdter zur Kihlung der mesdertigen Proben
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2.6.2 Versuchsdurchfuhrung

In 6 Polypropylenréhrchen wurden je 50 ul des EDTA-Blutes undje 20 ul der im folgenden
dargestellten Antikorper pipettiert, mit einem Vortex-Mischer kurz gemischt und 15Minuten
im Dunkeln bel Raumtemperatur inkukiert.

* RoOhrchen 1 CD45-FITC, CD14-PE, CD16-PE-Cy5

* Rohrchen 2 1gG;-FITC, 1gG,.-PE, CD45-PerCP

* Ro6hrchen 3 CD3-FITC, CD19-PE, CD45-PerCP

* Rohrchen 4 CD4-FITC, CD8-PE, CD3-PerCP

* Rohrchen 5 CD3-FITC, HLA-DR-PE, CD45-PerCP

* RoOhrchen 6 CD3-FITC, CD16/CD56-PE, CD45-PerCP

Der Inkubationsphase folgten de Zugabe von 2ml 1:10 verdiinrter FACS-Lysing-Solution,
gutes Durchmischen urd eine weitere zehnmindtige Inkubation. Dies lysierte die noch vor-
handenen Erythrozyten und kewirkte ene Fixierung der Leukozyten. Anschlief3end wurde der
Ansatz bei 300g fur 5 Minuten zentrifugiert, dann dekantiert und mit 2,5 ml Cell Wash ver-
setzt. Nadh einem erneuten Waschschritt bei 300 g fur 5 Minuten in der Zentrifuge und De-
kantieren des Uberstandes wurden die Proben bis zur Analyse im Durchflusszytometer dunkel
auf Eis gelagert.

2.6.3 Durchflusszytometrische Analyse

Nad kuzem Mischen im Vortex-Mischer wurden de geféarbten Ansétze im Durchflusszyto-
meter mit CellQuestl] analysiert. Das Setzen der Gates und Quadranten erfolgte anhand der
Probe der jeweili gen gesunden Kontrollperson des Tages, die ds Positivkontrolle diente, als
Negativkontrolle diente Rohrchen 2 mit den Isotypkortrollen der verwandten Antikorper-
Subkassen (resktiv auf ein beim Menschen nicht exprimiertes Antigen von Lochschnedken:
keyhole limpet hemocyanin - KLH). Nadh der Anayse aler Rohrchen konren Absolutzahl
und pozentuale Werte der folgenden Leukozytenpopuationen berechnet werden:

e Lymphazyten..............coovvvinnnnne. CD45+, SC-
o T-Lymphazyten...........ccue.... CD3+
e T-Helferzdlen.................... CD3+, CD4+

e zytotoxische T-Zdlen......... CD3+, CD8+
o aktivierte T-Lymphazyten ...CD3+, HLA-DR+

* B-Lymphazyten..................... CD19%+
* NK-Lymphazyten.................. CD16+, CD56+, CD3-
o MON@YLEN.....covviieiiie e CD14+
e neutrophile Granulozyten............. CD45+, CD16+
e eosinophile Granulozyten............. CD45+, CD16-
e basophile Granulozyten...............CD45+), SSC-

Die emittelten Messwerte fir CD4+ Zellen wurden in de Datenbank zum Patienten aufge-
nommen.
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2.7 Antikorperbeladung der Zellen

Zur Mesaung der Autoantikorperbeladung der Zellen erfolgte die Detektion der Autoantikor-
per auf Lymphazyten mittels eines gegen humanes IgG gerichteten, PE-markierten, monoKo-
nalen Antikorpers vom Esel. Das Prinzip deser Anfarbung zeigt die folgende Abbil dung:

Esel-Anti-
Human-lgG-PE

Autoantikérper

T-Zell-
Rezeptor Maus-
CD3-PerCP
Maus-
CD4-FITC cD3
(Unterketten)

Zellauleres einer

' Phospholipid-
B e Doppelschicht
T-Helfer-Zelle

Zellinneres einer T-Helfer-Zelle

Abbildung 11: Nachweis von Autoantikorpern auf T-Helferzellen

Die humanen Antikorper gegen lymphazytére Oberflachenstrukturen wurden duch desen
Antikorper indirekt gefarbt, die T-Lymphazyten selbst mit CD3-PerCP-Antikérpern und de
Subpopuation der Helferzellen mit CD4-FITC-markierten Antikorpern.

2.7.1 Material
Folgende Materialien wurden bendtigt:

e 100ul Heparin-Vollblut aus 10 ml NH4-Heparin-Monowetten (Sarstedt, NUmbredt, Best.-
Nr. 02.1064

» dterile Falcon 5ml Polypropylenréhrchen mit rundem Boden (Bedon Dickinson, Heidel-
berg, Best.-Nr. 35205)

e unsterile Pipettenspitzen mit 1000pul, 100 pl und 20ul Kapazitéat (Eppendaf AG, Ham-
burg, Best.-Nr. 0030015002, Best.-Nr. 0030003004 undBest.-Nr. 0030®1.168

» Cdl Wash Waschpufer (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 349524

» Donkey-Serum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhdfen, Best.-Nr. D 9663

o fluoreszenzmarkierte Antikorper:

» CD4-FITC (BectonDickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 340133
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e Anti-Human-IgG-PE (Jadkson Immuno Reseach Laboratories Inc., West Grove, PA,
USA, Best.-Nr. 709-116-149)
e CD3-PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 347344
e Erythrozyten-Lysel6sung FACS-Lysing-Solution (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-
Nr. 349203, ist vor dem Gebrauch 1:10 mit Aqua dest. zu verdinren (Ampuwa fir Spul-
zwecke, Fresenius Kabi, Bad Homburg)
» zerstolenesEis
e Styropabehdter zur Kihlung der mesdertigen Proben

2.7.2 Versuchsdurchfuhrung

100 pl des heparinisierten Blutes wurden in ein 5 ml Polypropylenrohrchen gegeben, mit
2,5ml Cel Wash versetzt, mit dem Vortex-Mischer gut durchgemischt und in der Zentrifuge
bei 3009 fiir 5 Minuten gewaschen. Der Uberstand wurde dekantiert, dieser Waschschritt noch
zwei weitere Male wiederhdit. Dies eiminierte [6diche Antikorper aus dem Ansatz. Es folgte
die Absdttigung urspezifischer Bindung mit 10 pl Donkey-Serum und Durchmischen. Sodann
wurden je 20 pl CD4-FITC (2:2 in PBS verdimt), Anti-Human-1gG-PE (1:25 verdiinrt) und
CD3-PerCP (1:4 verdiimt) zugegeben. Nach erneutem Mischen wurde der Ansatz fir 15 Minu-
ten dunke inkubiert. Der Inkubationsphase folgten de Zugabe von 2 ml 1:10 verdinnter
FACS-Lysing-Solution, gutes Durchmischen und eine weitere zehnmindtige Inkubation. Dies
lysierte die noch vorhandenen Erythrozyten und bewirkte ene Fixierung der Leukozyten. Ab-
schli ef3end wurde der Ansatz nochmals bei 300 g fir 5 Minuten mit 2,5 ml Cell Wash gewa-
schen, dekantiert und bs zur Analyse im Durchflusszytometer durkel auf Eis gelagert.

2.7.3 Durchflusszytometrische Analyse

Zur Analyse wurden 10000Lymphazyten ins Listmode-File aifgenommen. Im FSC/SSC-
Dot-Plot (siehe Abhildung 8, Seite 25) wurde a@ne erste Region un die Lymphazytenpopua
tion gelegt (R1), duch die eén logisches Gate (G1) fur die folgende SSC/FL3-Dot-Plot-
Darstellung gesetzt wurde. Um die in dieser Darstellung CD3-pasitiven Zellen wurde eine
weitere Region (R2) und ebenfalls ein logisches Gate (G2) gesetzt, so dassin der abschlie-
Renden FL1/FL2-Dot-Plot-Grafik nur T-Zellen zur Darstellung kommen:

104
104

R3

10°
108

R3

Lileu Ll ey
=) =
[&)] O]
o o

101

10"

100
100

100 100 102 108 104 100 g 02 108 10
CD4 FITC CD4 FITC

Abbildung 12: Mesaung der 1gG-Beladung im Durchflusszytometer (links der Dot-Plot einer

gesunden Kontroll person, rechts der eines HIV-infizierten Patienten mit deutlich horerer 1gG-
Beladung der CD4+ Zellen in der Region R3)
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In desem Dot-Plot 18s4 sich de Fraktion der CD4-paositiven (T-Helferzellen) und gleichzeitig
IgG-pasitiven, damit durch Autoantikorper beladenen Zellen in einer Region abgrenzen. Der
Mittelwert der Orangefluoreszenz (FL2) der in der Region 3 vahandenen Zellen stellt ein
Mal} fur die Autoantikérperbeladung dar. Das Setzen der Regionen erfolgte an der als Nega-
tivkontroll e mitlaufenden Probe des Kontroll probanden des jeweiligen V ersuchstages.

In de Datenbank wurde der Mittelwert der Fluoreszenz 2 der Autoantikorper-pasitiven T-
Helferzell en aufgenommen.

2.8 Phagozytose von Lymphozyten  durch
M akrophagen

Die Mesaung von Phagozytose und Apopose der Lymphazyten erfolgte ausgehend voneinem
gemeinsamen praparativen Vorlauf, der im Folgenden dargestellt wird. Bis zur Farbung der
Zellen mittels fluoreszenzmarkierter Antikorper war die Behandlung geich undwird daher
nur einmal dargestellt.

Kern deses Assays ist die Verwendung von spezellen Gewebekulturplatten, de durch ihre
Oberflachenbeschaff enheit eine Adhérenz und Aktivierung der Monazyten zu Makrophagen
bewirken sollen. Hierbei handelt es sch um Cellstar® Gewebekulturplatten mit 6 Vertiefun-
gen undDeckel (einzeln verpadkt, No. 657160 dr Firma Greiner Labortedhnik, Nartingen).
Die in desen Gewebekulturplatten adt Stunden lang inkuberten Monazyten/Makrophagen
und Lymphazyten wurden nach Entnahme geférbt undim Durchflusszytometer auf den pro-
zentualen Anteil an Phagozytose und Apoptose untersucht. Als Modell zur Opsonierung der
Lymphazyten in vitro und als Positivkontroll e wurde das Immunsuppresivum ATG, ein po-
lyklonales, gegen humane T-Lymphazyten gerichtetes Immunglobuin vom Kaninchen einge-
setzt. Dieses Préparat dient primér der Therapie @ner akuten Abstol3ungsreaktion bei Organ-
transplantationen mittels Immunsuppresson duch T-Zell-Depletion (13).

Die Farbung der Makrophagen erfolgte mit PE-markierten CD14-Antikorpern, de Lympho-
zyten wurden mit CD3-FITC und CD8-PerCP angeféarbt. Die Permeabili sation der Zellen zur
intrazell ulédren Farbung gelang mittels eines kommerziellen Test-Kits (Fix und Perm-Kit, An
der Grub Bio Research GmbH, Kammberg, Osterreich). Das Prinzip der Farbung zeigt die
folgende Abbil dung:

Makrophage mit
phagozytiertem

Lymphozyt \

nicht
phagozytierter
Lymphozyt

CD14PESO
cos-FTe>P
CD8-PercP >P

Abbildung 13: Farbung der Phagozytose
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Die noch auf den Boden der Gewebekulturplatten haftenden Zellen wurden fixiert und rach
Pappenheim geféarbt. Die Boden wurden sodann mittels Spezialwerkzeug herausgetrennt und
unter dem Mikroskop auf Phagozytose hin manuell ausgezéhlt.

Die Feinmedanische Werkstatt des Klinikums Mannheim stellte e@nen Bohrer her, der es
ermdglichte, die Bodenfladchen der Gewebekulturplatten mit geringstem Verlust an Material
herauszutrennen, olme den sproden Kunststoff der Platten zu zerbredhen. Eingespannt in eine
handel stibli che Standbolrmaschine war so ein zligiges und materialschonendes Arbeiten mit
dem folgendermal3en aufgebauten Bohrer mégli ch:

Seitenansicht: T ~]
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Schraube M3
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33
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10 mm Kavitat

34 mm
21 mm
b H

Abbildung 14: Bohrer zur Entfernung der B&den der Gewebekulturplatten

Zur optischen Auswertung unter dem Mikroskop wurde eine spezielle Haltevorrichtung aus
Kunststoff angefertigt, da sich zeigte, dassdie runden Bdden der Ausbuchtungen der Kultur-
platten nicht in herkdbmmliche Haltevorrichtungen fur Objekttrager passen, bzw. sich aus die-
sen nach kurzer Zeit 16sen und duch de Spannfeder vom Objekttisch geschleudert werden.

40 mm
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Abbildung 15: Haltevorrichtung fir Boden der Gewebekulturplatten
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Die Durchfiihrung des Assays bendtigte - rein fir den Phagozytose- und Apoptoseantell - bel
einer als Mittelwert angenommenen Zahl von vier Proben (drel Patienten undeine Kontroll-
person) ca. 15 Stunden, bedingt durch de lange Inkubationsphase: ca zwel Stunden fur den
praparativen Vorlauf, adt Stunden Inkubation undca finf Stunden fir weitere Préparation
und Analyse im Durchflusszytometer. Die zusétzlich duchgefiihrten welterfihrenden Unter-
suchungen erhdhten den zeitli chen Aufwand um nochmals jeweils ca zwel Stunden, de Vi-
ruslastbestimmung mittels bDNA nicht eingeredinet. Diese wurde extern durchgefihrt.

2.8.1 Material

Folgende Materialien wurden bendtigt:

* 5 ml Heparin-Vollblut aus 10 ml NH4-Heparin-Monowetten (Sarstedt, Nimbredt, Best.-
Nr. 02.1064

o dterile Falcon BlueMaxd Jr. 15 ml Polypropylenréhrchen mit konischem Boden (Bedon
Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 352096

« sterile PBS-Dulbecco-Lésung w/o Ca?*, Mg?* (Biochrom KG, Berlin, Best.-Nr. L1825

» sterile Biocoll Separating Solution (Biochrom KG, Berlin, Best.-Nr. L6113

» dterile Falcon 5ml Polypropylenréhrchen mit rundem Boden (Bedon Dickinson, Heidel-
berg, Best.-Nr. 352053)

» sterile 3,5ml Transfer-Pipetten (Sarstedt, NUmbrecht, Best.-Nr. 86.1171.01)

o sterile 5 ml, 10 ml und 25 ml serologische Pipetten (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-
Nr. 357543 Best.-Nr. 357551 undBest.-Nr. 357525)

» dterile Einmal-Pipettenspitzen mit 1000 pl und 100 pl Kapazitét (Eppendaf AG, Ham-
burg, Best.-Nr. 0030001311 undBest.-Nr. 003®M01.303

e unsterile Pipettenspitzen mit 1000pul, 100 pl und 20ul Kapazitéat (Eppendaf AG, Ham-
burg, Best.-Nr. 0030015002, Best.-Nr. 0030003004 undBest.-Nr. 0030®1.168

+ dterile Celstar® Gewebekulturplatten mit sedhs Ausbuchtungen (Greiner Labortedhnik,
Nartingen, Best.-Nr. 657160), je ene Platte fur 2 Proben

* ATG-Fresenius (Fresenius AG, Bad Homburg)

» zeastolenesEis

o fluoreszenzmarkierte Antikorper:

CD3-FITC (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 345763

CD14-PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 345785

CD8-PerCP (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 345774

e Fix & Perm Cédl Permeabili zation Kit (An der Grub Bio Reseach GmbH, Kammberg,
Osterreich, Best.-Nr. GAS-002)

» Cdl Wash Waschpufer (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 349524

* Maus-Serum (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhdfen, Best.-Nr. M 5905)

* Methand (Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.060091000

* May-Grunwald-Losung (Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.01424.050pD

» Giemsa-Ldsung (Merck, Darmstadt, Best.-Nr. 1.09204.0500

* Immersionsdl ohre Eigenfluoreszenz gem. DIN 588841SO 80361 (Leica Microsystems
Wetzlar GmbH, Wetzlar, Best.-Nr. 11513859

o Zéllstofftupfer Lohmann Zelletten 5*4 cm (Lohmann GmbH & Co. KG, Neuwied, Best.-
Nr. 13356

e Diahlllen (HAMA, Monheim, Best.-Nr. 2009

e Styropabehdter zur Kihlung der mesdertigen Proben
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2.8.2 Versuchsdurchfuhrung

Die Durchfiihrung erfolgte unter sterilen Kautelen in einer Steril bank, zum Mischen wurde bis
zur achtstiindgen Inkubation auf mecdhanische Hilfsmittel (Vortex-Mischer) ganzlich verzich-
tet.

Von jeder Blutprobe aus den Heparin-Monovetten wurden 5 ml nach kurzem Schwenken mit-
tels einer serologischen Pipette extnommen und 12 in 5 ml zimmerwarmer PBS-L6sung ver-
dianrt. Nadh weiterem Schwenken wurden 5 ml raumwarme Biocoll Separating Solution in
einem 15 ml Falcon-R6hrchen vorsichtig mit den soeben hergestellten 10ml in PBS verdiim-
tem Blut Gberschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgte bei Raumtemperatur mit
7009 fur 20 Minuten ohre Bremse. Nun wurde die oberste Schicht, die Serum und PBS ent-
hielt, vorsichtig mittels einer Transferpipette @gehoben undin ein frisches 15 ml Falcon
Rohrchen gegeben. Die Fraktion der mononuKedren Zellen wurde ebenfalls vorsichtig mittels
Transferpipette geborgen undin einem weiteren 15 ml Falcon-Réhrchen mit 10 ml raumwar-
mer PBS versetzt und duchmischt. Serum und PBS wurden bei 700 gfir 10 Minuten zentri-
fugiert, um die Thrombozyten abzuzentrifugieren; die mononuke&en Zellen wurden fur 10
Minuten bei 1009 in der Zentrifuge ohne Bremse gewaschen. Aus dem Falcon-Rohrchen mit
den Zellen wurde die PBS-LGsung bis kurz vor dem Zell-Pell et abgehoben undverworfen, de
Zellen mit mindestens 3 ml des Serum/PBS-Gemisches resuspendiert, so dass die Zell zahl
2*10° Zellen/ml betrug. Diese wurde im H&amatologieanalyseautomaten Cell-Dyn CD 3500
(Abbat GmbH, Wiesbaden) Gberprift.

In jede Ausbuchtung (1-3) der Gewebekulturplatten wurden jeweils 1 ml der Zell suspension
(entsprechend 2*10° Zellen/ml) undje 1 ml des Serum/PBS-Gemisches pipettiert. In die Aus-
buchtungen 2 und 3wurden nach 20 ul ATG (1:400 mit PBS verdiinrt) gegeben. Nad kur-
zem Durchmischen mit den sterilen Einmal-Pipettenspitzen wurden die Kulturplatten mit den
mitgeli eferten Deckeln verschlossen und k& 5 % CO,, 37°C fur 8 Stunden in einen Inkubator
gegeben. Die Ausbuchtungen 4 ks 6 der Gewebekulturplatten wurden analog zu den Aus-
buchtungen 1 ks 3 fir eine weitere Probe verwandt.

Nacd der Inkubationsphase wurden die Kulturplatten varsichtig - ohre sie tUberméfdig zu er-
schittern - entnommen und mittels inversem Mikroskop aientierend auf Verunreinigungen
und kakterielle Kontamination tkerpriift. Aus der Ausbuchtung 3 wurde der Uberstand abpi-
pettiert und verworfen. Die Platten wurden sodann fur 15 Minuten dunlel auf zerstol3enes Eis
gestellt. Es folgte die Entnahme des Uberstandes der Ausbuchtungen 1 ind 2 rach leichtem
Durchmischen mit der Pipettenspitze und Uberfiihrung in die Falcon 5ml Polypropylenrohr-
chen mit rundem Boden, die analog der Ausbuchtungen mit 001 und 00Zbeschriftet wurden.
Es wurden noch einmal je 2 ml PBS in de beiden Ausbuchtungen gegeben, wieder nach
leichtem Mischen abpipettiert undin de passenden Falcon-Rohrchen gegeben, um magli chst
viele Zellen aus den Ausbuchtungen zu gewinnen. Vom Inhalt der Réhrchen 001 und 002
wurde nun de Hélfte entnommen undin neue Falcon-Réhrchen mit den Nummern 003 uml
004 gegeben (001 in 003 und 002in 004). Die Rohrchen 08 und 004wurden fir die Mes-
sung der Apoptose verwandt, deren weitere Aufarbeitung wird im Abschnitt 2.10 keschrie-
ben. Nadh Zentrifugation bei 300 g fur 5 Minuten und Dekantieren des Uberstandes wurden
20 yl CD14-PE (1:2 in PBS verdiinrt) zugegeben, gemischt mit Vortex-Mischer und fur 15
Minuten dunlél inkubiert. Danad folgte die Zugabe von 100ul der Reagenz A des Fix und
Perm-Kits, kurzes Mischen und de weitere dunke Inkubation fir 15 Minuten. Es shloss $ch
ein Waschschritt durch Zugabe von 2,5ml Cell Wash, Zentrifugation kel 300 g fir 5 Minuten
und Dekantieren des Uberstandes an. Nun wurden 200l Reagenz B zugegeben, mit 10 pl
Maus-Serum abgeséttigt, je 20 pul CD3-FITC und 20ul CD8-PerCP zugegeben (jeweils 1:2 in
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PBS verdiunn). Es folgte ein weiterer Waschschritt mit 2,5 ml Cell Wash, 5Minuten Zentri-
fugation bei 300g und Dekantieren. Die so varbereiteten Proben wurden dunkel auf zerstole-
nes Eis gestellt und kanten nach kurzem Mischen im Durchflusszytometer anaysiert wer-
den.

Die Boden der Gewebekulturplatten wurden duch Zugabe von 1 ml Methand fur 5 Minuten
fixiert und danadch mit May-Grinwald und Giemsa-Losung nadch Pappenheim gefarbt. Nach
dem Trocknen der Boden wurden dese mit dem oben beschriebenen Bohrer entnommen und
in der gezeigten Vorrichtung unter dem Mikroskop ausgezéhlt. Die Verwendung des oben
genannten Immersionsoles der Firma Leica erwies sch als besonders shonend fur den Kunst-
stoff der Platten, da andere Ole die Pléttchen angriffen.

2.8.3 Durchflusszytometrische Analyse

Insgesamt wurden pro urtersuchter Probe 80000 Ereignise aifgenommen. Die Datenauf-
nahme wahrend der Messung im Durchflusszytometer erfolgte mit Cell Questl], die Auswer-

tung der Listmode-Dateien wurde mit Attradors 3.000 durchgeftihrt. Die folgende Abbildung
soll die Analyse verdeutlichen:
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Abbildung 16: Auswertung der Phagozytosemessung im Durchflusszytometer
unter Attractors 3.001
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Im SSC/FL2-Dot-Plot (links oben) wurde a@n Gate um die Monozyten/Makrophagen-
Popuation (CD14+) gelegt (roter Kreis) und so de Gesamtzahl der CD14+ Zellen der Probe
bestimmt. Von den CD14-positiven Zellen wurde im folgenden (oberen rediten) Streudia-
gramm die Fluoreszenz der gleichzeitig CD3-pasitiven und CD8-pasitiven Zellen dargestellt
(griner Kreis), um zu berechnen, welcher Prozentsatz der CD14-positiven Zellen intrazell ulér
Lymphozytenmarker flr zytotoxische T-Zellen aufwies (phagozytierte CD8+ Zellen). Das
untere Streudiagramm zeigt die Bestimmung des Anteil s phagozytierter Lymphazyten alge-
mein, hier sind de CD3+ und gleichzeitig CD14+ Zellen blau eingeférbt. Dieser Prozentwert
entsprach dem Antell an Makrophagen, de anen Lymphazyten phagozytiert hatten. Der Pro-
zentsatz an phegozytierten CD4+ Zellen (Helferzellen) wurde redhnerisch as Anteil der
gleichzeitig CD14+ und CD3+/CD8- Zellen bestimmt Der geringe Antell an doppet negati-
ven T-Zellen, der diese Redhnung beeinflusd, wurde vernachléssigt.

In die Datenbank wurden der prozentuale Anteil von Makrophagen phagozytierter Lympho-
zyten (CD14+/CD3+), phagozytierter zytotoxischer T-Zellen (CD14+/CD3+/CD8+) und T-
Helferzellen (CD14+/CD3+/CD8-) tibernommen. Durch de paral elen Ansdtze mit und ohre
ATG lief3 sich de Stimulierung der Phagozytose durch Immunglobuinbeladung an der Ober-
flache der Zellen als Modell und Positivkontroll e ebenfall s ermitteln.

Das Setzen der Regionen undMarker erfolgte an jedem Versuchstag neu an den Proben des
als Negativkontrolle mitgefihrten Kontroll patienten. Die an diesen Proben von Gesunden
festgestellten Phagozytoseraten kémen analog zur mikroskopischen Auszéhlung als basae
Phagozytoserate verstanden werden.

2.8.4 Mikroskopische Auswertung

Die Bodenplatten wurden nach dem Aushneiden mit dem Bohrer von einer Hil fsperson mit
einem vom Untersucher nicht nachvall ziehbaren Zahlencode gekennzeichnet (geblindet) und
unter einem Immersionsmikroskop mit 100Gfacher VergrofRerung ausgezihlt. Es wurde der
prozentuale Anteil der Makrophagen, de anen Lymphazyten phagozytiert hatten, bestimmit.
Dazu wurden die Platten maanderformig durchmustert, 100 Makrophagen durchgezéhit und
der Anteil der Makrophagen, die einen Lymphazyten phagozytiert hatten, als Phagozytoserate
bezeichnet. Dies erfolgte bel der Platte der Ausbuchtung 1 als basale Phagozytoserate des
Probanden, de Platte 2 stellte die Phagozytoserate unter Stimulation mit ATG dar. Die Platte
3, deim Phagozytoseansatz mit ATG versehen war, von der aber keine Zellen fir die durch-
flusszytometrische Analyse entnommen wurden, wurde zum Vergleich mitbestimmt, da die
Zelldichte auf den Platten 1 und2 um den Faktor 10 geringer war. Die Phagozytoseraten auf
den drel Platten wurden nach der Entblindurg der Ergebnisse in de Datenbank zum Patienten
aufgenommen. Pro Platte dauerte die Auswertung durchschnittli ch 25Minuten.

Zur dauerhaften Lagerung der Platten wurden diese nadh vorsichtigem Abwischen des Im-
mersionsdles mit einem Zell stofftupfer und Einschlagen in einen weiteren Tupfer in handels-
tblichen Foto-Diahtllen assrviert.

Die folgende Abhildung zeigt die fluoreszenzmikroskopische Darstellung der beginnenden
Phagozytose e@nes Lymphozyten (griin) durch einen Makrophagen (orange) bei 1000facher
Vergrofderung. Die Fotografie stammt aus dem Ausdrich der Probe ener unter 2.8.2 lerge-
stellten Farbung fur das Durchflusszytometer.
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Abbildung 17: Beginnende Phagozytose im Fluoreszenzmikroskop
(Makrophage orange, Lymphazyt griin angeférbt)

2.9 Virudastbestimmung

Die Bestimmung der Virudast erfolgte mit dem VERSANTO HIV-1 RNA 3.0 Assy
(bDNA) der Firma Bayer Vital GmbH (Fernwald, Best.-Nr. 118276¢ im Labor Dr. Jager in
Munchen. Dieser Test ist fur die Verwendung bel mit HIV-1 Gruppe M infizierten Patienten
vorgesehen. Er weist nach Konzentrierung von HIV-1 aus dem Plasmader Infizierten die An-
zahl an Kopien der HIV-RNA in der Probe nach, de Nachweisgrenze liegt bei 50 Kopien pro
ml.

Die emittelten Viruslasten der Patienten wurden in de Datenbank tGbernommen. Aus gatisti-
schen Grinden wurde bei Patienten, deren Viruslast unter der Nachweisgrenze lag, der Wert
auf 1 gesetzt.
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2.10 Apoptose von Lymphozyten

Dieser Test ermoglicht die Farbung apoptotischer Zellen mittels des mit fluoreszentem Farb-
stoff FLUOS markierten Liganden Annexin (Detektion vonPhosphatidylserin auf der Memb-
ranaulienseite gpoptotischer Zellen, dargestellt in FL1) und de durchflusszytometrische Ana-
lyse (97). Er schliefdt vom prdparativen Aufwand an den Phagozytosetest (siehe 2.8.2 an,
daher wird hier nur das bendtigte Material fur die Aufbereitung nach der achtstiindgen Inku-
bation dargestellt. Die immunologische Farbung der Lymphazyten erfolgte mit CD4-PE oder
CD8-PE in FL2, um die Lymphazytensubpopuationen getrennt zu analysieren. Tote Zellen
wurden mit dem DNA-Farbstoff 7-Aminoadinomycin D (7-AAD) in der dritten Fluoreszenz
angefarbt. Dieser poare Farbstoff kann nu in avitale Zellen ohre intakte Membranen ein-
dringen undférbt deren Zellkernerot.

2.10.1 Material

Folgende Materiali en wurden verwandt:
» dterile Falcon 5ml Polypropylenréhrchen mit rundem Boden (Bedon Dickinson, Heidel-
berg, Best.-Nr. 35205)
Cell Wash Waschpufer (Bedon Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 349524
unsteril e Pipettenspitzen mit 1000pl, 100 pl und 20ul Kapazitét (Eppendaf AG, Ham-
burg, Best.-Nr. 0030015002, Best.-Nr. 0030003004 undBest.-Nr. 0030@1.168
» zerstolenesEis
e fluoreszenzmarkierte Antikorper:
e CD4-PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 347327
e CDB8-PE (Becton Dickinson, Heidelberg, Best.-Nr. 340046
» Apoposepuffer (sterilfiltriert, a2 ml aliqudiert, bei 4° C gelagert):
e 10 mM HEPES in NaOH bei pH 7,4 (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhden,
Best.-Nr. H 3375 undBest.-Nr. S8045H
e 140mM NaCl (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhden, Best.-Nr. S 7653
« 5mM CaCl, (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhden, Best.-Nr. C 5080
e 7-Amincadinomycin D (7-AAD) (Moleallar Probes, Leiden, Niederlande, Best.-Nr.
A-1310
* Annexin-V-Fluos (Boehringer Mannheim, Mannheim, Best.-Nr. 182868}
Styropabehdlter zur Kihlung der mesgertigen Proben

2.10.2 Versuchsdurchfiihrung

Der Inhalt der im Phagazytosetest hergestellten Réhrchen 003 und 004siehe 2.8.2 wurde
erneut halbiert, die Halfte in neue Rohrchen mit der Bezeichnung 005 undJ06 tberftihrt (003
in 005 und 08 in 009. Es folgte en Waschschritt mit 2,5 ml Cell Wash bel 300g undfur 5
Minuten in der Zentrifuge. Der Uberstand wurde dekantiert, Rohrchen 003 und 004erhielten
je 20 ul CD4-PE (1:4 mit PBS verdinrt), Rohrchen 005 und 006e 20 ul CD8-PE. Nad Mi-
schen im Vortex-Mischer wurde fur 15 Minuten dunlel inkubiert. Wahrend der Inkuba-
tionszeit wurde die Farbelésung fur die egentliche Apoposeféarbung vorbereitet: 500 pl A-
poposepuffer wurden mit 1 pl 7-AAD und 10ul Annexin-V gemischt. Die mit den Antikor-
pern markierten Zellen wurden mit 2,5ml Cell Wash bei 300 fur 5 Minuten in der Zentrifu-
ge gewaschen undder Uberstand dekantiert.
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Alle Rohrchen (003 bis 006) wurden dann mit je 50 pl der Farbel6sung versehen, kurz gemischt
und far 10 Minuten dunke inkubiert. Die Proben wurden bis zur Analyse auf zerstol3enem Eis
gelagert und sobad als mdglich nach kurzem Aufmischen im Durchflusszytometer analysiert.

2.10.3 Durchflusszytometrische Analyse

Pro Listmode-File wurden in CellQuestl] so viele Zellen gespeichert, dassin einer um die
CD4-pasitiven Ereignise gelegten Region (R1) 2000 Zelen aufgenommen wurden (im
FL2/FSC-Dot-Plot). Nur diese Zellen gelangten durch ein mit R1 verbundenes logisches Gate
Gl in de Auswertung im FL1/FL3-Dot-Plot. Dort wurden sowohl eine Quadrantenstatistik
as auch zwel Regionen (R2 undR3) angelegt. Der linke untere Quadrant enthielt die Ereig-
nisse, die negativ beziiglich Annexin und ZAAD waren, aso lebende, nicht apoptotische Zel-
len. Die beiden dberen Quadranten enthielten Zellen, de sich stark mit 7-AAD haben anfér-
ben lassen undsomit als tot gewertet wurden. Der rechte untere Quadrant enthielt Zellen, de-
ren Phosphatidylserin auf der Oberflache durch Annexin angeférbt wurde, sie galten als apop-
totisch. Zur genaueren Erfasaung der Apoptose wurde dieser Quadrant durch de beiden Regi-
onen R2 undR3 weiter unterteilt, Ereignisse in Region 3 galten als frih apopotisch, de in
Region 2als gét apoptotisch.

Monozyten T-Helferzellen . vitale Zellen
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Abbildung 18: Darstellung der Anférbung der Apoptose bei T-Helferzellen

Der linke Dot-Plot der obigen Abbildung18 zeigt das Setzen der Region um die CD4+ Zellen
in der FL2/FSC-Darstellung. Der mittlere Dot-Plot demonstriert die Messung der Apopose
bei einem gesunden Kontrollprobanden, der rechte zeigt das Ergebnis eines HIV-positiven
Patienten mit erhohter Apoptoserate der T-Helferzellen (relativ mehr Zellen in den Regionen
R2 undR3).

Die Mesaung der Apoptose bei CD8-paositiven Zellen erfolgte, wie oben bei den CDA4-
pasitiven Zellen beschrieben, duch Setzen einer Region kezw. eines Gates um die CD8+ Zél-
lenim FL2/FSC-Dot-Plot und rachfolgende Darstellung der Farbung mit Annexin/7-AAD.

Zur Bestimmung der Apoptoserate der Monazyten wurde im FL1/FSC-Dot-Plot eine Region
bzw. ein Gate um die schwad CD4-pasitive Monozytenpopuation gelegt, was as Bedingung
fir den folgenden FL1/FL3-Dot-Plot galt. Die Auftrennung in frih-/spéatapoptotische Zellen
undtote Zell en erfolgte analog der Bestimmung bel CD4-positiven Zellen.
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Abbildung 19: Darstellung der Anférbung der Apoptose bei Monazyten (links Setzen der Re-
gionR1,in der Mitte die Negativkontrolle undredits ein HIV-positiver Patient)

Durch multi parametrisches Gating mittels der Software Attradors 3.000 wurden bel den nied-

rig CD8-exprimierenden Zellen (NK-Zellen) die Apoptoseraten undder Antell der abgestor-
benen Zellen berechnet.

Der Schwellenwert zur Aufnahme der Daten wurde aif das Vorwartsdreulicht gesetzt, as
Negativkontrolle wurde das Blut des taglichen Kontroll patienten verwandt, die Quadranten
und Regionen wurden anhand der Kontroll probe gesetzt.

In de Datenbank tbernommen wurden die prozentualen Anteile an frih- und spdtapopoti-
schen Zellen, die gesamte Apoposerate (als Summe aus R2 und R3) sowie der Anteil der
toten Zellen an der Zahl der T-Helferzellen (CD4+), zytotoxischen T-Zellen (CD8+), Mono-

zyten undNK-Zéllen. Dies erfolgte jewell s getrennt fur Proben, de mit oder ohre ATG inku-
biert waren.
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2.11 Statistische Auswertung

Die Auswertung undgrafische Darstellung erfolgte unter Microsoft® Excd 2000 (Microsoft
Corp., Sedtle, Washington, USA) mit WinSTAT® fur Microsoft® Excd (R. Fitch Software,
Staufen) und STATISTICA Version 5.1(StatSoft, Inc., Tulsa, OK, USA).

In der deskriptiven Statistik wurden Mittelwert, Median, Spannweite, 25 % und B %-
Perzentil e, sowie die Standardabwel chung beredinet.

Die optische Darstell ung wurde mit Box-Whisker-Plots durchgefiihrt, die den Median (kleines
rotes Kastchen), die 25 % und 75%-Perzentilen (als Unter- und Oberrand des grinen Kas-
tens), die 5 % und 95%-Perzentilen (als schwarze Querstriche) sowie die Spannweite der
Messwerte (als Punkte fir Minimal- und Maximawert) enthalten. WinSTAT® bestimmt aus
mathematischen Griinden bel einer Fallzahl von n< 20 de 5 % und % %-Perzentilen nicht,
soncdern stellt nur die anderen Lageparameter dar. In Streudiagrammen sind Messwerte von
Patienten grundsétzlich als rote Kastchen, de von gesunden Kontrollen als griine Kreise an-
gezeichnet.

Die vorliegenden Daten sind richt normalverteilt, daher wurde ds nicht-parametrischer Test
fUr unabhangige Stichproben nicht normalverteilter Daten der U-Test nach Wilcoxon, Mann
und Whitney benutzt. Fir verbundene Stichproben wurde das nicht-parametrische Pendant,
der Wilcoxon-Test verwandt. Auf die Anflhrung der jewelligen Teststatistik wurde verzich-
tet, stattdeseen der zugehdrige p-Wert angegeben, der einen leichteren Vergleich mit dem
Signifikanzniveau (o = 5 % oder a = 1 %) erm0gli cht.

Zur Ermittlung der Korrelation und @mit des Zusammenhanges zweier Merkmale wurde der
Rangkorrelationskoeffizient nadh Speaman ermittelt. Dieser Korrelationskoeffizient kann
Werte von -1 bis 1 annehmen. Fir die Testung auf Signifikanz wurde ebenfalls der p-Wert
bestimmt.
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3 ERGEBNIS&

3.1 Basiswerte der Patienten

Die unten stehende Tabelle 4 zeigt die Ergebnisse der hamatol ogischen Basiswerte sowie die
Zusammensetzung der in der Untersuchung verwandten Stichprobe. Es snd Kontrollen und
HIV-paositive Patienten dargestellt, diese weiter untertellt nach den zur Stadieneinteilung der
HIV-Infektion vonder CDC vorgeschlagenen Kategorien. Da die hamatol ogischen Parameter
aus mit Heparin antikoaguliertem Blut ermittelt wurden, wurde die Thrombozytenzahl auf-
grundder Heparin-indwzierten Thrombozytenaggregation richt bestimmt.

Tabelle 4: Basiswerte (Fall zahl, Geschledht, Alter, Blutbild ohre Thrombozytenzahl und
Diff erentialblutbil d) der gesunden Kontrollen urd HIV-paositi ven Patienten
(Mittelwerte £ Standardabwei chung)

esunde HIV-positive HI1V-positive HIV-positive HI1V-positive
K?Jntrollen Patienten, Patienten, Patienten, Patienten,
gesamt CDC-Kat. 1 CDC-Kat. 2 CDC-Kat. 3
Féle n=11 n=49 n=14 n=24 n=11
Gechledit weiblich=7 weiblich=8 weiblich=2 weiblich =4 weiblich =2
mannlich=4 mannlich =41 mannlich=12 mannlich =20 mannlich=9
Alter (Jahre) 257+59 401+ 95 36,5+ 5,7 398+0972 456+ 12,2
Leukozyten/pl | 73773+ 1852,2 | 53255+ 1495,2 | 61814 + 1616,8 | 50588 + 1267,9 | 48182 + 1468,7
Erythrozyten/pl | 48+0,5(* 10°) | 42+0,9(* 10°) | 45+0,8(* 10°) | 41+0,9(* 10°) | 3,8+0,9 (* 10°)
Hb (g/ dI) 141+1,2 144+1,7 149+ 15 144+14 136+ 2,4
% Lymphozyten 342+ 86 375+96 40,8+ 6,1 36,9 + 10,0 345+ 117
% Monozyten 74+21 55+1,8 58+2,0 52+15 58+ 22
5 :
% neutrophile 557 + 10,6 55,0+ 16,6 487+85 57,9+ 21,0 56,6+ 12,1
Granulozyten
o e
% eosinophile 1,9+0,8 32+29 37+44 33+22 23+12
Granulozyten
. :
% basophile 0,7+03 0,9+ 04 1,1+05 0,8+ 04 09+05
Granulozyten
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3.2 Verlaufsparameter der HIV-Infektion

3.2.1 Verlust von T-Helferzdlen

Vergleicht man de Zahl der CD4+ Zellen bal gesunden Kontrollen undHIV-positi ven Patien-
ten, so féllt ein signifikanter Abfall der Helferzell zahl bei HIV-Infizierten auf.

4 )
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Abbildung 20: T-Helferzell zahl bel Kontrollen (n = 11) undPatienten (n = 49),
p <0,01 (U-Test)

Tabelle5: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Zahl der CD4+ Zdllen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 897,00 805,00 1294,00
Patienten 348,00 234,50 543,50
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3.2.2 Autoantikorperbeladung dbr T-Helferzdlen

Die gemessene Beladung der T-Zellen mit Autoantikdrpern zeigt eine signifikant hohere Be-
ladung der CD4+ Zellen bei HIV-Infizierten. Als Mal3 fur die Autoantikorperbeladung wurde
hier - entgegen der bei anderen Autoren haufig verwandten Praxis der Angabe @nes Prozent-
wertes - die mittlere Fluoreszenzintensitdt der Farbung angegeben, um die Probleme einer
Cut-Off-Linie zu eliminieren und un die unterschiedlich starke Beladung bel positiven Pati-
enten dfferenzieren zu kdnren (siehe 2.7). Die Mittelwerte der 1gG-Beladung der CD4+ Zél-
len sind logarithmisch auf der Achse aufgetragen.
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Abbildung 21: 1gG-Beladung bel Kontrollen (n = 11) undPatienten (n = 49),
p <0,05(U-Test)

Tabelle 6: Median, 25%- und 75%-Perzentil e des Mittelwertes der 1gG-Beladung der CD4+

Zellen
Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 8,33 4,53 10,80
Patienten 14,78 7,01 35,21
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3.2.3 Verhdtnis zwischen Helferzdlzahl und Autoantikdrperbeladung

Das folgende Streudiagramm zeigt den Vergleich vonT-Helferzell zahl und Autoantikorperbe-
ladung bei Helferzellen. Die Messwverte der Autoantikorperbeladung sind wie unter 3.2.2 lo-
garithmisch aufgetragen. Die Abbildung 22 suggeriert - durch de Darstellung der Werte von
HIV-paositiven Patienten und ar gesunden Kontrollen - eine schwade, negative Korrelation
zwischen Mittelwert der 1gG-Beladung und Zahl der Helferzellen im Blut. Betradchtet man
jedoch de Messwverte der HIV-positiven Patienten isoliert, ergibt sich keine Korrelation. Der
Schlussauf einen Zusammenhang von Autoantikorperbeladung und Abfall der CD4+ Zellen
im Verlauf der HIV-Infektion wird daher durch die vorliegenden Daten nicht unterstitzt.
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Abbildung 22: Verhdltnis zwischen Zell zahl und Mittelwert der 1gG-Beladung bel
T-Helferzellen, Kontrollen (n = 11) und Patienten (n = 49), keine signifikante Korrelation kel
HIV-pasiti ven Patienten (Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)
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3.2.4 Zusammenhang zwischen T-Helferzdl zahl undViruslast

Die graphische Darstellung des Verhaltnisses von Helferzell zahl und Viruslast (logarithmisch
aufgetragen) ergibt keine signifikante Korrelation. Die Werte der gesunden Kontrollen sind
hier analog zur Abbildung 22 auf Seite 45 mit aufgefiihrt und liegen samtlich urter der
Nadweisgrenze der Methode (bDNA).
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Abbildurg 23: Verhdltnis zwischen Zell zahl bei T-Helferzellen undViruslast, Kontrollen
(n=11) undPatienten (n = 49), keine signifikante Korrelation kel HIV-positiven Patienten
(Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)
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3.3 Phagozytose von Lymphozyten durch autologe
M akrophagen

3.3.1 Mesaung cer Phagozytose von T-Zellen im Durchflusszytometer

3.3.1.1 Phagozytose von CD4+ Zellen bei gesunden Kontrollen

Der Effekt des Anti-Thymozyten-Globuins auf gesunde Kontroll patienten wird in den fol-
genden Grafiken deutlich. Die Phagozytoserate ist bei Kontrollen, de mit ATG inkukiert
wurden, signifikant hoher als bei Inkubation ohre ATG (Abbildung 24). Die Abbildung 25
(Seite 48) zeigt die signifikante Korrelation der Inkubation mit und ohe ATG bel Kontrollen.
Das Modell der Opsonierung der T-Lymphazyten mit ATG eignet sich somit al's Positi vkon-
trolle fur die Untersuchung der Phagozytose in vitro.
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Abbildung 24: Phagozytoserate von CD4+ Zellen bei Inkubation ohre und mit ATG -
gesunde Kontrollen (n = 11), p< 0,01 (Wil coxon-Test)

Tabelle 7: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der CD4+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen (ochne ATG) 8,59 6,93 12,00
Kontrollen (mit ATG) 14,54 11,19 21,06
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Abbildung 25: Verhaltnis zwischen Phagozytoserate der CD4+ Zellen bei Inkubation mit und
ohre ATG - gesunce Kontrollen (n=11), r =0,77 mit p< 0,01
(Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)

3.3.1.2 Phagozytose von CD4+ Zellen bei gesunden Kontrollen und
HIV-positiven Patienten

Der Vergleich der im Durchflusszytometer gemessenen Rate von CD4+ Zellen, de von einem
autologen Makrophagen eliminiert wurden, weist eine signifikant héhere Phagozytosedktivitat
bei HIV-Positivenim Vergleich zu den gesunden Kontrollen nach (keine Zugabe von ATG).
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Abbildung 26: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der CD4+ Zellen bei Kontrollen
(n =11) undPatienten (n = 49) ohre Zusatz von ATG, p< 0,01 (U-Test)
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Tabelle 8: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der CD4+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 8,59 6,93 12,00
Patienten 13,47 10,66 18,22

Der analoge Vergleich fir CD8+ T-Zellen zeigt einen deutli cheren, signifikanten Unterschied
wie bel CD4+ Zdllen, jedoch liegt die durchschnittliche Phagozytoserate nur etwa bei der

Héalfte.
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Abbildurg 27: Verhéltnis zwischen Phagozytoserate der CD8+ Zellen bei Kontrollen
(n=11) undPatienten (n = 49) ohre Zusatz von ATG, p< 0,01 (U-Test)

Tabelle 9: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der CD8+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 1,77 1,27 3,70
Patienten 7,84 4,77 12,24
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3.3.1.3 Verhdtnis zwischen Phagozytose von CD4+ und CD8+ Zellen

Vergleicht man de Phagozytoserate von T-Helferzellen undzytotoxischen T-Zellen, so falt
ein signifikanter Unterschied zwischen beiden T-Zell-Untergruppen bel HIV-positi ven Patien-
ten auf. Die CD8+ Zellen werden signifikant seltener phagozytiert. Die Phagozytoseraten der
jeweili gen Popuationen kaorreli eren jedoch gut miteinander, wie das Streudiagramm zeigt.
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Abbildung 28: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der CD4+ und CD8+ Zellen bel
HIV-pasitiven Patienten (n = 49) ohre Zusatz von ATG, p< 0,01 (Wil coxon-Test)

Tabelle 10: Median, 25%- und 75 %-Perzentil e der Phagozytoserate der CD4+ und CD8+
Zellen bel HIV+ Patienten (ohre ATG)

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
CD4+ Zéllen 13,47 10,66 18,22
CD8+ Zdlen 7,84 4,77 12,24

C Phagozytose von CD4+ und CD8+ Zellen bei HIV- )
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Abbildung 29: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der CD4+ und CD8+ Zellen bel HIV-
pasiti ven Patienten (n = 49) ohre Zusatz von ATG, r =0,61mit p< 0,01
(Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)

-50-




Ergebnisse

3.3.1.4 Beziehungen zwischen Phagozytose von Lymphazyten und Viruslast

Es besteht eine sehr schwade negative Korrelation zwischen Viruslast und Phagozytose, so-
wohl von T-Helferzellen als auch von zytotoxischen T-Zellen. Die beiden folgenden Darstel-
lungen enthalten de Messwverte von HIV-pasitiven Patienten mit messbarer Virudast, die
Achse der Virudlast ist logarithmisch aufgetragen. Die Regressonsgerade wurde aufgrund der
logarithmischen Skali erung der Ordinate hier nicht eingezeichnet.

Phagozytose von CD4+ Zellen und Viruslast bei HIV-
positiven Patienten mit messbarer Viruslast
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Abbildung 30: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der CD4+ Zellen undViruslast bei
HIV-pasiti ven Patienten (n = 34) mit mesdarer Viruslast ohre Zusatz von ATG,
=-0,39mit p < 0,05(Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)

Phagozytose von CD8+ Zellen und Viruslast bei HIV-
positiven Patienten mit messbarer Viruslast
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Abbildung 31: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der CD8+ Zellen undViruslast bei
HIV-pasiti ven Patienten (n = 34) mit mesdarer Viruslast ohre Zusatz von ATG,
=-0,34mit p < 0,05(Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)

Fur die Verhdtnisse von Phagozytoserate zu 1gG-Beladung oder Zahl der Helferzellen erga-
ben sich keine signifikanten Korrelationen.
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Sowohl bei T-Helferzellen a's auch bei zytotoxischen T-Zellen zeigt sich eine signifikant ge-
ringere Phagozytoserate bei viramischen Patienten (> 5000Kopien/ml) im Koll ektiv der HIV-
Positi ven mit mesdarer Viruslast.

~
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Abbildung 32: Phagozytoserate der CD4+ Zellen getrennt nadch urterschiedlicher Viruslast bei
HIV-pasiti ven Patienten (n = 34) mit mesdarer Viruslast ohre Zusatz von ATG,
p <0,05(U-Test)

Tabelle 11: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der CD4+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Virusglast < 5000K opien/ml 15,88 12,67 23,63
Viruslast > 5000K opien/ml 12,38 8,74 15,70
Phagozytose von CD8+ Zellen und Viruslast bei HIV- )
positiven Patienten mit messbarer Viruslast
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Abbildung 33: Phagozytoserate der CD8+ Zellen getrennt nadch urterschiedlicher Viruslast bei
HIV-pasiti ven Patienten (n = 34) mit mesdarer Viruslast ohre Zusatz von ATG,
p <0,05(U-Test)

Tabelle 12 Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der CD8+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Virudast < 5000K opien/ml 9,92 6,48 14,65
Virusglast > 5000K opien/ml 6,09 4,64 9,45
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3.3.2 Vadlidierung der Phagozytoserate im Mikroskop

3.3.2.1 Phagozytose von Lymphazyten bal gesunden Kontroll en

Die in der mikroskopischen Auswertung der Phagozytose auf den Boden der Zell kulturplatten
ermittelten Phagozytoseraten bei gesunden Kontrollen sindin der folgenden Abbildung 34 as
Box-Whisker-Plot dargestellt. Obwohl grafisch ein Unterschied zu bestehen scheint, kannim
Wilcoxon Test bei n = 11 Kontrollen kein signifikanter Unterschied ermittelt werden (p =
0,05. Im Streudiagramm zeigt sich ebenfall s keine Korrelation zwischen Kontrollen, die mit
oder ohre ATG inkulbert wurden (Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman). Die Darstel-
lung erfolgt analog zu den urter 3.3.1.1gezeigten Abbildungen der Messung der Phagozyto-
serate im Durchflusszytometer:
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Abbildung 34: Phagozytoserate von Lymphazyten bei Inkubation ohre und mit ATG - ge-
sunde Kontrollen (n = 11), kein signifikanter Unterschied (Wil coxon-Test)

Tabelle 13 Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der Lymphazyten

Gruppe Median 25%-Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen (ohne ATG) 7,00 3,00 12,00
Kontrollen (mit ATG) 13,00 8,00 25,00
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Abbildung 35: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der Lymphazyten bel Inkubation mit und
ohne ATG - gesunde Kontrollen (n=11), r = 0,40, keine signifikante Korrelation
(Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)

3.3.2.2 Phagozytose von Lymphazyten bei gesunden Kontrollen und HIV-
positiven Patienten

Vergleicht man deim Mikroskop ermittelten Phagozytoseraten von gesunden Kontrollen urd
HIV-pasiti ven Patienten, so zeigt sich kein signifikanter Unterschied.
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Phagozytose von Lymphozyten bei gesunden
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Abbildung 36: Verhdtnis zwischen Phagozytoserate der Lymphozyten bei Kontrollen
(n=11) und Peatienten (n = 49) ohne Zusatz von ATG, kein signifikanter Unterschied (U-Test)

Tabelle 14: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der Lymphazyten

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 7,00 3,00 12,00
Patienten 8,00 4,00 18,00
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3.3.3 Vergleich der im Durchflusszytometer und im Mikroskop e
messenen Phagozytoseraten

Im Folgenden sind de Phagozytoseraten der beiden Mel3methoden (Mikroskop undDurch-
flusszytometer) gegeneinander dargestellt. Die manuell im Mikroskop ausgezéhlte Phagozy-
toserate der Lymphazyten besitzt die grofde Spannweite, die einzelnen Phagozytoseraten zei-
gen - testet man sie mittels Wilcoxon-Test gegeneinander - einen signifikanten Unterschied
(siehe Tabelle 16, Seite 56). Es kommen nur die Werte von HIV-positiven Patienten zur Dar-

stellung.

\
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Abbildung 37: Phagozytoseraten von Lymphazyten (im Mikroskop gemessen) und Phagazytose-
raten von CD4+ und CD8+ Zélen (im Durchflusszytometer gemessen) bel HIV-paositiven Patien-
ten ohne Zusatz von ATG (n = 49), Tests auf Signifikanz siehe folgende Tabelle 15

Tabelle 15: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Phagozytoserate der Lymphazyten, CD4+
undCD8+ Zellen

Gruppe Median 25%-Per zentile 75 % -Per zentile
I_(Ix\lﬂr?lfrr:)(;?gs;] 8,00 4,00 18,00
(Durgl[l‘)ldl;;szzilc?rnneter) 13,47 10,66 18,22
(Durgl[f)lizszzilc?rnneter) 7,84 4,77 12,24

-B55.-




Ergebnisse

Tabdle 16: p-Werte des Wil coxon-Tests der jeweili gen Gruppen (n = 49)

Gruppe L ymphozyten CD4+ Zéellen CD8+ Zdlen
PP (Mikroskop) |(Durchflusszytometer) | (Durchflusszytometer)
Lymphozyten
(Mikroskop) <0,05 <0,05
CD4+ Zdlen
(Durchflusszytometer) <0,05 <0,01
CD8+ Zdlen
(Durchflusszytometer) <0,05 <0,01

Es besteht eine Korrelation zwischen der im Mikroskop undim Durchflusszytometer gemes-
senen Phagozytoserate, eine Vergleichbarkeit der Mesaungen ist damit prinzipiell gegeben.
Diese Korrelation zwischen Phagozytoserate der Lymphazyten im Mikroskop undPhagozy-
toserate der CD4+ Zellen im Durchflusszytometer ist im Streudiagramm dargestellt (nur HIV-

positi ve Patienten).

Phagozytose von Lymphozyten (Mikroskop) und CD4+
Zellen (Durchflusszytometer) bei HIV-positiven
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Abbildung 38: Verhdltnis zwischen Phagozytoserate der Lymphozyten im Mikroskop und
Phagozytoserate der CD4+ Zellen im Durchflusszytometer (Inkubation olme ATG) - nur
HIV+ Patienten, r = 0,27, p < 0,05 (Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)
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3.3.4 Ergebnisse zur Methodk des Phagozytoseassays

Wahrend der Entwicklung des Phagozytoseassays zeigten sich folgende Moglichkeiten der
Modifikation kezw. Fehlerquellen (auf die graphische Ergebnisdarstellung wurde zugunsten
der Ubersichtlichkeit verzichtet):

ATG reduziert die Expresson von CD14 auf Monazyten/Makrophagen. Diese Tatsache
mussbeim Setzen der Gates Berticksichtigung finden.

Bel der Gewinnung der Proben wurde auf Ammoniumheparinat-Monovetten der Firma
Sarstedt zuriickgegriffen, dasich kein Unterschied in den Ergebnissen zwischen Monowet-
ten undmit Heparin benetzten Spritzen zeigte. Mono\etten sind zudem einfacher und si-
cherer zu handhaben.

Der Assay lasd sich bei Verzicht auf die manuelle Auszéhlung der Phagozytose auch d-
rekt im Rohrchen fur das Durchflusszytometer durchftihren. Hierdurch entféllt die Ver-
wendung von Zell kulturplatten. Die Ergebnisse sind dabei prinzipiell vergleichbar.

Die Verwendung von Pyrogenen as Monazytenstimulans (z. B. bakterielle Lipopdysac-
charide) steigert die Phagozytoserate nicht Uber das bel Inkubetion mit ATG erreichte Ni-
veau hinaus.

Im Experiment erwiesen sich acht Stunden as optimale Inkubetionsdauer. Obwohl nur
schwer praktikabel, weil kaum in einen Arbeitstag zu integrieren, zeigte sich hier der beste
Kompromisszwischen Phagozytose und dem Absterben der Zellen im Inkubator.

Die Beschichtung der Boden der Zellkulturplatten mit Kollagen bietet keinen Vortell fir
die Adhdrenz der Makrophagen und dent nicht as zusétzlicher Induktor der Differenzie-
rung von Monazyten zu Makrophagen.

Die Untersuchung von M. C. Mller (80) zeigte anen urspezifischen Anstieg der Phago-
zytose durch Verwendung von medanischen Mischern (,Vortex-Mischer®). Auf die
Verwendung von solchen Hilfsmitteln wurde daher bis nach der Inkubation verzichtet, die
Proben stattdessen nur sanft per Hand geschwenkt.
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3.4 Apoptose von L eukozyten

Die Mesaung der Apoptose efolgte simultan mit der der Phagozytose bei Zellen aus dersel-
ben Ausbuchtung der Zellkulturplatte. Aufgrund eines nicht zeitgerecht behebbaren techni-
schen Defektes konrten nur 20 der insgesamt 49 urtersuchten Proben ausgewertet werden.

3.4.1 Apoptose von T-Zellen bei gesunden Kontrollen

Der Vergleich der Apoptoseraten der T-Helferzellen bei Inkubation mit und ohre ATG weist
keinen - durch ATG indwzierten - signifikanten Unterschied der Apoptoserate bei gesunden
Kontroll personen nach. Von einer Induktiion der Apopose durch Opsonierung mit ATG kann
daher nicht ausgegangen werden. Die Apoptoseraten weisen jedoch bei opsonierten Lympho-
zyten eine deutli che grofdere Spannweite auf. Allerdings besteht keine signifikante Korrel ati-
on der beiden Apoptoseraten (Abbildung 40, Seite 59). Die Fall zahl ist mit n = 8 relativ klein.
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Abbildung 39: Apoptoserate von CD4+ Zellen bei Inkubation ohre undmit ATG - gesunde
Kontrollen (n = 8), kein signifikanter Unterschied (Wil coxon-Test)

Tabelle 17: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Apoptoserate der CD4+ Zellen

Gruppe Median 25%-Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen (ohne ATG) 4,30 1,53 7,44
Kontrollen (mit ATG) 4,93 1,33 18,54
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Abbildung 40: Verhaltnis zwischen Apoptoserate der CD4+ Zellen bei Inkubation mit und
ohrne ATG - gesunde Kontrollen (n = 8), r = 0,24 keine signifikante Korrelation

(Rangkorrel ationskoeffizient nach Speaman)

Die in der Abbildung 40 eingezeichnete Korrelationsgerade stellt den Zusammenhang bei
Elimination des Ausreif3ers dar.

Die Diagramme der Apoptose bei CD8-pasitiven Zellen zeigen einen analogen Zusammen-
hang und sind daher hier nicht dargestellt.
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3.4.2 Apoptose von CD4+ Zellen bei gesunden Kontrollen undHIV-
pasiti ven Patienten

Der Vergleich der Apoptoserate der CD4+ Zellen bei gesunden Kontrollen undHIV-pasitiven
Patienten (ohne ATG-Zusatz) weist eine signifikant hohere Apoptoserate bei HIV-Infizierten
nac.
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Abbildung 41: Verhdltnis zwischen Apoptoserate der CD4+ Zellen bel Kontrollen (n=8) und
Patienten (n = 20) ohne Zusatz von ATG, p< 0,05 (U-Test)

Tabelle 18 Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Apoptoserate der CD4+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 4,30 1,53 7,44
Patienten 11,08 5,56 22,10

-60-




Ergebnisse

3.4.3 Apoptose von CD8+ Zellen bei gesunden Kontrollen undHIV-
pasiti ven Patienten

Vergleicht man de Apoptoserate der CD8+ Zellen bal Kontrollen undHIV-Infizierten (ohne
ATG), so lédsd sich kein signifikanter Unterschied in der Apoposerate dieser
Lymphazytensubpopuation zeigen.
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Abbildurg 42: Verhdltnis zwischen Apoptoserate der CD8+ Zellen bei Kontrollen (n = 8) und
Patienten (n = 20) ohne Zusatz von ATG, kein signifikanter Unterschied (U-Test)

Tabelle 19: Median, 25%- und75 %-Perzentil e der Apoptoserate der CD8+ Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 4,82 1,04 10,26
Patienten 10,77 5,23 18,99
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3.4.4 Apoptose von Monazyten bei gesunden Kontrollen urd HIV-
pasiti ven Patienten

Einen hach signifikanten Unterschied ill ustriert der folgende Box-Whisker-Plot. Die Monazy-
ten der HIV-positiven Patienten urterliegen einer signifikant hoheren Apoptose ds die der
Kontrollpersonen. Die Spannweite der Apoptoserate ist bei HIV-Positiven ebenfall s deutlich
hoher.
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Abbildung 43 Verhdltnis zwischen Apoposerate der Monazyten bei Kontrollen (n = 8) und
Patienten (n = 20) ohne Zusatz vonATG, p< 0,01 (U-Test)

Tabelle 20: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Apoposerate der Monozyten

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 20,82 13,18 33,35
Patienten 60,09 43,35 79,40
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3.4.5 Apopose von NK-Zellen bai gesunden Kontrollen und HIV-
pasiti ven Patienten

Die NK-Zdlen der HIV-Infizierten gehen nicht signifikant haufiger in Apoptose Uber as die
der gesunden Kortrollen. Die gréf3ere Spannweite in der Apoptoserate der HIV-positiven Pa-
tienten zeigt sich aber auch hier (siehe Abhildung 43).
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Abbildung 44: Verhdtnis zwischen Apoptoserate der NK-Zellen bei Kontrollen (n = 8) und
Patienten (n = 20) ohne Zusatz von ATG, kein signifikanter Unterschied (U-Test)

Tabelle 21: Median, 25%- und 75%-Perzentil e der Apoptoserate der NK-Zellen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
Kontrollen 12,19 7,57 42,23
Patienten 25,61 17,83 38,30
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3.4.6 Zusammenfassender Vergleich der Apoposeraten von Lympho-
zyten undMakrophagen

Die Apoposeraten der untersuchten Popuationen bei HIV-positiven Patienten sind, \er-
gleicht man sie mittels Wil coxon-Test, mit einer Ausnahme signifikant verschieden. Die Aus-
nahme stellen de Apoposeraten von CD4+ und CD8+ Zellen dar, die keinen mit den ange-
wandten Verfahren nachweisbaren Unterschied zeigen. Die Monazyten der HIV-Infizierten
weisen de grof¥e Apoptoserate auf, gefolgt von den NK-Zéllen.
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Abbildung 45: Vergleich der einzelnen Apoptoseraten vonCD4+ Zellen, Monazyten,
CDB8+ Zellen undNK-Zellen HIV-pasitiver Patienten (n = 20) ohne Zusatz vOnATG, Tests

auf Signifikanz siehe folgende Tabelle 22

Tabelle 22 Median, 25%- und 75%-Perzentile der Apoptoserate der jewelligen Gruppen

Gruppe Median 25 % -Per zentile 75 % -Per zentile
CDA4+ Zéellen 11,08 5,56 22,10
M onozyten 60,09 43,35 79,40
CD8+ Zéllen 10,77 5,23 18,99
NK-Zellen 25,61 17,83 38,30

Tabelle 23 p-Werte des Wil coxon-Tests der jeweili gen Gruppen (n = 20)

Gruppe CD4+ Zdlen Monozyten CD8+ Zédllen NK-Zellen
CD4+ Zédllen <0,01 > 0,05 <0,01
Monozyten <0,01 <0,01 <0,01
CD8+ Zdllen > 0,05 <0,01 <0,01
NK-Zellen <0,01 <0,01 <0,01

Fur das Verhdtnis der Apoptose von CD4+ bzw. CD8+ Zellen, Monazyten undNK-Zellen zu
Verlaufsparametern der HIV-Infektion wie CD4-Zell zahl, 1gG-Beladung oder Virudlast erga
ben sich keine signifikanten Korrelationen.
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3.5 Verhdltnis zwischen Apoptose und Phagozytose
bel Lymphozyten
3.5.1 Verhdtnis von Apopose und Phagozytose bei CD4+ Zellen

Im Streudiagramm von Apoptose- und Phagozytoserate der T-Helferzellen bei HIV-pasitiven
Patienten lasg sich keine signifikante Korrelation cer beiden Parameter darstellen.

s
Apoptose und Phagozytose von T-Helferzellen bei HIV-

positiven Patienten
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Abbildung 46: Verhdltnis von Apoptoserate der CD4+ Zellen undPhagozytoserate der
CD4+ Zdlen (ohre ATG) - HIV-positive Patienten (n = 20), r = - 0,26, leine signifikante
Korrelation (Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)

3.5.2 Verhdtnis von Apopose und Phagozytose bei CD8+ Zellen

Die analoge Darstellung zu 3.5.1 I zytotoxischen T-Zellen weist ebenfalls keinen signifi-
kanten Zusammenhang zwischen Phagozytose und Apoptose nad.

s
Apoptose und Phagozytose von zytotoxischen T-Zellen

bei HIV-positiven Patienten
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Abbildung 47: Verhdltnis von Apoptoserate der CD8+ Zellen undPhagozytoserate der
CD4+ Zélen (ohre ATG) - HIV-positive Patienten (n = 20), r = 0,30, leine signifikante
Korrelation (Rangkorrel ationskoeffizient nach Spearman)
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4 DISKUSSION

4.1 Verlaufsparameter der HIV-Infektion

Der Abfall der T-Helferzellzahl im Blut der HIV-infizierten Patienten wahrend des Verlaufes
der Erkrankung und der resultierende Immundefekt waren schon friih rech Bekanntwerden
der ersten klinischen Falle en akzeptierter Marker des Erkrankungsverlaufes (82). Noch be-
vor die Viruslast im Blut gemessen werden konrte, wurde neben der kli nischen Untersuchung
die Mesaung der Helferzell zahl a's prognaostischer Marker vorgeschlagen und 1993auch von
der CDC im kombinierten Klassfizierungssystem empfohlen (20). Als weiterer Verlaufspa-
rameter wird heute die Virudast im Blut ebenfalls routinemaldig bestimmt. Diese Mesaing
erfolgt auch mit prognostischer Zielsetzung, dient aber in Praxi eher der Erfolgskontroll e der
antiretroviralen Therapie, zumal Meta-Analysen einen Vortell der T-Helferzell-Mesaung fur
langerfristige prognaostische Aussagen erkennen lief3en (39, 92). C. Miller et a. aus der Bon-
ner Arbeitsgruppe um R. Bauer wiesen 1994 s Vorkommen antilymphozytérer Antikorper
bei der Mehrzahl der HIV-Patienten nach (79). Das Auftreten und de Menge dieser Antikor-
per korrelierte mit dem Abfall der Helferzell zahl im Blut. Aufgrund deser Befunde und der
Untersuchungen von Danid et a. (101, 28, 30 27) wurde die Autoantikdrperbeladung in
Form von IgG in der hier vorliegenden Untersuchurng ebenfall s ermittelt. Durch Bestimmung
dieser drei Parameter sollten de gemessenen Phagozytose- und Apoptoseraten mit dem Ver-
lauf der HIV-Infektion in Bezug gesetzt werden.

Das untersuchte Kollektiv von n= 49 Patienten teilte sich zu etwa der Hélfte in das CDC-
Stadium 2 undzu je énem Viertel in de Stadien 1 und 3.Es bestand ein deutli ches Uberwie-
gen mannlicher Probanden, Patienten im CDC-Stadium 3 waren im Mittel am &ltesten
(Tabelle 4, Seite 42). Die signifikant verminderte Helferzellzahl von im Mittel 897 Zellen
(gesunce Kortrollen) auf 348 Zellen (HIV-positive Patienten) entsprach den Erwartungen
(Abbildung 20, Seite 43) und steht in Einklang mit den oken erwdhnten Untersuchungen.
Auch de signifikant hohere IgG-Beladung der T-Helferzellen (Abbildung 21, Seite 44) ist gut
mit den Ergebnisseen von C. Miller et a. (79) und Danidl et a. (27) vereinbar. Ein drekter
numerischer Vergleich der Raten ist jedoch nicht moglich, dain der vorliegenden Untersu-
chung erstmalig kein prozentualer Wert bestimmt, sondern de 1gG-Beladung in Fluoreszenz-
intensitét gemessen wurde. Dies ermoglichte ene Darstellung und Analyse der Mesawverte,
die das Ermitteln eines Schwell enwertes entbehrlich madit. C. Mller et al. bewerteten Pati-
enten, bai denen mehr als 10 % der CD4-positiven Zellen 1gG-Beladung zeigen, als positiv,
Daniel et al. legen den Schwell enwert auf 30 %. Im Institut fur Klinische Chemie Mannheim
hat sich bal der Befundung der 1gG-Beladung in der Routinediagnostik eine visuell e Beurtei-
lung mit Einteilung in negative, leichte, mittlere und hole 1gG-Beladung etabliert (Nebe, per-
sonliche Mitteilung). Das - auch methodenabhéngige - Setzen eines Schwell enwertes wurde
durch de Anwendung der Fluoreszenzintensitét als Wert fur die Autoantikérperbeladung
vermieden. Die Einstellung der Verstarkung des Zytometers, welche die Hohe der Fluores-
zenzintensitét beanflusd, sollte genau an Eichpartikeln erfolgen. Die Obergrenze fur die
Kontroll personen liegt dann kel einer Fluoreszenzintensitét von etwa 10 relativen Einheiten.
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Die Untersuchungen von Danidl et al. zeigten ferner, dass Patienten, de eine 1gG-Beladung
aufwiesen, in der Regel auch mit gp120und IgM beladene CD4+ Zellen besal3en (27). Sie
schlossen auf die Existenz von Immunkomplexen, bestehend aus 1gG, IgM, gp120 u Kom-
plementfaktoren, die @nen Beitrag zur Pathogenese der Verminderung der Helferzell zahl dar-
stellen konrten, dain ihrem Kollektiv eine hohe Antikérperbeladung mit abnehmender Hel-
ferzell zahl korrelierte (31).

In der hier vorliegenden Untersuchung zeigte sich zwar ebenfalls, dass eine hohe IgG-
Beladung mit einer geringen T-Helferzellzahl einher geht, ein statistisch signifikanter Zu-
sammenhang lief3 sich jedoch nicht sichern (Abbildung 22, Seite 45). Eine &nliche Problema-
tik sahen C. MUller et al. (79): Sie zeigten eine signifikante negative Korrelation zwischen
antilymphozytéaren Antikorpern und cr T-Helferzellzahl bel Patienten mit mehr as 100
CD4+ Zdlen/pl (n = 54). Fur Patienten mit weniger als 100 CD4+ Zellen/ul gelang ihnen
kein signifikanter Nachweis einer Korrelation (n = 24). Die grolée Variabilit & der gemessenen
Werte zeigt sich auch in Abbildung 22 (die Regressonsgerade wurde hier aus didaktischen
Grinden nicht eingezeichnet), bei der Arbeit von C. Miller et a. wird des an der Abwei-
chung der Messwerte von der vorhandenen Regressonsgerade deutlich. Die Arbeitgruppe um
C. Muller schliefdt daher auf eine komplexe Ursache des Verlustes von T-Helferzell en.

In der Dissertation vonM. C. Miller aus dem Ingtitut fur Klinische Chemie Mannheim (80),
die zusétzlich nach de IgG-Beladung bei CD8+ Zellen urd die Komplementbeladung bei
CD4+ und CD8+ Zellen zum Gegenstand hette, stellten sich hach signifikante Korrelationen
zwischen 1gG auf T-Helferzellen undzytotoxischen T-Zellen, sowie zwischen dem Komple-
mentfaktor C3c auf CD4+ und CD8+ Zellen heraus (n = 116). M. C. Mlller postuli erte des-
halb wie aich de anderen varher genannten Autoren eine multifaktoriell e Genese des Helfer-
zellverlustes undlehnte eine dlein gegen CD4+ Zellen gerichtete Immunreaktion als einzigen
Grund der CD4-Depletion ab.

Betradhtet man den Zusammenhang zwischen Viruslast und Zahl der Helferzellen bei HIV-
pasitiven Patienten, so stitzen de in dieser Disertation gewonnenen Daten die schon haufig
gezeigte hohere Virudlast und de geringere Zahl von Helferzell en in spéten Stadien der Infek-
tion (Abbildung 23, Seite 46). Eine signifikante Korrelation zwischen dem Abfal der Helfer-
zell zahl und dem Ansteigen der Viruslast ergab sich nicht. Ho et al. (47) wiesen eine negative
Korrelation zwischen Viruslast und Zahl der CD4+ Zellen bei HIV-pasitiven Patienten ohre
Therapie nadch. Dies gelang ihnen bei asymptomatischen Virustrdgern (CDC-Kategorie A)
und Patienten mit AIDS (CDC-Kategorie C), nicht jedoch bel symptomatischen Patienten
(CDC-Kategorie B). Katzenstein et al. (60) beschrieben 1996ebenfall s eine negative Korrela-
tion zwischen Virudast und Helferzellzahl in einer Longitudinaluntersuchung bei Patienten
nach der Serokonwersion. Beide Untersuchungen ermittelten eine negative Korrelation bel
Patienten, de noch nicht mit HAART therapiert wurden. Die Kinetik in der Restitution der
CD4-Zéll zahl und der rapide Abfal der Viruslast nach Einleitung der antiretroviralen Thera-
pie (35) sind eine mogliche Storgrofien, de dazu fuhren kénren, dassder erwartete Zusam-
menhang zwischen Viruslast und Helferzell zahl in der vorliegenden Querschnittuntersuchung
an Patienten urter Therapie nicht nachzuweisen ist.

Es 2ll hier betont werden, dass s$ch das untersuchte Koll ektiv aus Patienten zusammensetzte,
die mit hoch aktiver antiretroviraler Therapie (HAART) behandelt wurden, ein Gewinnen von
Blutproben unkehandelter Infizierter ist durch de fruhzeitige Einleitung der Therapie in der
westlichen Welt kaum mehr moglich. Obwohl die Empfehlungen der Fachgesell schaften un-
terschiedlich sind, entscheiden sich de meisten Klinisch tatigen Arzte fur die Einleitung anti-
retroviraler Therapie bel T-Helferzellzahlen zwischen 200 und 500 o pl oder Auftreten von
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Symptomen, ein Absetzen der Therapie resultiert zumeist in einem Ansteigen der Viruslast
auf Werte vor Einleitung der Therapie (43). Daher wird von manchen Autoren von einem
Startpunkt der Viruslast ausgegangen (,,vira load set-point®).

Ein Zusammenhang zwischen Viruslast und erhohter 1gG-Beladung liefd sich in den valie-
genden Daten nicht sichern, auch Daniel et a. fanden hiefir keinen Anhalt (27).
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4.2 Phagozytose von Lymphozyten

Zielsetzung in der Entwicklung des Phagozytose-Testes war die objektive Mesaung der Pha-
gozytose von Lymphazyten duch autologe Makrophagen im Durchflusszytometer. Die Ar-
beit von M. C. Miller (80) zeigte, dasses sch bei der Phagozytose von Lymphazyten durch
Makrophagen um einen pathogenetischen Medanismus handeln kénrte, der zur Verminde-
rung der CD4-Zéell zahl bei HIV-Infizierten beitragt. Ihm gelang erstmalig in einem aufwandi-
gen Test auf Objekttragern der lichtmikroskopische Nachweis dieser Form der Phagozytose.
Die hier vorliegende Untersuchung stellt nun eine Methode vor, mit der die Phagozytose
erstmalig an grof3en Zellzahlen im Durchflusszytometer gemessen wurde. Durch de dafur
ndtige Anfarbung mit fluoreszenzmarkierten Antikorpern konrten Lymphozytensubpopuiati-
onen getrennt untersucht werden.

Als Model fir die Beladung der Lymphazyten mit Antikérpern wurde die Inkubetion mit
Anti-Thymozyten-Globulin (ATG) eingesetzt. Abbildung 24 (Seite 47) stellt bel gesunden
Kontroll personen den Effekt der Zugabe von ATG auf die Phagozytose von T-Helferzellen
dar. ATG steigert die Phagozytose signifikant von einer medianen basalen Rate um 8,5 % auf
anndhernd 15%. Die Werte der Phagozytose mit und ohe ATG bel gesunden Kontrollen
korrelieren im Streudiagramm (Abhildung 25, Seite 48) gut und signifikant miteinander. Fr
zytotoxische Zellen ergaben sich prinzipiell vergleichbare, signifikante Ergebnisse bei jedoch
deutlich geringerer Phagozytoserate. Die Verwendung von ATG eignet sich somit als Positi v-
kontrolle, die Opsonierung mit Antikorpern wie ATG stellt einen Phagozytosereiz fur
Makrophagen dar. Eine mogliche Ursache der hoheren Phagozytoserate der CD4+ Zellen
beim Gesunden kann im Verhéltnis der Zahl der CD4+ zur Zahl der CD8+ Zellen liegen. Der
Ansatz mit ATG wurde neben der gesunden Kontroll person (Negativkontrolle) bei allen un-
tersuchten Patienten als Positi vkontroll e mitgeftihrt.

Bei HIV-positiven Patienten ergab sich eine signifikant erhohte Phagozytoserate von CD4+
und vonCD8+ Zellen gegentiber der Kontroll population (ohre Stimulation mit ATG). Die
Makrophagen der Infizierten phagozytierten zu ca 13,5 % eigene CD4+ Lymphazyten
(Abbildung 26, Seite 48) und zu knapp 8% eigene zytotoxische T-Zellen (Abbildurng 27, Sei-
te 49). Die mediane Phagozytoserate der Kontrollen lag bei ca. 8,5% (CD4+ Zellen) und 1,8
% (CD8+ Zellen). Die vorliegenden Zahlen sprechen fur eine signifikant erhohte Phagozytose
der Lymphazyten bei HIV-Infizierten undstiitzen de Hypathese ener Beteili gung der Phago-
zytose am Verlust der T-Helferzellen. M. C. Mller (80) fand fir Lymphozyten bei der Er-
mittlung der Phagozytoserate im Mikroskop eine basale Phagozytoserate der Kontrollen von
ca 30%, die bei hochgradig 1gG-beladenen Patienten auf etwa 60 % stieg. Die Verdoppelung
der Phagozytoserate bel Infizierten zeigte sich auch bei ihm, allerdings auf deutlich horerem
Niveau mit einer basalen Phagozytoserate von 30%.

Stellt man die beiden urtersuchten Lymphazytensubpopuationen der HIV-Infizierten gegen-
Uber, so féllt ein signifikanter Unterschied in der Phagozytoserate von T-Helferzellen urd
zytotoxischen T-Zellen auf (Abbildung 28, Seite 50). In der vorliegenden Untersuchung wur-
de damit erstmalig eine vermehrte Phagozytose der CD4+ Zellen gezeigt. M. C. Mller (80)
konnte im lichtmikroskopischen Test die phagozytierten Lymphazyten nicht weiter differen-
zieren undging von einer gleichméldigen Phagozytose von CD4+ und CD8+ Zellen aus, da
die beiden Subpopulationen in seiner Untersuchung annéhernd gleich opsoniert waren. Daniel
et a. zeigten jedoch, dass nur gegen CD4+ Zellen gerichtete Autoantikorper mit dem Abfall
von CD4+ und CD8+ Zellen asziiert waren, Antikorper gegen zytotoxische T-Zellen nicht
(29). Der Schluss auf gleiche Phagozytoserate aufgrund ahnlicher Autoantikorperbel adung
wird duch de vorliegenden Daten nicht gestiitzt. Daniel et al. vermuten eine gestorte regul a-
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torische Funktion a's Faktor beim Abfall der CD8-Zell zahl. Die unterschiedli chen Phagozyto-
seraten der CD4+ und CD8+ Zellen sind mit den Ergebnissen vonDaniel et a. gut vereinbar,
zumal Autoantikorper gegen CD8+ Zellen auch bel gesunden Personen vorkommen undAu-
toantikorper gegen T-Helferzellen bei HIV-Infizierten héufiger sind als gegen zytotoxische T-
Zellen. Daten vonSierp et a. weisen jedoch eine Autoantikorperbeladung fir beide Subpopu-
lationen der Lymphazyten nach (Sierp, personliche Mitteilung), dies bei HIV+ Kindern. Die
pasitive, signifikante Korrelation zwischen Phagozytose von CD4+ und CD8+ Zellen in der
untersuchten Popuation (Abbildung 29, Seite 50) weist darauf hin, dasstrotz unterschiedli-
cher medianer Phagozytoserate @n gemeinsamer kausaler Faktor bei der Phagozytoseinduldi-
on vahanden sein muss der in der vorliegenden Dissertation aufgrund der oben vorgestellten
Literatur in einem autoimmunen Geschehen mit Opsoninbeladung der Lymphazyten gesehen
wird.

Die vergleichende Untersuchung von Phagozytose undVerlaufsparametern der HIV-Infektion
lield einen sehr schwacdhen negativen Zusammenhang zwischen Viruslast und Phagozytose
sowohl von T-Helferzellen a's auch von zytotoxischen T-Zellen erkennen (Abbildung 30 und
Abbildung 31, Seite 51), dies bel HIV-positiven Patienten mit einer Viruslast oberhab der
Nadhweisgrenze. Von einer direkten Abhéngigkeit zwischen Viruslast und Phagozytoserate
wird aufgrund cer gezeigten, schwaden Korrelation in deser Untersuchung nicht ausgegan-
gen. Korrelationen zwischen den beiden anderen gemessenen Verlaufsparametern und cby
Phagozytosedktivitdt fanden sich nicht. Hohe Viruslasten scheinen aber dennoch mit geringer
Phagozytose&tivitét einher zu gehen (Abbildung 32 und Abhildung 33, Seite 52). Diese ge-
minderte Phagozytoseaktivitét konrnte anerseits in ener funktionellen Schadigung der
Makrophagen bei stark virdmischen Patienten ihre Ursache haben, andererseits konrie aer
auch de bel hoher Virudast reduzierte T-Lymphozytenzahl zu geringerer Phagozytose fuh-
ren. Patienten mit hoher Viruslast besitzen mehr HIV-infizierte Monazyten im peripheren
Blut, was einen Funktionsdefekt und damit die verminderte Phagozytoseleistung erkléren
koénnte (83). Ebenso ist die Apoptoserate der Monaozyten/Makrophagen im untersuchten Kol-
lektiv bei Infizierten signifikant erhoht (vgl. Abbildung 43, Seite 62), ein duch Apopose
bedingter Funktionsverlust eines wesentlichen Teiles der Makrophagenpapulationist bei einer
Apoptoserate von lsfast 100% in vitro sehr wahrscheinlich (siehe Kapitel 4.4).
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4.3 Validierung der Phagozytoser ate

Parallel zur Untersuchung im Durchflusszytometer wurden de Bdden der Zellkulturplatten,
auf denen de mononuke&en Zellen inkubiert worden waren, herausgetrennt, die dort noch
haftenden Zellen nach Pappenheim geférbt und urier dem Mikroskop auf Phagozytose von
Lymphazyten durch Makrophagen ausgezahlt. Dies Slite ene optische Erfolgskontroll e er-
maoglichen und de Phagozytoserate - analog des Verfahrens von M. C. Miller (80) auf Ob-
jekttrégern - mit der im Durchflusszytometer gemessenen vergleichen.

Die im Mikroskop gefundene Phagozytose bel gesunden Kontrollen zeigt im Median annég
hernd gleich hole Phagozytoseraten wie die Messung der Phagozytoserate im Durchflusszy-
tometer. Die Hintergrundphagozytose bei gesunden Kontroll personen ohne Inkubation mit
ATG betragt auf den Boden der Zell kulturplatte 7 %, die mit ATG 13 % (Abbildung 34, Seite
53). Der Effekt von ATG bewirkt somit nahezu eine Verdoppelung der Phagozytoserate.
Dennach lief3 sich kein signifikanter Unterschied im Wil coxon-Test nadhweisen. Die Spann-
weiten und Perzentilen beider Untergruppen (Kontrollen mit und ohre ATG) sind eindeutig
groRer als im zytometrischen Test (vgl. Abbildung 24, Seite 47). Im Streudiagramm
(Abbildung 35, Seite 54) wird des besonders deutlich: Trotz einer scheinbar positiven Korre-
lation ergibt sich durch mehrere Ausreif3er hier nur ein Korrelationskoeffizient vonr = 0,4
und keine Signifikanz. Bei HIV-pasitiven Patienten lief3 sich ebenfall s kein signifikanter Un-
terschied der Phagozytoserate im Vergleich zu gesunden Kontrollen zeigen. Obwohl die
Spannweite grof¥er ist, liegen de medianen Phagozytoseraten beide unter 10 % (Abhbildung
36, Seite 54).

Der direkte Vergleich der im Durchflusszytometer undim Mikroskop ermittelten Phagozyto-
seraten bel HIV-pasitiven Patienten zeigt den schon hkeschriebenen unterschiedli chen Phago-
zytosegrad vonCD4+ und CD8+ Zellen sowie @nen signifikanten Unterschied zwischen mik-
roskopisch ermittelter Phagozytose von Lymphazyten undzytometrisch gemessener Phagozy-
tose der beiden T-Zell-Subpopuationen (Abbildung 37, Seite 55). Die mikroskopisch und
durchflusszzytometrisch gefundenen Phagozytoseraten korrelieren signifikant miteinander
(Abbildung 38, Seite 56). Daher wird in deser Untersuchung von einer prinzipiell gegebenen
Vergleichbarkeit der Messungen ausgegangen, obwohl die mikroskopische Auszéhlung ncht
die signifikant erhohte Phagozytoserate von Lymphazyten bei HIV-Infizierten belegte, die
sich im zytometrischen Test zeigte.

Bei der Interpretation der obigen Ergebnisse und dem Vergleich mit den Zahlen von M. C.

Mller (80) sollten folgende Punkte Berticksichtigung finden:

e« M. C. Mller préparierte die mononuke&en Zellen duch Lyse von Vollblut mit Ammo-
niumchlorid-Lyselésung. In der vorliegenden Untersuchung wurden de Zellen duch
Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll separiert.

e Die Inkubationsmethoden waren grundegend verschieden. M. C. Mller inkuberte auf
Objekttragern aus Glas in Plasma und RPMI 1640-Medium fur 20 Stunden, in der hier
vorliegenden Disertation wurde auf rauheren Plastikboden in mit PBS verdiinrtem auto-
logen Plasma fir 8 Stunden inkuhert. Die Differenzierung vonMonazyten zu Makrophe-
gen ist stark vonderen Adhdrenz zum Oberflachenmaterial abhéngig.

e M. C. Mlller analysierte alle auf seinen Objekttrégern varhandenen Zellen. Die in deser
Untersuchung ausgewerteten Boden der Zellkulturplatten enthielten nur noch degenigen
Zéllen, die sich durch vorsichtiges Abspilen und Entnehmen zur Analyse im Zytometer
nicht vom Kunststoff der Bdden l6sen lief3en. Daher rihrte die um etwa den Faktor 10
niedrigere Zell zahl auf den Plattenbdden nach der Entnahme fur das Zytometer.
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M. C. Mlller stratifizierte seine Patienten in schwadh undstark 1gG-beladen. Er konrnte
eine signifikant erhdhte Phagozytoserate bel stark 1gG-beladenen Patienten gegentiber ge-
sunden Kontrollen nachweisen, ncht jedoch bei schwad 1gG-beladenen. Aus den urter
4.1 erwahnten Grinden wurde auf das Setzen eines lchen Trennwertes fir die Untertel-
lung in schwach urd stark 1gG-beladen in deser Untersuchung verzichtet und dsher auch
nicht nac einer derartigen Unterteilung hin analysiert.

Dass bei der Mesaung im Durchflusszytometer eventuell auch an Makrophagen adhérente
Lymphazyten beim Durchgang durch den Laserstrahl als phagozytiert mitgemessen wurden,
lasd sich aus den hier vorliegenden Daten nicht mit Sicherheit ausschlief3en. Die Auszéhlung
im Mikroskop zeigte bei wenigen Patienten solche Zell haufen aus Makrophagen und Lym-
phazyten, in denen de Lymphazyten (noch) auferhalb der Makrophagen lagen. Um eine
Mesaung dieser Doubletten im Zytometer zuverlassg zu vermeiden, hétte das extrazell ulare
Fluoreszenzsignal adhdrenter Lymphazyten duch eine sogenannte Quenching-Substanz un-
terdriickt werden missen. Es wird jedoch nicht von einem wesentlich de Mesaung verfal-
schenden Effekt durch solche Douletten ausgegangen, da sie im Mikroskop ncht haufig wa
ren.

Durch de parallele mikroskopische Auswertung wurde in der hier vorliegenden Dissertation
nachgewiesen, dassdie Makrophagen, die im Durchflusszytometer untersucht wurden, pha-
gozytieren konrten, dass Phagozytose tatsachlich stattfand (siehe aich Abbildung 17, Seite
37) und dbss die Mesaungen im Durchflusszytometer prinzipiell mit denen im Mikroskop
vergleichbar sind. Obwohl die Zahlen von M. C. Miller aus seiner Dissrtation richt dem
Wert nadh reprodwziert wurden, wurden seine Untersuchungen im Ergebnis bestétigt und es
wurde estmalig gezeigt, dassmehr CD4+ Zellen als CD8+ Zellen phagozytiert werden; hier-
bei sollte die Anderung des CD4/CD8-Ratios im Verlauf der Infektion mit beriicksichtigt
werden. Die unterschiedlichen Messverte bei der mikroskopischen Phagozytosemessaing der
vorliegenden Untersuchung werden daher auf die verschiedenen Prdparations- und Inkubati-
onstechniken zurtickgefuhrt.
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4.4 Apoptose von L eukozyten

Die smultan mit der Phagozytose gemessene Apoptose der Leukozyten stellt den zweiten in
dieser Disertation urtersuchten pathogenetischen Medanismus der Lymphazytendepletion
bei der HIV-Erkrankung dar. Gemessen wurde die Apoptose Uber die spezfische Anfarbung
von auf der Zelloberflache gopotischer Zellen exprimiertem Phasphatidylserin mit FITC-
markiertem Annexin-V as Liganden im Durchflusszytometer (97). Untersucht wurden CD4+
und CD8+ Lymphazyten sowie Monazyten/Makrophagen undNK-Zellen. Da die Messungen
von Apoptose und Phagozytose bel Zellen aus der gleichen Ausbuchtung der Zell kulturplatte
stammten, konrten beide Parameter miteinander in Beziehung gesetzt werden.

Bei der Validierung der Methode zeigte sich keine signifikante Erhohung der Apoptose bel
gesunden Kontroll personen duch Inkubation mit ATG (Abbildung 39, Seite 58). Die media-
nen Apoposeraten waren anndhernd gleich (knapp urter 5 %), die mit ATG inkuberten Zel-
len besal3en jedoch die grofere Spannweite. Das Streudiagramm der Apoptose nadh Inkulbeti-
onmit und ohre ATG bei gesunden Kontrollen (Abbildung 40, Seite 59) zeigt einen positiven
linearen Zusammenhang, eine signifikante Korrelation ist nicht nachzuweisen. Die Zahl der
untersuchten Kontroll personen war mit n = 8 relativ gering, der Ausreif3er fallt damit stark ins
Gewicht. Ohne den Ausreif3er kann voneiner Korrelation ausgegangen werden, wie die enge-
fugte Korrelationsgerade in Abbildung 40 (Seite 59) zeigt. Die Apoptose von CD8+ Zellen
gesunder Kontrollen zeigte &nliche Werte wie die der CD4+ Zellen gesunder Kontrollen
(nicht dargestellt). Die beiden Abbildungen lassen den Schlusszu, dassATG nicht as Apop-
toseinduktor wirksam ist, und, d die Verwendurg von ATG as Modell fur die Opsonierung
mit Autoantikérpern gilt, auch die Immunglobuinbeladung - dem Modell nad - nicht in ver-
mehrter Apoptose resultiert. M. C. Mller (80) fand in seiner Dissertation eine signifikant
erhohte Apoposerate durch Inkubation mit ATG bei gesunden Kontrollen und schloss auf
eine vermehrte Phagozytose der apoptotischen Zellen. Dies lasg sich duch die soeben darge-
stellten Befunde nicht sicher stitzen.

Die T-Helferzellen der HIV-pasitiven Patienten zeigen eine signifikante Erhdhungihrer me-
dianen Apoptose auf fast den dreifachen Wert (Abhildung 41, Seite 60) gegeniiber den gesun-
den Kontrollen. Zytotoxische T-Zellen von Infizierten hingegen gehen zwar mehr al's doppelt
so haufig in Apoptose Uber als die der Gesunden, diese Erhéhuryg ist jedoch statistisch nicht
signifikant (Abbildung 42, Seite 61). Dies ist gut mit einer Untersuchung von Prati et al. ver-
einbar (86). Sie untersuchten de Apoptose von Lymphazyten (nicht unterteilt in Subpopuiati-
onen) an einem grof3en Kollektiv in einer Querschnittstudie (n = 101 Patienten) und longitu-
dinal bei 18 Patienten. Sie fanden eine stadienabhéngig signifikant erhéhte Apopose von
Lymphazyten bei HIV-Patienten gegentber Gesunden. Die gesteigerte Apoptose war mit den
Zahlen vonCD4+ undCD8+ Zellen im peripheren Blut negativ korreliert.

Einen sehr auffélligen Befund zeigt der Vergleich von Apoposeraten bei Monazy-
ten/Makrophagen HIV-infizierter Personen und gesunder Kontrollen. Die basale Apoposerate
der Kontrollpersonen liegt bei ca 20 %, die der HIV-Patienten signifikant erhoht bei 60 %
(Abbildung 43, Seite 62). Zum Vergleich: Bel Lymphazyten fand sich eine Hintergrundapop-
tose von ceutlich urter 10 %. Literatur Gber die Apoptose von Monazyten bzw. Makropha-
gen, de sich zur Diskussion deses Befundes eignen wiirde, fand sich trotz ausgiebiger Litera
turrecherche nicht. Die &tuelle Forschung scheint sich mehr auf molekularbiologische Me-
chanismen der Apoptoseindultion bei Lymphazyten zu koreentrieren (siehe auch 1.2.5. Lum
et a. wiesen fir aus Monazyten entstandene Makrophagen nach, dasseine Apoptoseinduktion
Uber das TRAIL/APO 2-L-System mdglich ist (68). Dies ist jedoch nu bel Zelen HIV-
Infizierter oder bel in vitro mit dem HIV infizierten Zellen erfolgreich, bel Zelen nicht-
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infizierter Personen ist dieser Weg der Apoposeindukion versperrt. Die erhbhte Apoptose
liefRe sich damit indirekt erkléren, akzeptiert man das Vorkommen vonTNF in den urtersuch-
ten Proben (Nadhweis nicht erfolgt). Uber die erhthte Apoptose von Makrophagen liefRe sich
auch de unter 4.2 gegfundene verminderte Phagozytoserate bel erhdhter Viruslast erklaren.
Der Einflussder adhtstiindigen Inkubation tragt sicher auch mit zu einer erhdhten Sportana-
poptose bei: Die Inkubetion auf Platten mit rauer Plastikoberflade, die statt der Stimulierung
mit 16slichen Pyrogenen eine Differenzierung in Makrophagen bewirken soll, kann alein
schonzum Absterben der Zell en beitragen (siehe auch 3.3.9.

Im Gegensatz zu CD4-tragenden Zielzellen der HIV-Infektion wie Lymphozyten oder Mono-
zyten scheinen NK-Zéll en infizierter Personen nicht haufiger in Apoptose tiberzugehen als die
der gesunden Kontroll personen, obwohl sich auch hier eine grof3ere Spannweite der Apopto-
serate bei den Zellen HIV-Infizierter zeigt (Abbildung 44, Seite 63). Uber die Apoptose von
NK-Zellen fand sich keine Literatur, esist jedoch bekannt, dassdie lytische Aktivitét der NK-
Zellen bei hoher Virudast abnimmt (100). Unterschiede in der antikorpervermittelten zellula
ren Zytotoxizitét fanden sich dat nicht, ein Funktionsverlust wahrend der HIV-Infektion gilt
aber als scher.

Der zusammenfasseende Vergleich der Apoptoseraten der untersuchten Popuationen in
Abbildung 45 (Seite 64) zeigt bis auf die Apoposeraten vonCD4+ und CD8+ Zellen signifi-
kante Unterschiede bei den Subpopuationen. Fur die ehthte Apoptose von Lymphazyten
werden sowohl das Fas/FasL-System als auch das TRAIL/APO 2-L-System (93, 50, 57 ver-
antwortlich gemadt, deren Rezeptoren auf Oberflachen von Lymphozyten hach reguliert
werden. Sloand et al. fanden eine ehéhte Expression des Fas-Rezeptors auf CD4+ und CD8+
Zellen HIV-Infizierter und stellten fest, dass CD4+ Zellen mehr Fas-vermittelte Apoptose
zeigten. Das Plasma der Patienten besal3 zudem deutlich erhohte FasL-Spiegel (50). Diese
Befunde lassen sich gut mit den in der vorliegenden Dissertation ermittelten Apoposeraten
bei Lymphazyten in Einklang bringen.

Neben infizierten Zellen sind es auch nicht-infizierte Zellen (sowohl Lymphazyten als auch
Monazyten), die @nen apoptotischen Zelltod sterben kénren (68). Nur wenige der im peri-
pheren Blut vorhandenen CD4+ Zellen sind wirklich infiziert, viele sterben einen durch frem-
de Zellen (CD8+ T-Zellen oder Makrophagen) ausgeldsten Tod in der Apoptose. Erst Unter-
suchungen, de mittels aufwandiger mathematischer Verfahren de Kinetik der T-Zell-
Homdaostase verstandli ch gemacht haben, zeigten de ehthten Raten der Proliferation und as
Zelltodes der Lymphazyten (76). Dadurch wird deutlich, dassdie Medianismen, de fir den
Abfal der Lymphazytenzahlen verantwortlich sind - gleich welcher Genese - Uber den CD4-
Tropismus des HIV hinausgehen misen. Die Lymphazytensubpopuiationen sollten daher
auch in weitergehenden Untersuchungen zur Immunpathogenese bzw. der CD4-Depletion
immer getrennt voneinander analysiert werden.

Eine Untersuchung von Acdtuno et a. wies eine Apoposeinduktiion durch zirkulierende,
frele Immunkamplexe bei aktivierten Lymphazyten HIV-Infizierter nach (1). Eine Asziati-
on zwischen Immunglobuli nbeladung und Apoptose wird durch dein deser Dissrtation va-
liegenden Daten nicht belegt.
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45 Vergleich von Apoptose und Phagozytose bel
Lymphozyten

Eines der in der Fragestellung formulierten Ziele dieser Dissertation war es, dem in wesentli-
chen Zigen akzeptierten Modell der Apoptose ds pathogenetischem Mechanismus der CD4-
Depletion de Phagozytose von Lymphazyten as neuen, kaum untersuchten Faktor gegen-
Uberzustellen.

Den drekten Vergleich vonPhagozytose und Apoptose bei HIV-pasitiven Patienten zeigt die
Abbildung 46 bzw. die Abbildung 47 (Seite 65). Hier wurden in Streudiagrammen die Phago-
zytose- und Apoptoseraten von CD4+ und CD8+ Zellen gegenlibergestellt. Fur beide unter-
suchte Popuationen ergaben sich keine signifikanten Korrelationen zwischen Apopose und
Phagozytose. Daher wird in deser Dissertation von zwei unabhdngigen pathogenetischen Me-
chanismen der Lymphazytendepletion ausgegangen. Die Untersuchung von M. C. Miiller (80)
gelangte zum gleichen Ergebnis. Auch dat lief3en sich keine Korrelationen zwischen Phago-
zytose und Apoptose ermitteln.

Das Auftreten von Phosphatidylserin auf der Oberflédhe der apoptotischen Zellen stellt einen
Phagozytosereiz fir Makrophagen dar. Bedingt durch de subogimale Umgebung fir diese
Zellen in der Plastikausbuchtung der Zellkulturplatte kbénrte die Phagozytosesktivitat gemin-
dert sein undso de Kausakette Apoptose => Phosphatidylserinexpresson => Phagozytose
nicht in der theoretisch zu erwartenden Intensitéat und Effektivitdt ablaufen. Ebenso kénrten
zirkuli erende Immunkamplexe durch ihre Anheftung an Zell oberflachen de durch Phasphati-
dylserin vermittelte Apoptose hemmen. Die Inkubation tber acht Stunden und de darauf fol-
gende Analyse wurden zwar experimentell als guter Kompromissermittelt, bieten jedoch nur
Einblick in ein relativ kleines Zeitfenster ex vivo. Die Zahl toter Zellen in der Mesaung der
Apoptose bei Inkubationszeiten von ceutlich mehr as 12 Stunden nahm Uberpropationa zu,
die basale Phagozytose der Kontrollen stieg ebenfalls deutlich an (die Daten sind urter Er-
gebnisse nicht dargestellt). Daraus resultierte die aditstiindge Inkubetion. Ein Verlaufsunter-
suchung ar Apoptose von Lymphazyten tber mehr as 24 Stunden wére sich moglich, eine
Parallelmesaung cer Phagozytose mit dem vorliegenden Assay ist aus den genannten Griinden
jedoch nicht praktikabel.

Obwohl apopotische Zellen von Makrophagen durch Phagozytose beseitigt werden (65),
scheint die Schlusgolgerung nicht zu gelten, dassdie Durchflusszytometer gemessne Phago-
zytose lediglich das Epiphdnomen einer abgelaufenen Apopose war.

Die Autoantikorper- bzw. Komplementbeladung, die ds garker Phagozytoseinduktor bei der
Lymphazytendepletion gesehen werden konren, haben ein autoimmunes Pendant im LE-
Phanomen des SLE mit der Phagozytose von autoantikdrperbeladenen Zellen (10, 103 und in
der HIV-Thrombopenie (11). Das LE-Phanomen tritt bel Patienten auf, die hohe Titer anti-
nukle&er Antikorper im Blut besitzen, de mit diesen antinukledren Antikorpern beladenen
Zellkerne werden in toto von neutrophlen Granulozyten undMakrophagen phegozytiert (Bil-
durg von LE-Zéllen). Ferner wurde bei diesen Patienten mit systemischem Lupus erythema
todes eine Korrelation zwischen antilymphazytaren Antikorpern urd einer Lymphagpenie ge-
funden (103). Die HIV-Thrombopenie scheint, zumindest zum Tell, ebenfall s durch Autoanti-
korper vermittelt zu sein (11). Diese Phdnomene zeigen, dasseine aitoimmune Komporente
bei den genannten Erkrankungen an der Pathogenese beteiligt ist und dass unterschiedlich
grofe Zellen und Zellbestandteile phagozytiert werden konren (ganze Zellen, Zellkerne,
Thrombozyten).
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4.6 Schlusdolgerung

Die Mecdhanismen des Abfalles der T-Lymphazytenzahl bei der HIV-Infektion sind Gegens-
tand intensiver Forschungsanstrengungen undwerden kortrovers diskutiert. In deser Disser-
tation wurden zwei pathogenetische Faktoren der Lymphazytendepletion miteinander vergli-
chen: Phagozytose und Apoptose.

Zur Ermittlung der Phagozytose von Lymphazyten durch autologe Makrophagen wurde ein
neuer in-vitro-Test entwickelt, der erstmalig die Mesaung golder Zellzahlen getrennt nach
Lymphazytensubpopuationen im Durchflusszytometer ermoglichte. Dieser Test erwies sch
in der durch diese Dissertation duchgefihrten Evaluation al's zuverl&ssg, aber praparativ und
zeitli ch recht aufwandig.

Die Ergebnisse dieser Dissertation bestétigen den Abfall der Helferzellzahl und den Anstieg
der Autoantikorperbeladung im Verlauf der Infektion, wie & schon mehrfach puliziert wur-
de. In deser Autoantikdrperbeladung und dem damit verbundenen Phagozytosereiz fir
Makrophagen wird der Grund fur die nachgewiesene signifikant erhéhte Phagozytose von
Lymphazyten bel HIV-Infizierten gesehen. Hohe Viruslasten scheinen zudem mit einem
Funktionsdefekt der Makrophagen einher zu gehen, der sich in verminderter Phagozytose-
leistung aulert (siehe Seite 52).

Die erhbhte Apoptose betrifft vor allem CD4+ Zellen undMonazyten/Makrophagen der HIV -
infizierten Patienten. Die Untersuchung zeigte erstmalig eine stark erhdhte Apoptoserate der
Monazyten/M akrophagenpopuation, de nicht allein duch de Bedingungen bel der Inkubati-
on undPrparation erklart werden kann. VVon anderen Autoren pubdizierte Ergebnisse zur A-
popose von Lymphazyten konrten im Wesentli chen bestétigt werden.

Durch de fehlende Korrelation bei der vergleichenden Anayse von Phagozytose und Apop-
tose (Abbildung 46 und Abbildung 47, Seite 65) wird hier die These vertreten, dasses sch
um zwei voneinander unabhéngige Medanismen handelt, die beide aim Verlust von Lym-
phazyten bel der HIV-Infektion beitragen.

Die Ergebniss der diff erenzierte Analyse der Subpopuationen der Lymphozyten, sowohl bei
der Phagozytose- als auch bel der Apoptosemessung, lasen sich gut in den momentanen
Stand der Forschung einordnen. Es bleibt aber festzustellen, dassbel vielen molekul argeneti-
schen Untersuchungen zur Apoposeindukion bei der HIV-Infektion der Bezug zur Klinik
nicht ausreichend hergestellt, sondern nu auf molekularbiologischer Ebene agumentiert
wird. Es wurde versucht, die beiden urtersuchten Phanomene miteinander in Bezug zu setzen
und in den Verlauf der Erkrankung zu integrieren. Die Grenzen, de eine derartige Quer-
schnittsuntersuchungmit n = 49 (Phagozytosemesaung) und n= 20 Patienten (Apoposemes-
sung) besitzt, sind dabel eng gesetzt.

Longitudinale Untersuchungen sollten die Veranderung der gemessenen Parameter im indivi-
duellen Verlauf der jeweili gen Patienten besser darstellen kénren. Eine leichtere Extrapolati-
onauf die CDC-Stadien der HIV-Infektion undauf die Einteilung in typical progressors, rapid
progresors, longterm survivors und long-term nonpogressors (82), somit Aussagen Ulber
den prognastischen Wert von Apopose- und Phagozytosemesaung, lassen eine Fortflihrung
der Untersuchungen Ulber einen mittelfristigen Zeitraum (24-48 Monate) lohnenswert erschei-
nen.
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5 ZUSAMM ENFAS3UNG

Die Medhanismen des Verlustes von T-Lymphazyten im Verlauf der HIV-Infektion sind rnicht
abschliefiend geklart und Gegenstand kortroverser Diskusson. Der Abfall der Zahl von T-
Helferzellen im peripheren Blut korreliert mit erhohter Autoantikorper- bzw. Immunkom-
plexbeladung (1gG, 1gM, gpl12Q Komplementfaktoren) und gesteigerter Apoposerate. Die
Elimination immunkomplexbeladener Lymphazyten aus dem Kreislauf durch Makrophagen,
die die opsonierten Lymphazyten phegozytieren, wurde durch M. C. Mller erstmalig im Jah-
re 1999in seiner Dissertation im Lichtmikroskop rachgewiesen. In der hier vorliegenden
Querschnittstudie wurden Phagozytose und Apoptose von Lymphazyten vergleichend duch
Messung im Durchflusszytometer untersucht und mit Verlaufsparametern der HIV-Infektion
in Bezug gesetzt, um die Rolle von Apoptose und Phagozytose in der Pathogenese der HIV-
Erkrankung zu ermitteln.

Im peripheren Blut von HIV-Infizierten wurden CD4-Zell zahl und Antikdrperbel adung durch-
fluszytometrisch, die Viruslast mittels bDNA-Test quantitativ ermittelt. Zur Mesaung der
Phagozytose von Lymphozyten duch autologe Makrophagen wurde @n neuer in-vitro-Test
fUr das Durchflusszytometer mit intrazelluldrer Anférbung von Lymphazytenmarkern entwi-
ckelt. Als Positivkontrolle und Modell zur Opsoninbeladung dr Lymphazyten diente die In-
kubation mit Antithymozytenglobuin (ATG). Die Phagozytose wurde zusétzlich nach licht-
mikroskopisch gemessen. Die Mesaung der Apoptose afolgte durch Anfarbung von Phospha-
tidylserin auf der Membranaul3enseite gopotischer Zellen mit Annexin-V-FITC, Gegenféar-
burg toter Zellen mit 7-Aminoadinomycin D und Analyse im Durchflusszytometer.

Untersucht wurden insgesamt 49 HIV-pasitive Patienten aler CDC-Stadien und 11gesunde
Kontroll personen. Es zeigten sich ein deutlicher Verlust von CD4+ Zellen undeine signifi-
kante Erhdhung der 1gG-Beladung von T-Helferzellen bei HIV-positiven Patienten im Ver-
lauf der Infektion gegeniiber gesunden Kontroll personen. Die durchflusszytometrisch gemes-
sene Phagozytoserate von CD4+ und CD8+ Zellen war bei Infizierten gegeniiber Kontrollen
signifikant erhdht, wobei signifikant mehr CD4+ ds CD8+ Zellen bel HIV-Patienten phego-
zytiert wurden. HIV-pasitive Patienten mit hoher Viruslast phagozytierten signifikant weniger
CD4+ und CD8+ Zéllen as Patienten mit geringer Viramie. Bel der Mesaung der Apopose
(n = 20 Patienten und n= 8 Kontrollen) stellte sich eine signifikant erhthte Apoptoserate von
CD4+ Zellen und vonaus Monazyten abgeleiteten Makrophagen bei HIV-Positiven heraus.
Fur CD8+ Zellen undNK-Zellen ergab sich kein signifikanter Unterschied. Die Apoptosera-
ten vonCD4+ und CD8+ Zell en korrelierten nicht mit den Phagozytoseraten.

T-Zéell-spezifische Immunkomplexe auf Lymphazyten stellen einen haufigen Befund kel HIV-
Infizierten dar. Die Phagozytose von derart opsonierten T-Lymphazyten duch autologe
Makrophagen wurde in deser Querschnittstudie estmalig im Durchflusszytometer nachge-
wiesen und gantifiziert. Die Ermittlung von Apoptoseraten bestétigte von anderen Autoren
pulizierte Ergebnisse. Aufgrund der hier gezeigten Befunde kann von Phagozytose und A-
poptose ds zwei getrennten pathogenetischen Medhanismen zur Lymphozytendepletion bei
der HIV-Erkrankung ausgegangen werden. Sowohl in der Phagozytosemessung als auch in
der Untersuchung der Apoptose stellen sich die jeweiligen Zellpopuationen sehr diff erent
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dar, so dass weitergehende longitudinale Studien nicht nur den Verlust von T-Helferzellen
zum Gegenstand haben, sondern var alem CD8+ Zellen undMonazyten miterfassen sollten.
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