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1 Einleitung 
 

1.1 Das erworbene Immundefektsyndrom (AIDS) 
 

Im Jahr 1981 gab es in den USA erste Berichte über schwere Immunschwächen bei 

homosexuellen Männern (Gottlieb MS et al., 1981; Masur et al., 1981; Siegal et al., 

1981). Auch Patienten, die Bluttransfusionen erhielten, waren von diesem 

Krankheitsbild betroffen. Bei diesen Personen wurden gehäuft Krankheiten wie zum 

Beispiel Kaposi-Sarkome und Pneumonien mit Pneumocystis carinii (PcP) 

diagnostiziert. Die späte Phase der Erkrankung war zusätzlich durch eine 

Gewichtsabnahme gekennzeichnet und wurde als erworbenes Immundefekt-

Syndrom bezeichnet (AIDS). In den vergangenen 20 Jahren breitete sich die 

Erkrankung weltweit aus. 

Nach Berichten der Vereinten Nationen (UN) waren 2006 weltweit rund 39.000.000 

Menschen mit dem Humanen-Immundefizienz-Virus, HIV, dem Erreger der 

Erkrankung infiziert. Im Jahre 2006 gab es rund 4.300.000 Neuinfektionen, 2.900.000 

Menschen verstarben an den Folgen von AIDS. Seit Ausbruch der Epidemie wurde 

der Tod von rund 25.000.000 Menschen mit AIDS in Verbindung gebracht 

(UNAIDS/WHO, 2006). 

 

 

Abb.1. 1 Die weltweite Prävalenz von HIV 

Im Jahr 2006 waren etwa 39.000.000 Menschen mit HIV infiziert (UNAIDS/WHO, 2006). 
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1.2 Das Humane-Immundefizienz-Virus (HIV) 
 

HIV gehört zu einer Gruppe von komplexen Retroviren, die zur Gattung der 

Lentiviridae zusammengefasst werden (Murphy, 1990). Die unterschiedlichen Isolate 

dieses Virus werden als HIV-1 bezeichnet. Ein weiteres HIV wurde im Jahr 1986 

isoliert. Die Sequenz dieses Virus unterschied sich deutlich von der von HIV-1. Daher 

wird es als HIV-2 bezeichnet (Clavel et al., 1986). Die beiden Virustypen 

differenzieren sich in ihrer geographischen Prävalenz. Infektionen mit HIV-2 sind 

überwiegend in westafrikanischen Ländern anzutreffen (Smith et al., 2008), HIV-1 

kommt hingegen weltweit vor (Levrero et al., 1990). Auch in ihrer Virulenz bestehen 

Unterschiede. Nach HIV-2-Infektionen tritt die Erkrankung später auf als bei HIV-I-

Infektionen (Marlink et al., 1994). 

Trotz Immundefizienz ist das Fortschreiten der HIV-Erkrankung paradoxerweise 

durch eine zunehmende Immunaktivierung gekennzeichnet (Shearer, 1998). Die 

Aktivierung bestimmter Immunzellen ist zwar zur effektiven Bekämpfung pathogener 

Erreger essenziell, erlaubt jedoch dem HIV eine bessere Vermehrung (Tsoukas and 

Bernard, 1994). 

Als Bestandteil des unspezifischen Immunsystems spielen natürliche Killer-Zellen in 

den ersten Tagen nach HIV-Infektion eine entscheidende Rolle bei der Abtötung 

Virus-infizierter Zellen und der Aktivierung des adaptiven Immunsystems durch 

Sekretion von Zytokinen, wie Interferon  (Meier et al., 2005). 

Die symptomatische Phase der HIV-Infektion wird ausgelöst durch schwere Defekte 

der adaptiven, zellvermittelten Immunantwort, wie eine allgemeine Dysregulation und 

chronische Überaktivierung des Immunsystems (Kuwata et al., 2009). Dadurch 

werden immunologische Zellen, wie zum Bespiel CD4- und CD8-positive T-Zellen, B-

Zellen, Makrophagen und natürliche Killer-Zellen geschädigt (Kosub et al., 2008). Es 

treten vermehrt Karzinome auf, wie der Gebärmutterhalskrebs der Frau oder das 

Kaposi-Sarkom, aber auch Lymphome wie das Hodgkin- und Non-Hodgkin-

Lymphom. Charakteristisch für das Krankheitsbild ist zudem die erhöhte Anfälligkeit 

für Infektionen mit opportunistischen Erregern (Atemwege, Verdauungstrakt). Die 

Infektion des ZNS führt von motorischen und kognitiven Ausfällen bis hin zur HIV-

assoziierten Demenz (HAD) (Ghafouri et al., 2006; Kaul et al., 2001).  

Das adaptive Immunsystem bekämpft Virusinfektionen (Meier et al., 2005) mit B- 

sowie T-Zell-vermittelten Antworten, die auch bei der Kontrolle von HIV eine wichtige 

Rolle spielen (Johnson and Desrosiers, 2002). Nach einer HIV-Infektion kommt es zu 
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charakteristischen Veränderungen in der Zusammensetzung des T-Zell-

Kompartiments im Blut (Clark et al., 1999). Die Konzentration CD4-positiver Zellen 

sinkt stetig (Crowe et al., 1991), die der CD8-positiven nimmt bis kurz vor Ausbruch 

von AIDS zu (Imami and Gotch, 2002), aber im Endstadium der Erkrankung ab 

(Margolick and Donnenberg, 1997). Die Aktivität von -T-Zell-Rezeptor (TCR)-

positiven T-Zellen kann AIDS verzögern (Milush et al., 2007). Ihre genaue Funktion 

hierbei ist bisher nicht bekannt. Durch eine HIV-Infektion wird die Funktion der -

TCR-positiven T-Zellen beeinträchtigt (Kosub et al., 2008/b). So ist die Elimination 

von HIV-infizierten Zellen durch -T-Zellen deutlich eingeschränkt (Kosub et al., 

2008/a). 

 

1.3 Infektionsverlauf 
 

Drei bis sechs Wochen nach HIV-Infektion, der so genannten akuten Phase, klagen 

Patienten häufig über grippeähnliche Symptome, welche die HIV-Infektion 

verschleiern können. Zu diesem Zeitpunkt ist die Virusreplikationsrate im Blut der 

Betroffenen signifikant erhöht. Im weiteren Verlauf fällt sie auf relativ konstante Werte 

ab. Dieser Wendepunkt wird als „viraler Setpoint“ bezeichnet. Von der Höhe der 

Viruslast zu diesem Zeitpunkt, hängt nicht nur die Infektivität des Infizierten, sondern 

auch die Dauer seines Überlebens ab (Mellors et al., 1997). Der virale Setpoint 

korreliert auch zum Verlust der CD4-positiven Lymphozyten, die in der akuten Phase 

der HIV-Infektion vermindert sind. Neben dem Defizit an CD4-positiven T-Zellen ist 

auch die HIV-spezifische T-Zellfunktion eingeschränkt (Altfeld et al., 2001; 

Rosenberg et al., 1997). In der anschließenden Latenzphase der HIV-Infektion 

vermindert sich die Zahl der CD4-positiven T-Lymphozyten langsamer. Die 

Rekrutierung HIV-spezifischer CD8-positiver T-Zellen reduziert die Viruslast. In der 

Endphase mit ausgeprägtem AIDS steigt die Viruslast als Folge der weiteren 

Verminderung CD4-positiver Lymphozyten erneut an.  

 

1.4 Das Affen-Immundefizienz-Virus (SIV) 
 

Das Affen-Immundefizienzvirus (Simian-Immundefizienz-Virus, SIV) gehört wie HIV-1 

und HIV-2 zur Familie der Retroviren. Die wichtigste biologische Besonderheit von 

Retroviren ist das Replikationsenzym Reverse Transkriptase (RT) (Temin and 
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Mizutani, 1970). Die Reverse Transkriptase ermöglicht das Umschreiben des RNA-

Virusgenoms in DNA, so dass diese in das Wirtsgenom integriert werden kann. SIV 

ist wie HIV aufgrund seiner Genomstruktur und Morphologie ein Lentivirus (Daniel et 

al., 1985; Gelderblom, 1991; Letvin et al., 1985). Lentiviren unterscheiden sich durch 

bestimmte Eigenschaften von anderen Viren (Joag et al., 1997); es sind komplexe 

Retroviren, die die Regulation ihrer eigenen Gene steuern. Darüber hinaus sind sie 

genetisch außerordentlich variabel (Haase, 1986). Der langsame Krankheitsverlauf 

dieser Virusklasse hat ihnen ihren Namen gegeben (lat. lentus = langsam). SIV und 

HIV-2 sind sich in ihrem genomischen Aufbau sehr ähnlich, gegenüber HIV-1 

bestehen größere Unterschiede.  

 

1.4.1 Die Morphologie des SIV  
 

SIV hat einen Durchmesser von etwa 100nm. Die äußere Hülle des Partikels ist eine 

Lipid-Doppelmembran, in die sowohl zelluläre wie auch virale Proteine eingelagert 

sind (Gelderblom et al., 1987). Sie enthält 72 virale Glycoproteinkomplexe. Diese 

Komplexe bestehen aus zwei Proteinen, dem externen gp120 und dem 

membranständigen gp41. Beide sind kovalent verbunden und lagern sich zu 

Trimeren zusammen. Das Protein gp120 bindet an den CD4-Rezeptor, vorrangig 

exprimiert auf T-Zell-Subpopulationen. An der inneren Lipidschicht der 

Virusmembran ist gp17 (Matrixprotein) verankert. Dieses Protein ist für die Diagnostik 

von großer Bedeutung. 

Während der Knospung des Virus aus der virusproduzierenden Zelle gelangen 

zusätzlich Proteine der Wirtszelle, wie MHC I und II, -2-Mikroglobulin, Aktin und 

Ubiquitin auf die Virushülle (Gelderblom et al., 1987). Die Hülle des 

Virusinnenkörpers, das Kapsid, besteht aus p24-Proteinen. Der Nachweis dieser 

Proteine, wie auch der Matrixproteine, wird diagnostisch genutzt. 

Das SIV-Genom besteht aus zwei einzelsträngigen RNA-Molekülen.  

Im Kapsid befinden sich drei wichtige Enzyme für die Virusvermehrung; die Reverse 

Transkriptase, die RNaseH und die Integrase. Das Partikel enthält zusätzlich die 

virale Protease, die für die Reifung des Viruspartikels wichtig ist.  

Neben den Strukturproteinen werden zusätzlich regulatorische und akzessorische 

Proteine, wie Tat, Nef, Vpr und Vif in das Viruspartikel eingebaut (Cohen et al., 1990; 

Liu et al., 1995). 
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Abb.1. 2 Schematischer Aufbau von SIV (Norley, Robert Koch Institut). 

Das Viruspartikel ist von einer Doppellipidschicht umgeben, auf der sich die Proteinkomplexe gp41 

und gp120 befinden. Der Kern des Virus wird aus einer Aneinanderreihung von p24-und p27 

Proteinen bebildet. Im Kern enthalten sind verschiedene Strukturproteine, sowie das diploide RNA-

Genom. An diesem sind durch molekulare Wechselwirkungen verschiedene Enzyme angelagert. Das 

Enzym Protease ist im gesamten Virus zu finden (Gelderblom, 1991). 

 

1.4.2 Prävalenz von SIV 

 

Bis heute konnte in rund 40 afrikanischen Primatenspezies eine Infektion mit SIV-

Lentiviren nachgewiesen werden (VandeWoude and Apetrei, 2006). Bei den 

natürlichen SIV-Wirten wurde trotz hoher Viruslasten im peripheren Blut keine 

Krankheitssymptomatik beobachtet (Hahn et al., 2000; Santiago et al., 2002). 

Obgleich 50% der afrikanischen Grünen Meerkatzen (Chlorocebus sabaeus) mit SIV 

infiziert sind, sind diese Tiere asymptomatische Träger dieser Lentiviren (Muller et 

al., 1993). Afrikanische Affen scheinen durch eine permanente Koexistenz einen 

Weg gefunden zu haben, mit dem Virus zu leben. Man geht davon aus, dass sich 
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während einer langen Zeit der Koevolution ein für beide Seiten apathogener 

Krankheitsverlauf entwickelt hat (Muller and Barre-Sinoussi, 2003). 

Eine AIDS-ähnliche Symptomatik konnte in Affen beobachtet werden, die nicht 

natürlich mit SIV infiziert waren (Ling et al., 2004). In Primatenzentren gehaltene 

Rhesusaffen (Macaca mulatta), eine asiatische Affenart aus der Gruppe der 

Meerkatzenverwandten, zeigten erstmals ein pathogenes AIDS-ähnliches 

Krankheitsbild (Wertheim and Worobey, 2009). Wahrscheinlich steckten sich die 

Tiere durch Bissverletzungen bei afrikanischen Affen an, die ebenfalls in 

Gefangenschaft lebten. 

Erste Tierversuche zur Erforschung von AIDS wurden mit Rhesusaffen durchgeführt. 

Das zur Infektion verwendete SIV-Isolat wurde als SIVmac (engl. simian 

immunodeficiency virus of macaques) bezeichnet (Coffin et al., 1986). Diese Tiere 

zeigten nach Infektion mit dem SIV AIDS-Symptome. Sie entwickelten Neoplasien, 

schwere opportunistische Infektionen, einen Verlust der CD4-positiven T-Zellen und 

eine hohe Virusbeladung im Blut (Ling et al., 2004). Die Tiere erkrankten nach einer 

Immundefizienz-Virus-Infektion schneller als Menschen. In einem Zeitraum von zwei 

Monaten bis zu zwei Jahre entwickelten sie AIDS (Letvin and King, 1990). 

 

1.5 Das SIV-Rhesusaffen-Tiermodell 
 

Die Infektion von Rhesusaffen mit SIV entspricht der HIV-Infektion des Menschen. Es 

ist das aussagekräftigste Tiermodell für AIDS. Die Viren sind nah miteinander 

verwandt, ebenso wie Mensch und Rhesusaffe (Burudi and Fox, 2001; Persidsky et 

al., 1995). Die Modell-Infektion eignet sich sehr gut, um die Immunantwort zu 

untersuchen (Choi et al., 2008). Die verkürzte Latenzzeit, die Möglichkeit Viren 

unterschiedlichen Pathogenitätspotentials zu verwenden, die Wahl der Virusdosis, 

des Infektionswegs und von Versuchstieren unterschiedlicher Empfänglichkeit, aber 

auch die Kreuzreaktivität von Antikörpern gegen menschliche Lymphozytenantigene 

sind die großen Vorteile dieses Modells.  

 

1.6 Natürliche Killer-Zellen (NK-Zellen) 
 

NK-Zellen sind Bestandteil des frühen zellulären Immunsystems und spielen in den 

ersten Tagen nach einer Virusinfektion, bevor die spezifische Immunantwort aktiviert 

wird, eine wichtige Rolle (Biron and Brossay, 2001; Biron et al., 1999). Es sind vom 
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Knochenmark stammende, große, granuläre Lymphozyten (Cooper et al., 2001). Sie 

produzieren Zytokine, die zytotoxisch für Virus-befallene und mutierte Zellen sind 

(Trinchieri, 1989). Eine vorherige Antigenerkennung ist für ihre Aktivierung nicht 

erforderlich (Biron et al., 1999). NK-Zellen wurden einst als Lymphozyten identifiziert, 

die in der Lage waren, leukämische Zellen ohne vorherige Aktivierung abzutöten 

(Kiessling et al., 1975/a; Kiessling et al., 1975/b). Der Anteil dieser Zellen an den 

Lymphozyten im peripheren Blut macht etwa 5-20% aus (Andoniou et al., 2006).  

NK-Zellen werden durch eine Balance von aktivierenden und inhibierenden Signalen 

gesteuert (Lanier, 2003). Es können drei verschiedene hemmende Rezeptoren für 

die Inaktivierung von NK-Zellen unterschieden werden. Killer cell immunoglobin-like 

receptors (KIRs), sind für die klassische MHC-I-Erkennung verantwortlich (Long, 

1999). C-type-lectin-Rezeptoren wie CD159A (NKG2A), -B, -C, -E und -F, 

interagieren mit CD94 und binden an non-classical HLA-E. Ein weiterer Rezeptor ist 

der natural cytotoxicity rezeptor (NCR) (Lakshmikanth et al., 2009). NCRs können 

Tumor-Zellen erkennen und abtöten (Lakshmikanth et al., 2009). Der NCR ist sowohl 

auf ruhenden als auch auf aktivierten NK-Zellen nachweisbar (Pereira et al., 2008). 

MHC-Moleküle sind für die Regulation von NK-Zellen besonders wichtig. MHC I 

exprimierende Tumor- oder Virus-infizierte Zellen werden von CD8-positiven T-Zellen 

(CTL) direkt abgetötet (Pereira et al., 2008). Virusinfektionen können zu einer 

Herabregulation von MHC I auf der Zelloberfläche führen, um den CTL zu entgehen 

(Andoniou et al., 2006). Die verminderte Dichte der MHC I Moleküle auf der 

Zelloberfläche führt zu einer NK-Zell-Aktivierung. Sie werden zudem besonders leicht 

aktiviert, wenn ein geeigneter Ligand für einen aktivierenden Rezeptor zur Verfügung 

steht. Dies sind Liganden, die auf Zellstress oder Virus-Infektion exprimiert werden 

und mit dem aktivierenden Rezeptor NKG2D interagieren (Gonzalez et al., 2008). 

Bindung von NKG2D an MHC-I-ähnliche Liganden löst Effektormechanismen von 

NK-Zellen aus, wie Zytotoxizität und Zytokinsekretion, die CD8-positive T-Zellen 

stimulieren (Bauer et al., 1999; Cosman et al., 2001; Groh et al., 2001). Auch Stress-

induzierte Proteine können NK-Zellen aktivieren. NK-Zellen sind für Virus-infizierte 

Zellen zytotoxisch, da sie durch Exozytose Enzyme der Familie der Serin-Proteasen 

sezernieren, hierzu zählen die Perforine und Granzyme. Durch Bildung von 

Wässerkanälen in der Doppellipidschicht der Zielzellen führen Perforine zur 

Zerstörung der Zellmembran. Granzyme, insbesondere des Typ A, führen zur 

Caspase-unabhängigen Apoptose. Granzyme vom Typ B aktivieren sowohl die 
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Caspase-abhängige als auch Caspase-unabhängige Apoptose (Andoniou et al., 

2006). NK Zellen sind außerdem eine reiche Quelle von Interferon (IFN)  und 

Chemokinen mit antiviralen Eigenschaften, z.B. gegen HIV (Fehniger et al., 1998). 

NK-Zellen wurden anfänglich als reine Killerzellen wahrgenommen, später erst wurde 

ihr Einfluss auf die erworbene Immunantwort bekannt (Weber et al., 2000). Bei dieser 

Aktivierung scheinen hemmende oder aktivierende Zytokine oder Chemokine eine 

Hauptrolle einzunehmen (Raulet, 2004). Sie können zum Beispiel die Hämatopoese 

beeinflussen (Raulet, 2004), die einen direkten Einfluss auf die Entwicklung von 

Zellen des adaptiven Immunsystems ausübt. 

NK-Zellen spielen zudem bei der Immunantwort gegen HIV und SIV eine wichtige 

Rolle (Alter and Altfeld, 2009). Das Nef-Protein in Virus-infizierten Zellen führt zu 

einer beschleunigten Endozytose bzw. Retention von MHC I im Golgi Apparat. Die 

verringerte Dichte von MHC I auf der Zelloberfläche (Schwartz et al., 1996), als 

Bindungspartner des spezifischen inhibitorischen KIR (Moretta, et al., 2002/a; 

Moretta, et al., 2002/b), erleichtert eine Aktivierung der NK-Zelle (Andoniou et al., 

2006). 

HIV-1-infizierte Zellen können die Funktion von NK-Zellen einschränken (Mavilio et 

al., 2005; Quaranta et al., 2007). 

 

A) 
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B) 

 

Abb.1. 3 Aktivierungsmechanismen von NK-Zellen. 

A) Sowohl an den hemmenden als auch an den aktivierenden Rezeptoren kommt es zu einer Bindung 

an MHC I oder an einen anderen Liganden. Die Aktivität der hemmenden und aktivierenden 

Rezeptoren steht im Gleichgewicht. Es resultiert keine Aktivierung der NK-Zelle. 

B) Am hemmenden Rezeptor steht kein MHC I zur Verfügung. Der aktivierende Rezeptor bindet an 

einen Liganden. Das Gleichgewicht verschiebt sich zugunsten einer NK-Zellaktivierung. Es folgt die 

Exozytose von Zytokinen und Granzymen.  



1.7 T-Lymphozyten 
 

T-Zellen sind CD3-positiv, stammen aus dem Knochenmark und reifen im Thymus. 

Dort werden die Gene für den T-Zellrezeptor (TCR) so angeordnet, dass für jeden 

Zellklon ein individueller Antigenrezeptor entsteht. Offensichtlich produziert der 

Thymus eine Reihe von hormon-ähnlichen Peptiden, die die T-Zell-Reifung 

kontrollieren (Ho et al., 1983). T-Lymphozyten unterscheiden sich in ihrem 

individuellen TCR (Whetsell et al., 1991). Diesen werden von Antigen 

präsentierenden Zellen (APCs) MHC-gebundene Antigene präsentiert. Der TCR 

besteht entweder aus den durch Disulfidbrücken verbundenen- und -Ketten oder 

- und -Ketten. Diese Ketten sind Glycoproteine der Immunglobulin-Familie 

(Thomassen et al., 2006). -T-Zellen machen etwa 95% der T-Zellen im peripheren 

Blut aus. 2/3 davon sind CD4-positive T-Helferzellen, 1/3 CD8-positive zytotoxische 

T-Zellen (Forslund et al., 1985). CD4 positive T-Helfer-Zellen, die Antigene 

präsentieren bzw. Antikörper produzieren, aktivieren Makrophagen und B-Zellen 
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mittels Zytokinen. Im Gegensatz dazu werden Zellen, die mit Viren oder Bakterien 

infiziert sind, direkt durch CD8-positive zytotoxische T-Zellen eliminiert. Diese werden 

zuvor von professionell Antigen präsentierenden Zellen aktiviert (Kroger et al., 2008). 

Zytotoxische T-Zellen eliminieren HIV-infizierte Zellen in der akuten und chronischen 

Infektionsphase (Goulder and Watkins, 2004). 

-Zellen machen etwa 2 - 15 % der zirkulierenden T-Zellen im Blut aus (Borst et al., 

1987), im Schleimhaut-assoziierten lymphoiden Gewebe sind es etwa 50% (Carding 

and Egan, 2002; Kosub et al., 2008/a), dort sind sie an der Virusabwehr beteiligt 

(Kosub et al., 2008/a). -T-Zellen können sowohl CD4- als auch CD8-negativ sein 

(Taupin et al., 1999). Sie erkennen eine Vielfalt von Antigenen, z.B. 

Hitzeschockproteine, Phospholipide und MHC I-Moleküle (Brandes et al., 2009). Die 

MHC-Präsentation ist aber nicht zwingend erforderlich (Janis et al., 1989). 

-T-Zellen können Oberflächenrezeptoren von NK-Zellen exprimieren. Dazu gehört 

der Homodimer CD94 und die mit ihm komplexierten Mitglieder der NKG2-Familie 

(Becker et al., 2000; Uhrberg et al., 1997).-T-Zellen werden für die Abwehr 

verschiedener Infektionskrankheiten gebraucht. Ihre Funktion war lange unklar 

(Hayday, 2000). Sie scheinen zudem an Autoimmunerkrankungen, Entzündungen 

(Girardi et al., 2002; Jahng et al., 2001) und Heilungsprozessen beteiligt zu sein. Die 

Gewebsheilung wird von -T-Zellen sezernierten keratinocyte growth factors (KGFs) 

unterstützt (Chen et al., 2002; Jameson et al., 2002). -T-Zellen und NK-T Zellen 

sind zudem daran beteiligt, maligne oder Virus-infizierte Zellen aufzulösen (Jameson 

et al., 2003). Zudem können -T-Zellen mit Zytokinen Th1-Zellen und Th2-Zellen 

des erworbenen Immunsystems aktivieren. Sie scheinen in einer Kooperation 

zwischen angeborener und erworbener Immunität zu vermitteln (Shen and Kaplan, 

2002), so dass eine effiziente Immunantwort möglich ist (Martini L et al., 2000).  

Sie sind somit Bestandteil des angeborenen als auch erworbenen Immunsystem 

(Legrand et al., 2009). Im Verlauf einer HIV-Infektion verändert sich die Anzahl der 

-T-Zellen im Blut (Haas et al., 1993). Nach einer HIV-Infektion werden -T-Zellen 

aktiviert und akkumulieren am Ort der Virusreplikation (Sciammas and Bluestone, 

1999). Ihr Anteil und die absolute Zahl im peripheren Blut sind erhöht (Kozbor et al., 

1993). Möglicherweise können -T-Zellen bei den natürlichen SIV Wirten (z.B. 

Rußmangaben) die Entstehung von AIDS unterdrücken (Milush et al., 2007). Ihre 

Funktionsweise ist jedoch im Zuge der chronischen HIV/SIV-Infektion zunehmend 

beeinträchtigt, so dass die Proliferation als Antwort auf opportunistische pathogene 
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Mycobakterien erniedrigt ist (Poccia et al., 1996). In vitro Stimulationen zeigten, dass 

auch weniger IFN produziert wird (Martini F et al., 2002; Martini L et al., 2000).  

 

Abb.1. 4 Interaktion einer -TCR-positiven T-Zelle mit einer Antigen präsentierenden Zelle. 

Die Zelle verwendet ihren -T-Zellrezeptor, um Kontakt mit dem MHC-I-Komplex der 

Antigenpräsentierenden-Zelle aufzunehmen. Die T-Zelle wird auf diesem Wege aktiviert. 

 

1.8 Ziele der Arbeit 
 

Die Pathogenese der HIV-Erkrankung ist noch nicht vollständig aufgeklärt. Es ist 

jedoch bekannt, dass die Reaktion des Immunsystems in der frühen Phase der 

Infektion mit Immundefizienzviren einen wichtigen Einfluss auf den weiteren 

Krankheitsverlauf hat. Es sind unter anderem die Viruslast und die CD4-T-Zellzahlen 

zu Beginn der chronischen Phase entscheidend.  

Das Ziel dieser Arbeit war es die Auswirkungen der Infektion im SIV-

Rhesusaffentiermodell in der frühen Phase zu erfassen. Dabei nehmen die 

Lymphozyten-Subpopulationen der NK-Zellen und T-Zellen eine Schlüsselrolle 

ein. NK-Zellen als Komponenten des angeborenen unspezifischen Immunsystems 

können ohne vorherige Aktivierung Virus-infizierte Zellen abtöten und somit direkt in 

den Krankheitsverlauf eingreifen. Die -T-Zellen sind ebenfalls an der Elimination 

von Virus-infizierten Zellen in der frühen Infektionsphase beteiligt. Weiterhin spielen 

beide Populationen auch bei der Aktivierung des spezifischen Immunsystems eine 

wichtige Rolle. Von Interesse sind die Veränderungen in den Populationen der NK 
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Zellen und -T-Zellen, sowie deren Auswirkungen auf den weiteren 

Krankheitsverlauf. Dafür soll in mehreren Versuchen durch Anwendung der 

polychromatischen Durchflusszytometrie die Charakterisierung verschiedener 

Leukozytenpopulationen von Rhesusaffen nach einer SIV-Infektion im Zeitverlauf 

erfasst werden. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Materialien 
 

2.1.1 Geräte 

 
Durchflusszytometer BD LSRII   BD Biosciences 

Kühl-/Gefrierkombination    Liebherr 

Laminarbank     HeraSafe Heraeus 

Pipetten      Eppendorf AG 

Pipettierhilfe (pipetus-akku)   Hirschmann 

Inversmikroskop Axiovert 25   Carl Zeiss AG 

 

Schüttler Polymax 1040    Heidolph 

Vortex      Laborbedarf Schütt  

Zählkammer (Neubauer)    Roth 

Zentrifuge Multifuge 3SR    Heraeus  

 

2.1.2 Verbrauchsmaterialien 

 

BD-Falcon-5-ml-Rundboden-Röhrchen  BD Biosciences 

BD Vacutainer EDTA oder Zitrat   BD Biosciences 

Kompensationsbeads    Spherotech 

Leucosep-Röhrchen    BD Biosciences 

Reaktionsgefäße 0,5 und 1,5ml   Greiner 

Röhrchen 15ml (Cellstar)    Greiner 

Serologische Pipetten 5ml, 10ml und 25ml  Sarstedt 

 

2.1.3 Chemikalien 

 
Bovines Serumalbumin (BSA)   Pasching 

Formaldehyd 37%    Roth 

KH2PO4      Merck 

Natriumazid     Sigma 

NaCl      Roth 
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Na2HPO4     Merck 

Trypanblau     Aldrich 

 

2.1.4 Medien, Puffer, Enzyme 

 

FACS-Flow, FACS-Rinse, FACS-Safe  BD Biosciences 

Ficoll (Lymphocyte Separation Medium)  PAA 

Lyse-Puffer   BD FACS Lysing Solution (BD  

Biosciences), 1:10 verdünnt in 

H2O dest. 

FACS Puffer     PBS supplementiert mit 0,5%  

Bovinem Serumalbumin (BSA) 

und 0,03% Natriumazid 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)  120mM NaCl, 17mM  

Na2HPO4,3mM KH2PO4 pH7.2 

Trypanblaulösung     PBS mit 0,5% [w/v]  

Trypanblau 

 

2.1.5 Fluoreszenzfarbstoffe und Antikörper 
 

Die verwendeten Fluoreszenzfarbstoffe für die durchflusszytometrischen Analysen 

sind in Tabelle 2.1 zusammengefasst. Die an die Fluoreszenzfarbstoffe gekoppelten 

Antikörper zur Untersuchung von Oberflächenantigenen sind, anhand der 

Differenzierungscluster (CD) in Tabelle 2.2 aufgelistet.  
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Tab.2. 1 Übersicht verwendeter Fluoreszenzfarbstoffe, der zur Messung im 
Durchflusszytometer verwendeten Laser und Filter, sowie der Absorptions- und 
Emissionsmaxima. 

Fluoreszenzfarbstoff Laser Langpass- Bandpass- Absorptions- Emissions-
[nm] filter1 [nm] filter2 [nm] maximum [nm] maximum [nm]

Alexa 405 405 440/40 401 421

Alexa 700 635 685 725/50 696 720

APC (Allophycocyanin) 635 660/20 650 660

APC-Cy7 635 750 780/60 651 779

ECD (Texas Red -PE) 488 600 610/20 496 615

FITC (Fluorescein-Isothiocyanat) 488 505 530/30 495 519

Pacific Orange 405 470 525/50 402 551

PE (Phycoerythrin) 488 550 575/26 408/565 578

PE-Cy7 488 735 780/60 480/565 785

PerCP-Cy5.5 488 635 695/20 482 695
(Peridinin-Chlorophyll-Proteinkomplex)

1 Langpassfilter ermöglichen die Transmission von Licht längerer Wellenlänge, als auf dem Filter angegeben. 
2 Bandpassfilter ermöglichen die Transmission von Licht angegebener Wellenlänge um den Mittelwert.  

 

Tab.2. 2 Übersicht verwendeter muriner anti-human AK, der Fluoreszenzfarbstoffe, an die sie 
gekoppelt sind, und Bezugsquellen. 

mAK- Ig- (Sub)
Spezifität Klasse Klon Fluorochrom Quelle

CD3 IgG1 l SP34-2 Alexa 700 1
CD4 IgG1 l SK3 Alexa 405 1
CD8 IgG2a 3B5 PO 3

CD11a IgG1 l HI 111 APC 1
CD11b IgG1 l ICRF44  Pacific Blue 1
CD14 IgG2a l M5E2 PerCP-Cy5.5 1
CD16 IgG1 l 3GB APC-Cy7 1
CD20 IgG1 l L27 Pe-Cy7 1
CD21 IgG1 B-IY4 FITC 4
CD69 IgG2b l TP1.55.3 ECD 2

gd IgG1 5A6.E9 FITC 3
NKG2a IgG2b l Z199 PE 2

1 BD Biosciences Pharmingen

2 Beckman Coulter

3 Caltag

4 IQProducts  
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2.1.6 Software 

 

Für die Datenanalyse, Bearbeitung und Darstellung wurden folgende Programme 

genutzt: 

 

 Endnote, Version 8.0     Thomson Scientific 

 BD FACSDiva Software    Becton Dickinson 

 FlowJo, Version 6.0 bis 8.7.1   Tree Star Inc.

 Graph Pad-Prism, Version 5   Graph Pad Software  

 Microsoft Office     Microsoft Corporation 

 

2.1.7 Versuchstiere, Viren 
 

Die Untersuchungen wurden an adulten Affen der Art Macaca mulatta durchgeführt. 

Die Rhesusaffen indischer Subspezies stammen aus der Zucht des Deutschen 

Primatenzentrums, aber auch von anderen Züchtern. Alle Tiere wurden am 

Deutschen Primatenzentrum gehalten und von Tierärzten und Tierpflegern der 

Abteilung Virologie und Immunologie gemäß den Richtlinien des Deutschen 

Primatenzentrums und des Deutschen Tierschutzgesetzes (in der aktuellen Fassung 

25. Mai 1998) betreut.  

Für die Infektion der Tiere wurden die SIV Isolate SIVmac239 (Kestler et al., 1990) und 

SIVmac251 (Le Grand et al., 1992) verwendet. Alle klinischen Parameter wurden von 

Tierärzten des Deutschen Primatenzentrums erhoben. 

 

2.2 Methoden 

 

2.2.1 Durchflusszytometrische Analysen 

 

Die polychromatische Durchflusszytometrie (FACS) ermöglicht die Analyse einzelner 

Zellen oder Zellsubpopulationen innerhalb einer heterogenen Zellsuspension. Das für 

die Datenaufnahme verwendete Durchflusszytometer LSRII kann in der vorhandenen 

Konfiguration zehn Fluorochrome, Vorwärtsstreulicht (FSC) und Seitwärtsstreulicht 

(SSC) gleichzeitig detektieren und analysieren. Zur Fluoreszenzanregung dienten ein 
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Coherent VioFlame Diodenlaser (Wellenlänge 405nm), ein Coherent Sapphire 

Argonionenlaser (Wellenlänge 488nm) und ein JDS Uniphase Helium-Neon-Laser 

(Wellenlänge 635nm). 

 

2.2.2 Färbeschemata 

 

Für die Messungen wurden monoklonale Antikörper gegen verschiedene humane 

Proteine verwendet, die mit den entsprechenden Antigenen der Rhesusaffen 

kreuzreagieren (Sopper et al., 1997). 

 

2.2.3 Markierung von Antigenen auf der Zelloberfläche 
 
Die in den Färbeschemata (siehe 2.3) festgelegten Kombinationen von Antikörpern 

wurden für die einzelnen Färbungen in 5-ml-Rundboden-Röhrchen pipettiert. Nach 

Zugabe von 50µl Vollblut pro Röhrchen wurde der Ansatz durchmischt. Danach 

wurde 30min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Um mögliche Störfaktoren während der 

Durchflusszytometrie zu eliminieren, wurden die Erythrozyten lysiert. Dazu wurde 1ml 

FACS Lyse-Puffer (hypotone Ammonium-Chlorid Lösung) dazugegeben. Nach 

kurzem durchmischen und Inkubation 10 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln 

wurde mit PBS gewaschen und anschließend bei 310g für 5min zentrifugiert. Die 

pelletierten Zellen wurden dann durch Zugabe von 3 ml 3,5%igem Formaldehyd und 

anschließende Inkubation für 10 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur fixiert. 

Darauf folgte ein Zentrifugationsschritt bei 310g für 5 min und die Zellen wurden in 

l FACS-PBS aufgenommen. In diesem Zustand konnten die Zellen bis zur 

Messung bei 4˚C und in Dunkelheit gelagert werden. 

 

Tab.2. 3 Übersicht verwendeter Kombinationen von Antikörper-Fluorochrom-Konjugaten zur 
Charakterisierung von Leukozyten isoliert aus peripherem Blut. 

Versuch Fluorochrom
FITC PE ECD Per-Cy5.5 Pe-Cy7# APC Alexa 700 APC-Cy7 Alexa 405 / AmCyan /

Pacific Blue Pacific Orange

1 CD21 NKG2a - CD14 CD20 CD11a CD3 CD16 CD4 CD8

2 CD21 NKG2a - CD14 CD20 CD11a CD3 CD16 CD4 CD8

3 TCR g/d NKG2a CD69 CD14 CD20 CD11a CD3 CD16 CD11b CD8

# Fluorochrom ist mit Streptavidin konjugiert

* anti CD95 Antikörper ist biotinyliert  
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2.2.4 Probenmessung im Durchflusszytometer und Datenverarbeitung 

 

Bei den Messungen wurden die Antikörper markierten Zellen in einem laminaren 

Flüssigkeitsstrom einzeln durch die Messzelle des Durchflusszytometers geleitet und 

dabei mit Laserlicht definierter Wellenlänge bestrahlt. Die durch das Laserlicht 

erzeugte Emission der Fluorochrome wurde durch Detektoren in elektrische Impulse 

umgewandelt. Um das Seitwärtsstreu- und Fluoreszenzlicht zu erfassen, wurden 

Photodetektoren (photomultiplier tube – PMT), die Impulse verstärken, genutzt. 

Hierbei wurden die Signalhöhe auf 16384 Ebenen und die Signalweite in 10MHz 

Rastern erfasst. Aus Signalhöhe und Signalweite ergaben sich Signalfläche und 

Zeitverlauf des gemessenen Ereignisses. Für die anschließenden Rechner 

gestützten Multiparameteranalysen wurde die FlowJo Software verwendet.  

 

 

 

Abb.2. 1 Beispielhafte Darstellung der gemessenen Signale in einem Histogramm und in einem 
Streudiagramm. 

 

Die Messdaten konnten im Histogramm, Auftragung Anzahl gemessener Ereignisse 

gegen Signalintensität, oder im Streudiagramm, durch paarweise Auftragung von 

Signalintensitäten eines Ereignisses, dargestellt werden. In Abbildung 2.1 sind beide 

Darstellungsweisen für ein nicht infiziertes Tier beispielhaft für die CD4 und die CD8 

Expression auf T-Zellen aufgezeigt. 

Die Histogramme bilden die Häufigkeitsverteilungen der Messdaten ab. Durch 

Auftragung der Zahl an Ereignissen (y-Achse) gegen die Fluoreszenzintensität (x-
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Achse, logarithmisch) lässt sich die Stärke der Expression eines Antigens auf der 

Zelloberfläche, in diesem Fall für CD4 beziehungsweise CD8, bestimmen. Im 

Streudiagramm ist die Auswertung der beiden Marker kombiniert. Auf der y-Achse ist 

die Fluoreszenzintensität von CD4 und auf der x-Achse die Fluoreszenzintensität von 

CD8, beide logarithmisch, dargestellt. Jeder einzelne Punkt steht für ein bei der 

durchflusszytometrischen Messung detektiertes Ereignis. In diesem Beispiel ist die 

Gesamtheit der im Streudiagramm abgebildeten Ereignisse als T-Zellen definiert. Der 

Farbverlauf ändert sich von blau nach rot, je mehr Ereignisse mit derselben 

Kombination der Fluoreszenzintensitäten für CD4 und CD8 detektiert wurden. Im 

Streudiagramm wurde durch Eintragung eines Kreuzes eine Aufteilung in vier 

Quadranten vorgenommen. Für diese Quadranten, mit 1,2,3,4 beschriftet, erfolgt 

automatisch eine Berechnung des prozentualen Anteils der Ereignisse an den im 

Diagramm dargestellten Gesamtereignissen. So lassen sich einfach positive Zellen, 

Quadrant 1 und 3, von doppelt positiven, Quadrant 2, und doppelt negativen, 

Quadrant 4, abtrennen. Die eingegrenzten Subpopulationen können auf weitere 

Eigenschaften wie Größe (FSC), Granularität (SSC) und die Expression anderer 

Antigene untersucht werden.  

 

2.2.5 Datenauswertung und statistische Analyse 
 

Die Darstellung, Auswertung und statistische Analyse der Daten erfolgte mit dem 

Programm Graph Pad-Prism. Für die graphische Darstellung der Messdaten wurden 

die Postinfektionswerte in Bezug zu den Präinfektionswerten dargestellt. Zur 

Abbildung der Mittelwerte wurde das geometrische Mittel mit Standardabweichung 

verwendet. Die beiden erhobenen Präwerte dienten somit als Nullwert und 

entsprachen in der Darstellung dem Normalzustand und somit 100%. Für den 

Vergleich zwischen zwei Zeitpunkten wurde der nicht parametrische gepaarte 

Wilcoxon-Test gewählt, zweiseitig mit einem Konfidenzintervall von 95%. Für die 

Korrelaltionsanalysen wurde die nicht parametrische Spearman-Korrelation mit einer 

zweiseitigen Analyse und einem Konfidenzintervall von 95% durchgeführt. Als 

statistisch signifikant wurden in beiden Tests Ergebnisse mit einem p-Wert kleiner als 

0,05 angesehen.
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3 Ergebnisse 
 

In der vorliegenden Arbeit wurde die Zusammensetzung der 

Lymphozytensubpopulationen des peripheren Blutes von Rhesusaffen nach SIV-

Infektion als Modell für die HIV-Infektion des Menschen untersucht. Von besonderem 

Interesse waren dabei die Auswirkungen der SIV-Infektion auf die Populationen der 

NK-Zellen und T-Zellen. 

 
3.1 Zusammensetzung der Versuchsreihen 
 

Für drei unabhängige Versuche standen insgesamt 20 Rhesusaffen zur Verfügung. 

In Tabelle 3.1 sind die verwendeten Tiere zusammengefasst. Versuch 1 enthielt 

sechs männliche, Versuch 2 sieben männliche, ein weibliches und Versuch 3 sechs 

männliche Tiere. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Infektion zwischen drei und fünf 

Jahren alt. 

 
3.2 Verlauf der SIV-Infektion und Erkrankung  
 
In Versuch 1 wurden sechs Tiere untersucht, von denen zwei auch drei Jahre nach 

Infektion keine AIDS-Symptome zeigten. Diese Tiere galten damit als long term non 

progressors (LTNPs). Beide waren positiv für das MamuA*01-Gen, einen im Bezug 

auf die HIV-Infektion genetisch vorteilhafte Variante des MHC. Die vier verbleibenden 

Tiere entwickelten AIDS und wurden bei Krankheitsausbruch euthanasiert und 

seziert. Es fanden sich opportunistische Infektionen und maligne neoplastische 

Entartungen. Zwei Tiere zeigten einen schnellen Krankheitsverlauf (RPs) und wurden 

innerhalb der ersten sechs Monate nach Infektion seziert. Die beiden anderen nach 

zwei Jahren. 

 

Versuch 2 bestand aus acht Tieren. Ein Tier zeigte auch drei Jahre nach Infektion 

keine Anzeichen einer AIDS-Erkrankung. Die verbliebenen sieben Tiere wurden 

innerhalb von drei Jahren nach Infektion seziert. Drei Tiere entwickelten AIDS und 

wurden infolgedessen euthanasiert. Das Tier 2191 (Mamu A*01-positiv) erkrankte 

jedoch erst nach drei Jahren und wurde damit wie das noch lebende Tier, als LTNP 

klassifiziert. Die zwei anderen Tiere zeigten einen schnellen Krankheitsverlauf (RPs). 

Vier Tiere die seziert wurden, zeigten Krankheitssymptome wie pathologische 

Veränderungen der Haut, des Respirations- und Darmtrakts, sowie eine deutliche 
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Aktivierung des lymphatischen Systems. Die beschriebenen Symptome konnten aber 

nicht in Zusammenhang mit AIDS gebracht werden. 

 

In Versuch 3 waren drei der sechs Tiere zwei Jahre nach Infektion ohne AIDS-

Symptomatik. Zwei von ihnen waren positiv für vorteilhafte MHC-Varianten. Die drei 

verbleibenden Tiere erkrankten innerhalb dieses Zeitraums an AIDS. Neben den 

charakteristischen Veränderungen der lymphatischen Organe fanden sich bei ihnen 

Infektionen des Respirations- und Darmtraktes.  

 

Von den insgesamt 20 untersuchten Tieren aller drei Versuche, zeigten sechs auch 

nach über zwei Jahren Infektionsdauer keine Symptome einer AIDS-Erkrankung 

(LTNPs). Von den 14 euthanasierten Tieren waren vier asymptomatisch und zehn an 

AIDS erkrankt, wobei vier Tiere einen schnellen Krankheitsverlauf (RPs) zeigten und 

ein Tier den LTNPs zugeordnet wurde. 
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3.3 Zeitpunkte der Probengewinnung 
 

In den drei Versuchen sollten die zeitlichen Veränderungen der NK-Zellen und -T-

Zellen (Versuch 3) nach SIV-Infektion untersucht werden. Blutproben wurden 

zweimalig vor Infektion und bis Woche vier bzw. sechs im zwei Wochen Intervall, 

danach alle vier Wochen entnommen. Um die frühe Phase der Infektion genauer zu 

untersuchen, wurden in Versuch 2 und 3 innerhalb der ersten 14 Tage zusätzliche 

Proben entnommen. 

 

3.4 Bestimmung der Viruslast nach Belastungsinfektion von SIV 
mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR)  
 

Ein wichtiger Parameter zur Erfassung des Krankheitsverlaufs nach Virusinfektion 

stellt der Nachweis der Konzentration von Viruspartikeln im peripheren Blut dar.  

Die Viruslast wurde quantitativ als Anzahl viraler Kopien im Blutplasma der 

Versuchstiere durch die Arbeitsgruppe Immungenetik von Frau Dr. Sauermann am 

Deutschen Primatenzentrum erfasst.  

Zwei Wochen nach Infektion wurde ein Anstieg der Viruslast in den drei Versuchen 

registriert. Zu dieser Messung wurde der Spitzenwert (viraler Peak) erreicht. Bereits 

in Woche vier und acht nach Infektion erniedrigte sich die Viruslast (viraler Setpoint) 

im Blut der Affen, zur darauf folgenden Messung erhöhte sich die Anzahl viraler 

Kopien erneut und verblieb im weiteren Beobachtungsbereich auf diesem Plateau 

bestehen.  

Im Vergleich zeigt Versuch 1 mit SIVmac239 und tonsillärer Infektion im Mittel den 

höchsten Spitzenwert (1,6x107
 
 c/ml) der Versuchsreihen, gefolgt von Versuch 3 

(5,7x106
 
 c/ml) und Versuch 2 (3,7x106

 
 c/ml). Der Abfall nach Erreichen des 

Spitzenwertes fiel im 3 Versuch am geringsten aus. Das von den Werten im 

Anschluss gebildete Plateau lag in Versuch 3 und 1 mit etwa 2 x106
 
 c/ml höher als 

im Versuch 2 mit ca. 2 x105
 
 c/ml. Die individuelle Varianz der Tiere war in Versuch 3 

am geringsten. 

Der Vergleich der Virusbeladung im Blutplasma der einzelnen Tiere ergab, dass es 

bei einigen Tieren die Träger des MamuA*01-MHC-Allels waren (2139, 2155, 2191), 

es zu einer deutlich schnelleren und stärkeren Reduktion der Virusbeladung im 

Blutplasma kam. Ebenso war die Spitzenvirämie in diesen Tieren erheblich geringer. 

In den Versuchen 1 und 2 wiesen die LTNPs die geringsten Virusbeladungen auf. 
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Bei Tier 12529, ohne genetisch vorteilhaften Hintergrund und asymptomatischen 

Krankheitsverlauf, konnte nur eine sehr geringe Viruslast von maximal 225 c/ml in 

Woche zwei erfasst werden. 
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Abb. 3. 1 Anzahl der viralen RNA-Kopien pro Milliliter Blutplasma im Zeitverlauf nach 
Belastungsinfektion. Die einzelnen Tiere sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame 
Mittelwert der Tiere mit der Standardabweichung ist schwarz. 
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3.5 Definition der Leukozytensubpopulationen 

 

Die peripheren Blut-Leukozyten wurden durchflusszytometrisch analysiert. Für jede 

Zelle wurde die Expression von bis zu zehn Oberflächenantigenen mit 

unterschiedlichen Fluoreszenz markierten monoklonalen Antikörpern, sowie Größe 

und Granularität untersucht. Jede Probe wurde nach gleichem Protokoll analysiert 

und ausgewertet, wie in Abbildung 3.2 exemplarisch für Tier 2192 (Versuch 3) zum 

Präinfektionszeitpunkt dargestellt.  

Die Leukozyten wurden als CD11a-positiv (Leukozyten Funktions-assoziiertes 

Antigen1, LFA-1) definiert. Diese Integrin-Untereinheit tragen alle Leukozyten. 

Zusätzlich wurde CD20, ein Marker für B-Zellen zur Definition der Leukozyten 

gemessen, da ein Teil der B-Zellen CD11a nur sehr schwach exprimiert. Anhand der 

Granularität und CD14-Expression wurden Makrophagen und Lymphozyten definiert 

und von den Granulozyten unterschieden. Bei den Lymphozyten wurden B-Zellen als 

CD20-positiv, T-Zellen als CD3-positiv und NK-Zellen als CD16-positiv bzw. CD159a 

(NKG2a)-positiv definiert. Weiterhin wurden die NK Zellen über die Expression der 

Oberflächenmarker CD16 und CD159a unterteilt. In Versuch 3 wurden zusätzlich 

TCR--positive und negative T-Zellen unterschieden. 
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Abb.3 2 Auswertungsschema der durchflusszytometrischen Messung. Mit der Definition der 
mononukleären Leukozyten beginnend, zeigen die Pfeile die Auswertungswege zur Einteilung der 
Lymphozyten, Makrophagen, sowie in die Lymphozytensubpopulationen B-Zellen, T-Zellen und NK-
Zellen.  
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3.6 Kinetik der NK-Zell-Population 
 

3.6.1 NK- Zellen vor der Infektion 
 

Die Erhebung von Präinfektionswerten ermöglichte eine Definition des 

Normalzustandes. Durch die Darstellung der Postinfektionswerte in Relation zu den 

Präinfektionswerten konnten Veränderungen nach Infektion anschaulich verdeutlicht 

werden. Die Veränderungen der NK-Zell-Population nach Infektion wurden bei jedem 

Tier auf dessen Präinfektionswert bezogen. 

In allen drei Versuchen wurden jeweils zwei Vorinfektionswerte erhoben. 

Bei den Tieren des Versuchs 1 waren sieben Tage vor Inokulation im Mittel 5,4% der 

Lymphozyten NK-Zellen. Am Tag der Inokulation 8,1%. Statistisch unterschieden 

sich die Werte dieser beiden Entnahmen signifikant (Wilcoxon Test, p = 0,03). An 

diesen beiden Messtagen waren zwischen 1,7% und 11,6% der Lymphozyten NK-

Zellen. Im Versuch 2 waren 7 Tage vor Infektion im Mittel 11,2% der Lymphozyten 

NK-Zellen, am Tag der Inokulation 7,3%. Die Werte unterschieden sich signifikant 

(Wilcoxon Test, p = 0,03). Die Messungen wiesen eine hohe Spannbreite auf. 

Minimal waren 4,3%, maximal 23% der Lymphozyten NK-Zellen. Im Versuch 3 waren 

15 Tage vor Infektion in den Proben 10,3% der Lymphozyten NK-Zellen, drei Tage 

vor Infektion 8,5%. Dieser Unterschied war nicht signifikant. Der Anteil der NK-Zellen 

an den Lymphozyten lag zwischen 3,2% und 17,5%. Die drei Versuche 

unterschieden sich untereinander nicht signifikant. 

 

 

Abb.3. 3 Präinfektionswerte für die NK-Zellen. Dargestellt sind zwei Messzeitpunkte vor Infektion 
der Tiere. Diese sind jeweils für ein Tier mit einer grauen Linie verbunden. In rot ist der Mittelwert aller 
Messungen eingetragen. 
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3.6.2 NK-Zellen nach der Infektion 

 

Vier der sechs Tiere des Versuchs 1 zeigten bereits zwei Wochen nach Infektion 

einen deutlichen Anstieg der NK-Zellen. Zu diesem Zeitpunkt war die Konzentration 

von NK-Zellen im Mittel doppelt so hoch wie vor der Infektion, aber nicht signifikant 

verändert (Wilcoxon Test, p = 0,06). Im Einzelnen waren die Werte im Verlauf jedoch 

hoch variabel. Bei den Tieren 2171 und 2175, mit einem schnellen Krankheitsverlauf 

(RPs) wurde der Höchstwert der NK-Zellen erst vier Wochen nach Infektion erreicht. 

In Woche vier war mit durchschnittlich 175% der Anstieg der NK-Zellen signifikant 

erhöht (Wilcoxon Test, p < 0,03), ebenso in Woche acht. Im weiteren 

Infektionsverlauf nahm der NK-Zell-Anteil an den Lymphozyten stetig ab. Er lag in 

Woche 12 nach Infektion nur noch 12% über dem Präinfektionswert und in Woche 16 

um 24% darunter, beim Tier 2155 sogar um 47%.  

 

 

Abb.3. 4 Zeitverlauf des Anteils der NK-Zellen an den Lymphozyten im Versuch 1.Die 
Zeitverläufe der einzelnen Tiere sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame Mittelwert mit der 
Standardabweichung ist schwarz. In Woche vier (*1) und acht (*2) konnte eine signifikante Erhöhung 
des Mittelwertes erfasst werden (Wilcoxon Test, p < 0,03).  

 
Im Versuch 2 stieg der durchschnittliche NK-Zellanteil bis Woche vier an, wo er den 

Spitzenwert von 214% erreichte. Der Anteil war in Woche zwei und vier gegenüber 

den Präinfektionswerten signifikant erhöht (Wilcoxon Test, p < 0,03). Im weiteren 

Verlauf kam es zu einer Abnahme der NK-Zellen, bis auf 80% in Woche acht. 
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Daraufhin erhöhten sich die Messwerte erneut und verblieben auf dem Niveau der 

Vorinfektionswerte. 

Die Varianz unter den Tieren war sehr groß. Die Tiere 2231, 12529 und 12673 

zeigten einen überdurchschnittlich hohen Anteil an NK-Zellen im gesamten 

Zeitverlauf. Sie wurden ein bis zwei Jahre nach Infektion euthanasiert und zeigten bis 

dahin einen asymptomatischen Krankheitsverlauf. Im Gegensatz dazu hatten die 

beiden LTNPs die wenigsten NK-Zellen über den gesamten Beobachtungszeitraum 

und zeigten weder in Woche zwei noch vier einen deutlichen Anstieg. 

 

Abb.3. 5 Zeitverlauf des Anteils der NK-Zellen an den Lymphozyten im Versuch 2. Die 
Zeitverläufe der einzelnen Tiere sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame Mittelwert mit der 
Standardabweichung ist schwarz. In Woche zwei (*1) und vier (*2) konnte eine signifikante Erhöhung 
des Mittelwertes erfasst werden (Wilcoxon Test, p < 0,03). 

 

In Versuch 3 erfolgte die Infektion nicht tonsillär mit SIVmac239, sondern intravenös 

mit SIVmac251. Die ersten 14 Tage nach Inokulation wurden dabei engmaschiger 

untersucht. Der Anteil der NK-Zellen steigerte sich ab dem ersten Messzeitpunkt, 

erst in Woche vier wurde der Spitzenwert von 260% erreicht. Dabei war Woche zwei 

und vier signifikant erhöht (Wilcoxon Test, p < 0,03). Daraufhin reduzierten sich die 

NK-Zellen und lagen bis Woche 24 zwischen 194% und 236%. Die individuelle 

Varianz der Tiere war sehr groß. Bei Tier 13262 waren die NK-Zellen in Woche vier 

sogar fünffach erhöht, auch im Folgenden hatte es die höchsten NK-Zellanteile. 

Dieses Tier hatte zudem eine hohe Virusbeladung und zeigte den schnellsten 

Krankheitsverlauf in Versuch 3.  
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Abb.3. 6 Zeitverlauf des Anteils der NK-Zellen an den Lymphozyten im Versuch 3. Die 
Zeitverläufe der einzelnen Tiere sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame Mittelwert mit der 
Standardabweichung ist schwarz. In Woche zwei (*1) und vier (*2) konnte eine signifikante Erhöhung 
des Mittelwertes erfasst werden (Wilcoxon Test, p < 0,03). 

 

Die drei Versuche mit insgesamt 20 Tieren wurden zudem auch als Ganzes, durch 

die Bildung eines Mittelwertes betrachtet. Es konnte dabei ein signifikanter Anstieg in 

Woche zwei und bei erreichen des Spitzenwertes mit 216% in Woche vier erfasst 

werden, sowie in Woche acht (Wilcoxon Test, p < 0,03). Daraufhin nahm der NK-

Zellanteil stetig ab, so dass in Woche 16 nur noch 133% gemessen wurden. 

Im Vergleich zeigt Versuch 3 mit den intravenös SIVmac251 infizierten Tieren die 

größte Steigerung der NK-Zellen. Auch nach erreichen des Spitzenwertes war im 

weiteren Verlauf der Anteil der NK-Zellen überdurchschnittlich hoch. Versuch 1 und 

2, Infektion mit SIVmac239, variierten im Zeitpunkt der Spitzenwerte. Bei beiden 

Versuchen war der NK-Zellanteil im Verlauf aber deutlich niedriger als in Versuch 3.  
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Abb.3. 7 Zeitverlauf des Anteils der NK-Zellen an den Lymphozyten im Versuch 1/2/3. Die 
Zeitverläufe der einzelnen Versuche sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame Mittelwert ist 
schwarz. In Woche zwei (*), vier (*) und acht (*) konnte eine signifikante Erhöhung des Mittelwertes 
erfasst werden (Wilcoxon Test, p < 0,03). 

 

Es wurden zudem alle 20 Tiere nicht nach Versuchen, sondern nach dem 

Krankheitsverlauf sortiert, so dass vier Gruppen gebildet werden konnten (Abb. 3.8). 

Die Einteilung erfolgte nach Infektionsdauer bzw. Ausbildung von AIDS (Tab.3.1). 

Tiere die innerhalb von sechs Monaten erkrankten wurden als RPs eingestuft (vier 

Tiere). Tiere die innerhalb von zwei Jahren erkrankten wurden in der AIDS-Gruppe 

zusammengefasst (fünf Tiere). Tiere die länger überlebten galten als LTNPs (sieben 

Tiere). Alle Tiere die vor Ausbruch von AIDS euthanasiert werden mussten, wurden 

als asymptomatisch beschrieben (vier Tiere). 

Unabhängig vom Krankheitsverlauf der Tiere wurde eine allgemeine Zunahme der 

NK-Zellen nach Infektion gemessen. Die Tiere der asymptomatischen und der AIDS-

Gruppe zeigten die deutlichste Zunahme der NK-Zellen und waren im gesamten 

Zeitverlauf über dem Mittelwert. Die NK-Zellen der Tiere mit einem schnellem 

Krankheitsverlauf (RP) lagen leicht unterhalb des Mittelwertes, die Tiere mit einem 

langsamen (LTNP) deutlich darunter, besonders zum Zeitpunkt der Spitzenwerte. 
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Abb.3. 8 Zeitverlauf des Anteils der NK-Zellen an den Lymphozyten, gruppiert nach dem 
Krankheitsverlauf. Die Zeitverläufe der vier Gruppen sind jeweils farbig dargestellt. Der gemeinsame 
Mittelwert ist schwarz. 

 

3.6.3 CD16- und CD159a-positive NK-Zellen nach der Infektion 

 

In den drei Versuchen wurden die Veränderungen der drei funktionell 

unterschiedlichen NK-Zell-Subpopulationen CD16-einfachpositiv, CD159a-

einfachpositiv und CD16/CD159a-doppeltpositiv erfasst. Die Zeitverläufe sind in 

Relation zu den Präinfektionswerten dargestellt.  

 

In Versuch 1 erhöhte sich der Anteil der NK-Zellen in allen drei Subpopulationen zur 

ersten Messung in Woche zwei. Die CD159a-einzelpositiven NK-Zellen wiesen dabei 

die größte Steigerung auf und erreichten den signifikanten Spitzenwert (Wilcoxon 

Test, p = 0,03). In Woche vier und acht konnte in allen drei Subpopulationen eine 

signifikante Erhöhung gemessen werden (Wilcoxon Test, p = 0,03), wobei die 

Erhöhung der CD16-einzelpositiven am geringsten ausfiel. Im weiteren Verlauf 

reduzierten sich alle Subpopulationen. In Woche 16 lagen die Werte der CD159a-

einzelpositiven mit 147% noch deutlich über Vorinfektionsniveau, die der CD16-

einzel- bzw. CD16/CD159a-doppeltpositiven mit 85% und 60% darunter. 
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Abb.3. 9 Kinetik der CD16/CD159a-doppeltpositiven, sowie CD16- und CD159a-einzelpositiven 
NK-Zellen in Versuch 1. Die Subpopulationen wurden jeweils farbig als Mittelwert dargestellt. Die 
Farbe der Sterne bezieht sich auf die jeweilige Population. Signifikante Unterschiede gegenüber den 
Präinfektionswerten konnten in Woche zwei (Wilcoxon Test mit p<0,03), vier, acht und zwölf (Wilcoxon 
Test mit p=0,03) erfasst werden. 

 
In Versuch 2 waren eine Woche nach Infektion noch keine Veränderungen in den 

NK-Zellpopulationen erkennbar. Zwei Wochen nach Infektion erhöhten sich die 

CD159a-einzelpositiven signifikant (Wilcoxon Test, p=p<0,03) und erreichten vier 

Wochen nach Infektion mit 329% den signifikanten Spitzenwert (Wilcoxon Test, 

p<0,03). Daraufhin reduzierten sich die Werte, zur Woche acht wurde das 

Vorinfektionsniveau unterschritten. Anschließend steigerte sich ihr Anteil erneut und 

bildete in Woche 16 und 24 einen weiteren signifikanten Spitzenwert (Wilcoxon Test, 

p<0,03). Bei den CD16/CD159a-doppeltpositiven NK-Zellen konnte in Woche zwei 

eine signifikante Steigerung registriert werden (Wilcoxon Test, p<0,03). In Woche 

vier wurde der Spitzenwert mit 243% erreicht. Daraufhin reduzierten sich ihre Anteile 

kontinuierlich, so dass ab Woche 8 die Vorinfektionswerte unterschritten wurden. Die 

Population der CD16-einzelpositiven NK-Zellen zeigte eine Erhöhung mit einem 

Spitzenwert in Woche zwei (153%). Anschließend nahm ihr Anteil ab, in Woche 16 

wurden die Vorinfektionswerte unterschritten. In Woche 24 wurde ein signifikanter 

Verlust dieser Zellen registriert (Wilcoxon Test, p=0,03). 
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Abb.3. 10 Kinetik der CD16/CD159a-doppeltpositiven, sowie CD16- und CD159a-einzelpositiven 
NK-Zellen in Versuch 2. Die Subpopulationen wurden jeweils farbig als Mittelwert dargestellt. Die 
Farbe der Sterne bezieht sich auf die jeweilige Population. Signifikante Unterschiede gegenüber den 
Präinfektionswerten konnten in Woche zwei **, vier*, 16*, 24* (Wilcoxon Test mit p0,03) und * 24 bei 
den CD16+/CD159a- (Wilcoxon Test mit p=0,03) erfasst werden. 

 

Im Versuch 3 war die Varianz der Messwerte erheblich. Tendenziell ist in allen drei 

Subpopulationen eine signifikante Zunahme (Wilcoxon Test, p=0,03) der Werte, ein 

bis zwei Wochen nach Infektion zu beobachten. Die CD16-einzelpositiven und 

CD16/CD159a-doppeltpositiven NK-Zellen sind im weiteren Beobachtungszeitraum 

ab Woche acht deutlich, zum Teil signifikant über den Vorinfektionswerten (Wilcoxon 

Test, p=0,03). Die Population der CD159a-einzelpositiven NK-Zellen verblieben ab 

Woche vier auf Vorinfektionsniveau. 

 

 

Abb.3. 11 Kinetik der CD16/CD159a-doppeltpositiven, sowie CD16- und CD159a-einzelpositiven 
NK-Zellen in Versuch 3. Die Subpopulationen wurden jeweils farbig als Mittelwert dargestellt. Die 
Farbe der Sterne bezieht sich auf die jeweilige Population. Signifikante Unterschiede gegenüber den 
Präinfektionswerten konnten in Woche eins*, 1,4*, zwei*, 12** und 24* erfasst werden (Wilcoxon Test 
mit p=0,03). 
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3.6.4 Korrelation des NK-Zellanteils mit der Virusbeladung im Zeitverlauf 

 

Die Gegenüberstellung der Viruslast mit dem prozentualen Anteil der NK-Zellen und 

der Subpopulationen der drei Versuche führte zu keiner signifikanten Korrelation. Es 

bestand somit kein Zusammenhang zwischen der Viruslast und den NK-Zellen. 

 

 

Abb.3. 12 Korrelation der Viruslast mit den prozentualen Anteilen der NK-Zellen (normalisiert 
auf Präwerte). Die Versuche sind farblich voneinander getrennt. Mit dem Spearman-Test konnten 
keine signifikanten Korrelationen festgestellt werden. Untersucht wurden dabei folgende Zeitpunkte: 2, 
4, 8 und 12 Wochen nach Infektion. 

 
3.7 Kinetik der -T-Zellen / Versuch 3 
 

3.7.1 -T-Zellen vor der Infektion 

 

An Tag 15 und 3 vor Inokulation wurden Präwerte erhoben, um den Anteil der -T-

Zellen an den T-Zellen von Tieren im Normalzustand zu definieren (Abb. 3.13). Am 

ersten Messtag waren durchschnittlich 4,7%, am zweiten Messtag 5,1% der T-

ZellenTCRpositiv. Die Werte unterschieden sich nicht signifikant. Die Messwerte 

lagen zwischen 1,6% und 8%. Tier 13262 wies mit durchschnittlich 7,4% den 
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höchsten Anteil auf. Der geringste Anteil an T-Zellen wurde mit durchschnittlich 

1,6% bei Tier 2233 gemessen. 

 

 
Abb.3. 13 Präinfektionswerte der -T-Zellen. Dargestellt sind die Präinfektionswerte an zwei 
unterschiedlichen Messzeitpunkten. Die grauen Punkte stehen jeweils für einen Messwert eines 
Tieres. Die graue Linie verbindet jeweils die beiden Messzeitpunkte miteinander. Die rote Linie gibt 
den Mittelwert aller Messungen wieder.  

 

3.7.2  -T-Zellpopulationen nach der Infektion 

 

Drei Tage nach SIV-Infektion erhöhte sich der mittlere Anteil der -T-Zellen 

signifikant um ca. 20% (Wilcoxon-Test, p = 0,03) und erreichte in Woche 1 nach 

Infektion bereits wieder das Präinfektionsniveau (Abb. 3.14). Ab Tag neun stieg die 

Konzentration dieser Zellen erneut an und war in Woche vier mit 157% signifikant 

erhöht (Wilcoxon-Test, p = 0,03). Im weiteren Beobachtungszeitraum blieben die 

Werte im Mittel auf diesem Niveau.  

Zwei Tiere hatten im gesamten Zeitverlauf einen überdurchschnittlich hohen Anstieg 

an -T-Zellen. Neben Tier 13262, dass den schnellsten Krankheitsverlauf und die 

höchste Virusbeladung in Versuch 3 hatte auch ein LTNP (Tier 2233). Die beiden 

anderen LTNPs (Tiere 12538 und 13257) hatten genetisch vorteilhafte MHC-

Varianten und der -T-Zellanteil war ab Woche 12 wieder auf dem 

Vorinfektionsniveau. Aber auch Tier 13260, das nach zwei Jahren an AIDS erkrankte 

und die niedrigste Virusbeladung im Versuch hatte, zeigte im Zeitverlauf nur sehr 

geringe Veränderungen der -T-Zellen. 
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Abb.3. 14 Zeitverlauf der -T-Zellen. Dargestellt sind die Zeitverläufe der Tiere. Dabei sind die Tiere 
farblich voneinander getrennt. Der gemeinsame Mittelwert und die Standardabweichung sind als 
schwarze Linie dargestellt. Ein signifikanter Unterschied des Mittelwertes gegenüber den 
Präinfektionswerten wurde drei Tage und vier Wochen nach Infektion erfasst (* Wilcoxon Test mit 
p=0,03). 

 

3.7.3 CD8-, CD69- und CD159a-positive -T-Zellen 

 
Da die allgemeine Kinetik der -T-Zellen nach SIV-Infektion nicht eindeutig in Bezug 

zum Krankheitsverlauf der Tiere war, wurde die Expression funktionell interessanter 

Oberflächenantigene (CD8, CD69, CD159a) untersucht. Dafür wurde ihr Anteil an 

den -T-Zellen bestimmt (Abb. 3.16., exemplarisch für Tier 2192 zum 

Präinfektionszeitpunkt). 
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Abb.3. 15 Auswertungsschema der durchflusszytometrischen Messung für die -TCR-
positiven T-Zellen. Mit der Definition der -T-Zellen beginnend, zeigen die Pfeile die 
Auswertungswege zur Einteilung der CD8-, CD69- sowie CD159a (NKG2a)-positiven -T-Zellen.  

 
3.7.3.1 CD8-, CD69- und CD159a-positive -T-Zellen vor der Infektion 

 

Die beiden Präinfektionsmessungen für CD8-positive -T-Zellen lagen im Mittel bei 

62%. Ihr Anteil an den -T-Zellen machte 36,2% bis 89,7% aus. 

Die Population der CD69-positiven -T-Zellen lag bei 23%, mit Anteilen zwischen 

15% und 42%.Der Anteil der CD159a-positiven -T-Zellen lag an den beiden 

Vorinfektionszeitpunkten bei ca. 22%. Minimal wurden 14,2%, maximal 34,5% 
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gemessen. Zwischen den beiden Vorinfektionsmessungen bestanden in den drei 

Subpopulationen keine signifikanten Unterschiede. 

 

 

Abb.3. 16 Präinfektionswerte für die CD8-, CD69- und CD159a-positiven -T-Zellen. Dargestellt 
sind zwei Messzeitpunkte vor Infektion der Tiere. Diese sind jeweils für ein Tier mit einer grauen Linie 
verbunden. In rot ist der Mittelwert aller Messungen eingetragen. 

 
3.7.3.2 CD8-, CD69- und CD159a-positive -T-Zellen nach der Infektion 

 

Die Expression des MHC-I-Korezeptors CD8 auf den -T-Zellen wurde bis auf eine 

leichte Schwankung in der akuten Phase durch die SIV-Infektion nicht signifikant 

beeinflusst. Der Anteil dieser Zellen entsprach den Vorinfektionswerten. Die 

individuellen Werte der Tiere waren untereinander sehr einheitlich. 

 

 
Abb.3. 17 Zeitverlauf der CD8-positiven -T-Zellen. Dargestellt sind die Zeitverläufe der einzelnen 
Tiere. Dabei sind die Tiere farblich voneinander getrennt. Der gemeinsame Mittelwert mit 
Standardabweichung ist als schwarze Linie dargestellt.  

 

CD69 gilt als früher Aktivierungsmarker. Der Anteil der CD69-positiven-T-Zellen 

stieg unmittelbar nach Infektion an und war am Tag zehn und zwei Wochen nach 
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Infektion signifikant, mit maximal 182%, erhöht (Wilcoxon Test, p < 0,03). Bis Woche 

acht reduzierte sich der Mittelwert auf 120% und stieg anschließend erneut 

kontinuierlich an und war in Woche 24 erneut signifikant erhöht (Wilcoxon Test, p < 

0,03). Die individuelle Varianz unter den Tieren war dabei sehr groß. 

Von den beiden Tieren mit überdurchschnittlich hohem -T-Zellanteil wies der 

LTNP (Tier 2223) eine deutlich frühere und stärkere Aktivierung als das Tier 13262 

mit schnellem Krankheitsverlauf auf. Tier 13275 (LTNP, Mamu B*17-positiv) und Tier 

13260 (AIDS) mit wenigen -T-Zellen (Abb. 3.14) und geringer Virusbeladung (Abb. 

3.1) zeigten auch eine sehr niedrige CD69-Aktivierung. 

 

Abb.3. 18 Zeitverlauf der CD69-positiven -T-Zellen. Dargestellt sind die Zeitverläufe der 
einzelnen Tiere. Dabei sind die Tiere farblich voneinander getrennt Der gemeinsame Mittelwert mit 
Standardabweichung ist als schwarze Linie dargestellt. Signifikante Unterschiede des Mittelwertes 
gegenüber den Präinfektionswerten wurden an Tag 10 (*1) sowie in Woche zwei (*2) und 24 (*3) 
erreicht (* Wilcoxon Test mit p0,03). 

 

Als Teil eines inhibierenden Rezeptorkomplexes ist CD159a an der Erkennung von 

nicht klassischen MHC-Molekülen (HLA-E) beteiligt. Bereits drei Tage nach Infektion 

erhöhte sich der Mittelwert der CD159a-positiven -T-Zellen und erreichte in Woche 

zwei mit 150% den vorläufigen Spitzenwert. Im weiteren Beobachtungsbereich 

blieben die Werte auf diesem Niveau. In Woche 12 konnte eine signifikante 

Steigerung auf 162% registriert werden (Wilcoxon Test, p < 0,03). Die individuelle 

Varianz der Tiere war jedoch sehr groß. 

Erneut hatte Tier 2223 den höchsten Anteil an -T-Zellen, die stärkste Aktivierung 

und einen überdurchschnittlich hohen Anteil CD159a-exprimierender -T-Zellen. 
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Tier 13262 (AIDS) mit vergleichbar hoher -T-Zellzahl hatte deutlich weniger 

CD159a-positive Zellen. Die Tiere 13257 (LTNP) und 13260 (AIDS) zeigten, wie für 

die allgemeine Kinetik der -T-Zellen und die CD69-Expression, auch im Bezug auf 

CD159a nur minimale Veränderungen nach Infektion. 

 

 

Abb.3. 19 Zeitverlauf der CD159a-positiven -T-Zellen. Dargestellt sind die Zeitverläufe der Tiere. 
Dabei sind die Tiere farblich voneinander getrennt. Der gemeinsame Mittelwert mit 
Standardabweichung ist als schwarze Linie abgebildet. In Woche 12 konnte ein signifikanter Anstieg 
des Mittelwertes erfasst werden (* Wilcoxon Test mit p0,03). 

 

3.7.4  Kinetik der einfach- und doppeltpositiven -T-Zellen  

 

Nach Infektion zeigten sich die deutlichsten Veränderungen in der signifikant 

erhöhten Expression von CD69 auf den -T-Zellen. Deshalb konzentrierte man sich 

bei der Analyse der Mehrfachexpression der drei untersuchten Oberflächenantigene 

auf diese Subpopulation. 

Um die Expression der beiden anderen Oberflächenantigene auf den CD69-positiven 

-T-Zellen zu untersuchen, wurde die Fluoreszenzintensität von CD8 (Abb. 3.20A) 

bzw. CD159a (Abb. 3.20B) gegen die von CD69 für alle -T-Zellen aufgetragen. Für 

Tier 2192, das in Abbildung 3.20 exemplarisch zum Präinfektionszeitpunkt dargestellt 

ist, sind mit 10,14% bzw. 10,13% die Anteile der CD69-positiven -T-Zellen in 
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beiden Auswertungen gleich. Von diesen CD69-positiven -T-Zellen sind 82% 

doppeltpositiv für CD8 und 35% doppeltpositiv für CD159a. Die Prozentsätze 

beinhalten aber noch die -T-Zellen die alle drei Oberflächenantigene exprimieren. 

 

Abb.3. 20 Auswertungsschema der durchflusszytometrischen Messung für doppeltpositive -
T-Zellen. Exemplarisch ist das Auswerteschema für ein Tier zu einem Präinfektionszeitpunkt 
dargestellt. 

 
Die Auswertung von einfach- und doppeltpositiven -T-Zellen wurde in Kombination 

für CD8, CD69 und CD159a analysiert. Die Resultate sind in Abbildung 3.21 als 

Mittelwert aller Tiere vor Infektion dargestellt. 

Im Durchschnitt der sechs Tiere waren 16% der CD69-positiven -T-Zellen 

einzelpositiv, weitere 73% CD69/CD8-doppeltpositiv und 11% CD69/CD159a-

doppeltpositiv. 

Zusätzlich wurden die Verteilungen für die CD8- bzw. CD159a-positiven -T-Zellen 

vor Infektion dargestellt (Abb.3.21). Von den CD8-positiven -T-Zellen waren 60% 

einzelpositiv. Weitere 21% waren CD8/CD69- und 19% CD8/CD159a-doppeltpositiv. 

Die CD159a-positiven -T-Zellen gliedern sich in: 19% einzelpositiv, 12% 

CD159a/CD69-doppelt-positiv und 69% CD159a/CD8-doppelt-positiv. 
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Abb.3. 21 Schematische Darstellung der einfach und mehrfach Expression von CD8, CD69 und 
CD159a auf -T-Zellen. Es sind die prozentualen Anteile der einzelpositiven und doppeltpositiven 
Subpopulationen an den CD8-, CD69- bzw. CD159a-positiven -T-Zellen im Vorinfektionszeitraum 
dargestellt. 

 
Für die CD69-positiven -T-Zellen wurde abschließend untersucht welche der drei 

Subpopulationen für die gesteigerte Expression nach Infektion verantwortlich war 

(Abb. 3.22). 

Die CD69/CD159a-doppeltpositiven -T-Zellen, als kleinste Subpopulation, zeigten 

die größte Steigerung gegenüber den Vorinfektionswerten. Zwei Wochen nach 

Infektion wurde der Spitzenwert mit 280% erreicht. Bis Woche vier reduzierte sich 

der Anteil, blieb im weiteren Beobachtungszeitraum aber bei ca. 200% erhöht. 

Die Population der CD69-einzelpositiven -T-Zellen, zeigte einen ersten starken 

Anstieg an Tag 10, auf über 200%. Zu Woche zwei reduzierte sich der Anteil dieser 

Subpopulation deutlich, um dann erneut anzusteigen und in Woche 16 mit 222% den 

Höchstwert zu erreichen. 

Die CD69/CD8-doppeltpositiven -T-Zellen hatten im Vergleich ein deutlich 

niedrigeres Steigerungspotential. Als größte Subpopulation vor Infektion, zeigten sie 

im Beobachtungszeitraum die gleiche Kinetik wie die Gesamtheit aller CD69-

positiven Zellen, mit Spitzenwerten in Woche zwei und 24. 
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Abb.3. 22 Zeitverlauf der CD69-positiven -T-Zellen und der Subpopulationen. Dabei sind die 
Subpopulationen farblich voneinander getrennt und als Mittelwert aller Tiere dargestellt. Die CD69-
positiven -T-Zellen sind als schwarze Linie abgebildet. 

 

3.7.4.1 Korrelation des -T-Zellanteils mit der Virusbeladung im Zeitverlauf 

 

Für Woche 2, 4, 8 und 12 wurde die Virusbeladung den auf die Präwerte 

normalisierten -T-Zellwerten gegenübergestellt. Die Virusbeladung in Woche zwei 

wies eine signifikante negative Korrelation zum Anteil der -T-Zellen an den T-Zellen 

auf (Abb. 3.23, r=-0,94, p=0,016). Für die Subpopulationen wurde die 

Gegenüberstellung mit der Virusbeladung ebenfalls durchgeführt, erbrachte aber 

keine signifikante Korrelation. 
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Abb.3. 23 Korrelation der Viruslast mit den normalisierten -T-Zellen. In Woche zwei konnte eine 
signifikante Korrelation festgestellt werden (r= -0,94, p= 0,016). Untersucht wurden dabei folgende 
Zeitpunkte: 2, 4, 8 und 12 Wochen nach Infektion. 
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4 Diskussion 
 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungen einer Infektion mit 

Immundefizienzviren auf die Zusammensetzung der Leukozytenpopulation im 

peripheren Blut untersucht, um die zeitlichen Veränderungen dieser Zellen zu 

erfassen. Dafür wurden in drei unabhängigen Versuchen regelmäßig Blutproben von 

SIV-infizierten Rhesusaffen, ab dem Zeitpunkt der Inokulation bis 28 Wochen nach 

Infektion entnommen und durchflusszytometrisch analysiert. Die zeitlichen 

Veränderungen der einzelnen Lymphozytensubpopulationen wurden für jedes Tier 

auf Vorinfektionswerte normalisiert und statistisch ausgewertet. 

Der Schwerpunkt lag auf den Untersuchungen der NK-Zellen und -T-Zellen. Beide 

Zellpopulationen werden dem angeborenen Immunsystem zugeordnet (Azzoni et al., 

2002; Poccia et al., 1998). Damit nehmen sie entscheidenden Einfluss auf die frühe 

Phase einer Virusinfektion. Darüber hinaus spielen sie eine Schlüsselrolle bei der 

Aktivierung des adaptiven Immunsystems (Modlin and Sieling, 2005). 

 

Vorraussetzung für die Untersuchungen war eine exakte Definition beider 

Populationen. Die Leukozyten wurden als CD11a-positiv definiert. Anhand der 

Granularität und CD14-Expression wurden Makrophagen und Lymphozyten definiert. 

Zusätzlich wurde für die CD14-negativen Lymphozyten die Expression der 

Zellmarker CD3 (T-Zellen) und CD20 (B-Zellen) untersucht. Die -T-Zellen 

exprimierten nur CD3, die NK-Zellen waren für beide Marker negativ. Durch diese 

negative Selektion wurden die zwei Zellpopulationen von den übrigen Leukozyten 

getrennt. Es erfolgte auch eine positiv Selektion. -T-Zellen trugen auf ihrer 

Oberfläche neben CD3 den -T-Zellrezeptor, NK-Zellen die Antigene CD16 

und/oder CD159a. 

 

Im Folgenden werden zuerst die Auswirkungen der SIV-Infektion auf die NK-Zellen 

betrachtet und darauf folgend auf die -T-Zellen. 

Beim Menschen wird zur Definition und funktionellen Unterscheidung der NK-

Zellsubpopulationen neben CD16 auch CD56 herangezogen (Wilk et al., 2008). Der 

humane monoklonale Antikörper gegen CD56 konnte zur durchflusszytometrischen 

Analyse der Rhesusaffen-Proben jedoch nicht verwendet werden, da er nicht NK-

Zellen, sondern Makrophagen spezifisch bindet (Sopper et al., 1997; Webster and 
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Johnson, 2005). Bisher wurde bei Rhesusaffen noch kein Homolog für das humane 

NK-Zell-Subset CD56 identifiziert (Cooper et al., 2001). Neuere Untersuchungen 

zeigten, dass eine Kombination von Antikörpern gegen CD16 und CD159a sich zur 

Identifikation von NK-Zellen bei Rhesusaffen eignen (Mavilio et al., 2005). Eine 

alternative Charakterisierung von NK-Zellen beschreibt sie als CD3-negativ und 

CD8-positiv (Webster and Johnson, 2005). 90% dieser NK-Zellen waren auch CD16-

positiv (Webster and Johnson, 2005). Zudem waren sowohl die CD16-positiven als 

auch die CD16-negativen NK-Zellen CD159a-positiv. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die verschiedenen Definitionen kombiniert. Nach 

einer negativ Selektion (CD3-/CD14-/CD20-negativ) wurden die verbleibenden Zellen 

anhand der CD16- und CD159a-Expression positiv selektiert. Zusätzlich wurde 

nachgewiesen, dass nur rund 90% der NK-Zellen CD8-positiv waren (Daten nicht 

gezeigt) und eine CD8-negative NK Zell-Population vorhanden war. Somit 

charakterisiert die verwendete Methode die NK-Zellen von Rhesusaffen derzeit am 

genauesten. 

Vor der Infektion waren 8% der Lymphozyten NK-Zellen. Zwischen den beiden 

Präinfektionsabnahmen der Tiere bestanden teilweise signifikante Unterschiede. Die 

Mittelwerte der drei Versuche waren jedoch vergleichbar. Bisherige 

durchflusszytometrische Untersuchungen konnten einen Anstieg der NK-Zellen in der 

frühen Phase nach SIV-Infektion registrieren (Giavedoni et al., 2000). In der 

chronischen Phase ist ein Verlust von NK-Zellen an den Lymphozyten im humanen 

peripheren Blut bekannt (Fu et al., 2009). Diese NK-Zell-Reduktion korreliert mit dem 

Fortschreiten der Erkrankung (Tarazona et al., 2002). 

In den drei Versuchsreihen konnte in den ersten zwei bis vier Wochen nach Infektion 

(akute Phase bis postakute Phase) eine Steigerung des NK-Zellanteils an den 

Lymphozyten gemessen werden, mit einem Maximum vier Wochen nach Infektion. 

Der Anstieg auf zum Teil mehr als das Doppelte der Vorinfektionswerte (max. 260%, 

Versuch 3) war in allen drei Versuchen zur Woche vier signifikant. Für einzelne Tiere 

dieser 3 Versuche variierten die Werte im Infektionsverlauf jedoch stark. Frühere 

Studien zeigten auch, dass nach erreichen der Spitzenwerte, der Anteil an NK-Zellen 

im Zusammenhang mit dem Krankheitsverlauf der Tiere variierte (Giavedoni et al., 

2000). Der größte Wert wurde dabei in Woche zwei erreicht, zum Zeitpunkt der 

Spitzenvirämie. 
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In allen drei Versuchen wurde die Spitzenvirämie mit rund 1x107 RNA Kopien/ml 

Blutplasma an Tag 14 gemessen und fiel danach bis zum Beginn der chronischen 

Phase, in Woche 6 ab. Wenn man bedenkt, dass die CD4-positiven T-Zellen zu den 

Zielzellen des SI-Virus gehören und in der akuten Phase der Infektion verloren gehen 

(Wang et al., 2007), kommt es parallel zu einer relativen Zunahme der anderen 

Subpopulationen an den Lymphozyten. Interessant ist, dass auch nach dem 

Zeitpunkt der Serokonversion, also der Aktivierung des adaptiven Immunsystems, 

der Stabilisierung der CD4-positiven T-Zellzahlen und der Kontrolle der 

Virusreplikation, der Anteil der NK-Zellen an den Lymphozyten weiterhin deutlich 

erhöht war. Damit könnte die relative Erhöhung der NK-Zellen, besonders in der 

postakuten Phase, durch den Verlust der CD4-positiven T-Zellen begründet sein. 

Aber eine tatsächliche Zunahme der NK-Zellen wäre genauso möglich. Die 

Einbeziehung von Absolutzellzahlen oder detaillierte Expressionsanalysen, z.B. von 

Aktivierungsmarkern wie CD69, wären interessant gewesen. Giavedoni und Kollegen 

konnten bei infizierten Rhesusaffen eine Tendenz zum Anstieg der NK-

Absolutzellzahl im peripheren Blut nachweisen (Giavedoni et al., 2000). Aber es 

wurden nur wenige Tiere untersucht und sie wiesen auf die starke individuelle 

Varianz hin. Es gibt mehrere humane Studien die einen Verlust der absoluten NK-

Zellzahlen beschreiben, früh nach Infektion. Diesen Verlust führen sie auf 

verschiedene Subpopulationen zurück (Douglas et al., 2001; Hu et al., 1995; 

Mansour et al., 1990; Ullum et al., 1995). Von Studien anderer Krankheitsbilder, wie 

der lymphozytären Choriomeningitis, ist auch eine signifikante Reduktion von NK-

Zellen frühzeitig nach Infektion bekannt (Rodas et al., 2009). 

In der chronischen Phase kam es in den Versuchen 1 und 2 zu einer relativen 

Abnahme der NK-Zellen, im Versuch 3 blieben sie jedoch weiterhin erhöht. 

Signifikante Unterschiede zwischen den drei Versuchen bestanden dennoch nicht. 

Tendenziell war in Versuch 3 die Abnahme der Virusbeladung nach erreichen der 

Spitzenvirämie geringer und in der postakuten Phase die Viruslast höher als in den 

beiden anderen Versuchen. In diesem Versuch wurde ein anderes SIV-Isolat 

(SIVmac251) verwendet, der intravenös verabreicht wurde (Versuch 1 und 2 

SIVmac239, tonsillär). Informationen über eine veränderte Aktivierung des 

angeborenen Immunsystems, speziell der NK-Zellen durch unterschiedliche SIV-

Isolate oder Applikationen liegen bisher nicht vor. Die Befunde in den drei 

beschriebenen Versuchen sprechen demnach gegen die Vermutung von Choi und 
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Kollegen (Choi et al., 2008), dass die Inokulation über die Schleimhaut (Versuche 1 

und 2) zu einer stärkeren Antwort des angeborenen Immunsystems führt. Eine 

Gegenüberstellung von NK-Zellen und der Virusbeladung wurde ebenfalls 

durchgeführt, es konnten aber keine signifikanten Korrelationen nachgewiesen 

werden. Jason und Kollegen konnten hingegen eine signifikante positive Korrelation 

zwischen Plasma HIV-RNA Level und NK-Zellen feststellen (Jason et al., 2000). 

Die Tiere wurden auch nach ihrem Krankheitsverlauf zusammengefasst analysiert. 

Tendenziell zeigten LTNPs und Tiere mit einem schnellen Krankheitsverlauf (RPs) 

einen geringeren NK-Zellanteil an den Lymphozyten als Tiere mit AIDS oder einem 

asymptomatischem Krankheitsverlauf. Diese Ergebnisse sind nicht signifikant, da die 

Anzahl der Tiere sehr gering war und die individuellen Unterschiede sehr stark 

ausgeprägt waren. Giavedoni und Kollegen zeigten hingegen, dass RPs einen 

Anstieg der NK-Zellen in der postakuten und chronischen Phase aufwiesen 

(Giavedoni et al., 2000). Es ist zudem aus humanen Studien bekannt, dass die NK-

Zellaktivität bei LTNPs erhöht ist (Mendila et al., 1999; O'Connor et al., 2007). 

 

Zusätzlich wurde die Kinetik von drei NK-Zell Subpopulationen für alle Versuche 

untersucht. Vor der Infektion war der Anteil der CD16/CD159a-doppeltpositiven an 

den Lymphozyten mit durchschnittlich 4% am höchsten, gefolgt von der 

Subpopulation der CD16-einzelpositiven mit 2% und den CD159a-einzelpositiven mit 

<2%. Nach Inokulation der Tiere kam es in den drei Versuchen zu einem 

signifikanten Anstieg der CD16/CD159a-doppeltpositiven NK-Zellen in der akuten 

und postakuten Phase. In Versuch 1 und 2 erreichten die Werte am Ende des 

Beobachtungszeitraums wieder das Vorinfektionsniveau, in Versuch 3 blieben sie 

weiterhin erhöht. Die Kinetik der CD159a-einzelpositiven NK-Zellen war in Versuch 3 

ebenso unterschiedlich. In Versuch 1 und 2 wurde in Woche vier eine signifikante 

Zunahme mit anschließender Rückkehr auf Vorinfektionsniveau registriert. In 

Versuch 3 veränderten sich die Zellen kaum. Dem entgegen konnte in diesem 

Versuch für die CD16-einzelpositiven NK-Zellen am Ende des 

Beobachtungszeitraums ein signifikanter Anstieg gemessen werden, während in 

Versuch 1 und 2 diese Zellen zwischen Woche 2 und 8 leicht erhöht waren. Diese 

unterschiedliche Kinetik könnte erneut durch das andere Virus oder die abweichende 

Applikationsroute erklärt werden. 
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Nach HIV-Infektion ist eine Reduktion von CD159a auf NK-Zellen bekannt (Fauci et 

al., 2005; Iannello et al., 2008). Über die CD16-Expression gibt es 

widersprüchliche Berichte. So stellten Fauci und Kollegen keine Auswirkungen 

der Infektion auf diese Subpopulation (Fauci et al., 2005) fest, während Iannello 

und Kollegen eine Verminderung beschrieben (Iannello et al., 2008). Meine Daten 

zeigen hingegen eine leichte Erhöhung der CD16-einzelpositiven NK-Zellen und 

einen deutlichen Anstieg der CD159a-Expression, besonders auf den 

doppeltpositiven NK-Zellen. 

Der Anstieg der doppeltpositiven NK-Zellen bzw. die allgemeinen Veränderungen der 

einzelpositiven Populationen stellen ein verändertes Expressionsprofil dar, was auf 

eine unterschiedliche Funktion dieser Zellen hindeutet. So konnten Choi und 

Kollegen (Choi et al., 2008) durch Depletion der CD16-positiven NK-Zellen in der 

frühen Phase nach Infektion zeigen, dass diese nicht an der Kontrolle der 

Virusreplikation beteiligt waren. Der experimentelle Verlust der NK-Zellen von bis zu 

90% im Blut der Affen führte zu keiner signifikant höheren Viruslast, jedoch wurde 

der Spitzenwert früher erreicht. Andererseits wurde gezeigt, dass die zytotoxische 

Aktivität der NK-Zellen mit zunehmender Aktivierung (CD69-Expression) der CD16-

positiven NK-Zellen positiv korreliert (Giavedoni et al., 2000). Die CD16-negative NK-

Zellpopulation, die einen Großteil der humanen NK-Zellen in den Lymphknoten 

ausmacht, ist wiederum in der Lage die Virusreplikation durch Chemokinsekretion zu 

kontrollieren (Fehniger et al., 1998; Oliva et al., 1998). In meiner Arbeit konnte 

anhand von Korrelationsanalysen (nicht parametrische Spearman-Korrelation mit 

einem Konfidenzintervall von 95%, Daten nicht gezeigt) aufgezeigt werden, dass kein 

signifikanter Zusammenhang zwischen dem Anteil der drei Subpopulationen und der 

Virusreplikation bestand. Von Untersuchungen im humanen System ist bekannt, 

dass CD16-positive NK-Zellen zytotoxisch sind, CD16-negative NK-Zellen Zytokine 

freisetzen. Webster und Johnson (Webster and Johnson, 2005) konnten die 

zytotoxische Funktion auch bei CD16-positiven NK Zellen von Rhesusaffen 

nachweisen. Diese Zellen tragen eine große Zahl von Immunoglobin (IG) ähnlichen 

NK-Rezeptoren. Zudem haben sie etwa zehnmal mehr Perforine und Granzym A als 

CD16-negative NK-Zellen. Die CD16-negativen NK-Zellen enthalten jedoch viel 

Interferon  und TNF  Sezerniert können diese Interleukine antiviral wirken oder 

das erworbene Immunsystem beeinflussen (Raulet, 2004). Zur Definition der CD16-

negativen NK-Zellen im Rhesusaffen wurde CD159a verwendet. Wenn die so 
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charakterisierte Population den CD16-negativen NK-Zellen im humanen System 

gleich ist, müssten die CD159a-einzelpositiven Zellen ebenfalls Zytokine 

sezernieren. Mavilio, Benjamin und Kollegen (Mavilio et al., 2005) konnten im 

Rhesusaffentiermodell nachweisen, dass CD159a-positive NK-Zellen von 

Rhesusaffen nicht zytotoxisch sind und sich so von CD16-einfachpositiven NK-Zellen 

unterschieden. Aus den funktionellen Befunden in Bezug auf die Rhesusaffen, lassen 

sich die CD16/CD159a-doppeltpositiven NK-Zellen keiner eindeutig lytischen oder 

sekretorischen Funktion zuordnen. In früheren Studien wurde jedoch gezeigt, dass 

die Expression von CD159a auf CD16 positiven-NK-Zellen die zytotoxische Funktion 

inhibiert (Mavilio et al., 2005). Somit lässt der stärkste Anstieg nach Infektion in der 

Subpopulation der doppeltpositiven NK-Zellen eine Inhibition der zytotoxischen NK-

Zellfunktion vermuten. Der gleichzeitige Anstieg der CD159a-einzelpositiven, 

sekretorischen NK-Zellen spricht ebenfalls für einen Funktionswechsel im 

Infektionsverlauf. Das sich auch der Anteil der CD16-einzelpositiven NK-Zellen 

geringfügig erhöht, ist auf die allgemeine Aktivierung nach Infektion zurückzuführen. 

 

Im Versuch 3 wurde neben den NK-Zellen auch die Population der -T-Zellen 

untersucht. Vor der Infektion exprimierten im Mittel 5% der T-Zellen den T-

Zellrezeptor. Es konnten weder zwischen den zwei Vorinfektions-Messzeitpunkten 

der Tiere noch  unter den Tieren signifikante Unterschiede festgestellt werden. 

Interessant ist jedoch, dass das Tier mit dem höchsten Anteil an -T-Zellen (7,4%) 

den schnellsten Krankheitsverlauf und die höchste Virusbeladung zeigte. Das Tier 

mit dem niedrigsten Anteil (1,6%) hatte auch zwei Jahre nach Infektion keine AIDS-

Symptome. Es konnte aber kein allgemeiner Zusammenhang zwischen dem Anteil 

der -T-Zellen und der Überlebensdauer nach Infektion festgestellt werden (Daten 

nicht gezeigt). 

Nach Infektion wurde bei allen Tieren ein Anstieg der -T-Zellen registriert. Der 

Spitzenwert wurde erst in der postakuten Phase (Woche 4) mit einer signifikanten 

Steigerung von 57% erreicht. Im weiteren Beobachtungszeitraum blieben die Werte 

im Mittel auf diesem Niveau. Die Ergebnisse werden durch andere Studien im 

Rhesusaffentiermodell bestätigt, welche einen signifikanten Anstieg zwei bis drei 

Wochen nach Infektion beschrieben (Gan et al., 1995). Widersprüchlich ist nur, dass 

sie einen signifikanten Verlust bis auf Präinfektionsniveau sechs Wochen nach 

Infektion feststellten, sowohl prozentual als auch in den Absolutzellzahlen. 
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Bei HIV-infizierten Patienten wurde in der akuten Phase ein Anstieg der -T-Zellen 

im Blut beobachtet, prozentual aber auch in der Absolutzellzahl (Poles et al., 2003). 

Weiterhin blieb dieser Anstieg in der chronischen Phase bestehen. Es wurde aber 

nachgewiesen, dass diese Erhöhung der -T-Zellen auf eine selektive Expansion 

bestimmter Subpopulationen zurückzuführen war (Boullier et al., 1995; Poles et al., 

2003). Zusätzlich konnten Jason und Kollegen (Jason et al., 2000) eine positive 

Korrelation zwischen Plasma HIV-RNA Level und -T-Zellanteil nachweisen. Im 

Vergleich zu der NK-Zellstudie stimmen meine Ergebnisse bezüglich der -T-Zellen 

mit den publizierten von Jason überein. Die Korrelation der Viruslast mit dem Anteil 

der -T-Zellen war für die sechs untersuchten Tiere in Woche zwei signifikant. 

In dieser Arbeit wurde zusätzlich die Expression von CD8, CD69 und CD159a auf 

den -T-Zellen erfasst, um Informationen zu deren individueller Kinetik zu erhalten. 

Der Korezeptor CD8 ist in die Interaktion des TCR mit dem MH-I-Komplex involviert. 

CD8 charakterisiert die -TCR positiven T-Zellen als zytotoxische T-Lymphozyten 

(Cole and Gao, 2004). Er wird auch auf einem Teil der -TCR positiven T-Zellen 

exprimiert. Im Menschen soll nur eine kleine Subpopulation der -T-Zellen CD8 

exprimieren (Gottlieb AB et al., 1991). Die vorliegende Arbeit am Rhesusaffen kann 

das nicht bestätigten. Es ist aus früheren Studien bekannt, dass im Rhesusaffen die 

Mehrheit der -T-Zellen CD8-positiv ist und eine SIV-Infektion darauf keinen Einfluss 

hat (Gan et al., 1995). Im Mittel waren 62% der -T-Zellen bei den uninfizierten 

Tieren CD8-positiv. Nach Infektion konnten keine eindeutigen Veränderungen der 

CD8-Expression auf -T-Zellen gefunden werden. Während die Immunantwort der 

CD8-positiven -T-Zellen intensiv untersucht wurde, ist die Funktion der CD8-

positiven -T-Zellen noch nicht geklärt. CD8-negative -T-Zellen scheinen beim 

Menschen eine regulatorische Funktion auf das Immunsystem auszuüben (Bhagat et 

al., 2008). 

Der frühe Aktivierungsmarker CD69 wurde vor der SIV-Infektion auf der Oberfläche 

von etwa 24% der -T-Zellen exprimiert. Direkt nach der Infektion stieg die CD69-

Expression an und erreichte zehn Tage nach Infektion mit einer Steigerung von 82% 

den signifikanten Spitzenwert. Im weiteren Zeitverlauf nahm der Anteil der CD69-

positiven ab, blieb jedoch deutlich über dem Vorinfektionsniveau. Ab Woche 12 kam 

es zu einem erneuten Anstieg der CD69-Expression, als Zeichen einer chronischen 

Aktivierung. Die andauernde erhöhte CD69-Expression ist von verschiedenen 
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Zellpopulationen bei Mensch und Rhesusaffen bekannt (Barboza et al., 2002; 

Giavedoni et al., 2000). Auch in anderen Studien wurde der signifikante Anstieg von 

CD69-positiven -T-Zellen auf eine vorherige Aktivierung zurückgeführt (Gan et al., 

1995). 

Es ist bekannt, dass durch Stimulation verschiedener Toll-Like-Rezeptoren (TLRs) 

CD69 verstärkt auf der Oberfläche von T-Zellen exprimiert wird (Funderburg et al., 

2008), Mit TLR3 (Wesch et al., 2006) wurde auch ein spezifischer Rezeptor zur 

Aktivierung von -T-Zellen nachgewiesen. Obgleich für CD69 noch kein 

physiologischer Ligand identifiziert wurde, deuten Experimente mit monoklonalen 

Antikörpern an, dass dieser Rezeptor ein Signal-Transmitter ist (Lopez-Cabrera et 

al., 1995). Nach Bindung des Liganden an diesen Rezeptor sinkt die intrazelluläre 

Ca2+ Konzentration, es folgt eine vermehrte Zytokin Synthese und Zellproliferation 

(Cebrian et al., 1988; Nakamura et al., 1989; Santis et al., 1992). Die HIV-Infektion 

induziert in vitro die Expression von CD69 und damit die Proliferation von T-Zellen 

(Cambiaggi et al., 1992). Durch Zytokin Sekretion können aktivierte -T-Zellen das 

adaptive Immunsystem stimulieren und bilden somit eine Brücke zwischen 

angeborenem und erworbenem Immunsystem. 

Das dritte untersuchte Oberflächenantigen CD159a ist Teil eines inhibierenden 

Rezeptors, der auf NK- und T-Zellen entdeckt wurde (Gunturi et al., 2004). Vor der 

Infektion waren etwa 22% der -T-Zellen CD159a-positiv. Nach Infektion erhöhte 

sich dieser Anteil kontinuierlich und erreichte in der chronischen Phase, Woche 12, 

den signifikanten Spitzenwert mit einer Erhöhung von 62%. Dieser hohe Anteil an 

CD159a-positiven -T-Zellen blieb über den weiteren Beobachtungszeitraum 

erhalten. Vermutlich handelt es sich um sekretorische Zellen, die Zytokine 

produzieren. Es ist bekannt, dass in Folge einer Plasmodium falciparum Infektion die 

Expression von CD159a auf -T-Zellen gesteigert war (D'Ombrain et al., 2007). -

T-Zellen, die durch einen Erreger aktiviert wurden sezernierten IFN . Bei ihnen war 

der hemmende NK-Zell Rezeptor CD159a vermehrt, während die nicht aktivierten 

Zellen vermehrt den aktivierenden Rezeptor CD158a (KIR2DL1) trugen und kein IFN 

 sezernierten. 

Die deutlichsten Veränderungen nach Infektion konnten bei den CD69-positiven -T-

Zellen registriert werden. Deshalb erfolgte zusätzlich eine Untersuchung der 

Mehrfachexpression der anderen Marker auf diesen Zellen. Vor der Infektion waren 

16% CD69-einzelpositiv, 73% CD8/CD69-doppeltpositiv und 11% CD69/CD159a-



Diskussion    55

doppeltpositiv. Die Definition von dreifachpositiven Zellen über computergestützte 

boolesche Verknüpfungen wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgeführt. 

Nach Infektion kam es im Vergleich zur allgemeinen Kinetik der -T-Zellen zu einem 

überdurchschnittlichen Anstieg der CD69/CD159a-doppelpositiven auf das dreifache 

der Präinfektionswerte. Auch die CD69-einzelpositiven zeigten einen stärkeren 

prozentualen Anstieg im Zeitverlauf als die Gesamtheit der -T-Zellen. 

Es ist bekannt, dass CD69 die zytotoxische Aktivität von T-Zellen steigert 

(Moretta et al., 1991). CD159a hingegen ist ein inhibierender Rezeptor, der die 

Proliferation von -T-Zellen hemmt (Wesch and Kabelitz, 2003). Es konnte eine 

vermehrte Expression nach einer HIV-Infektion registriert werden (Wesch and 

Kabelitz, 2003). 

Die Analyse der Präwerte basierend auf der CD8- bzw. CD159a-Expression anstelle 

von CD69 ergab, dass die Mehrheit der CD8-positiven -T-Zellen einzelpositiv und 

die Mehrheit der CD159a-positiven Zellen auch doppeltpositiv für CD8 war. Diese 

vorrangige Expression von CD8 in allen Subpopulationen könnte auf eine höhere 

Relevanz der MHC-I-Erkennung auf rhesus -T-Zellen im Gegensatz zum 

Menschen hindeuten. CD8-positive -T-Zellen scheinen zudem in die Interferon  

Sekretion involviert zu sein. Dies wurde bisher nur im Zusammenhang mit 

allergischem Asthma beschrieben (Isogai et al., 2007). 

 

Die Tiere der drei Versuche hatten einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund. 

Ihr MHC-Typ wurde durch die Arbeitsgruppe von Dr. Sauermann am Deutschen 

Primatenzentrum bestimmt. MHC-Klasse-I-Allele spielen eine Schlüsselrolle in der 

Immunantwort auf intrazelluläre Pathogene (Ouyang et al., 2009/a; Ouyang et al., 

2009/b). Sechs Tiere waren MamuA*01- bzw. B*17-positiv. Fünf von ihnen zeigten 

auch über zwei Jahre nach Infektion keine Anzeichen von AIDS. Damit trugen über 

70% der in dieser Arbeit untersuchten Langzeitüberlebenden eine vorteilhafte MHC-

Variante. Mühl und Kollegen (Muhl et al., 2002) zeigten, dass MamuA*01-positive 

Tiere weniger Virus produzierten und länger überlebten. Die langzeitüberlebenden 

MamuA*01-positiven Tiere entwickeln eine starke Immunantwort gegen Gag181-189 

Epitop (Miller et al., 1991), das von Mamu A*01 präsentiert wird. 

Bei drei der sechs Tiere (2139, 2155, 2191) die MamuA*01- bzw. B*17-MHC-positiv 

waren, sank die Virusbeladung nach Infektion im Blutplasma schneller ab. Ebenso 

war die Spitzenvirämie bei den Tieren 2139 und 2155 im Vergleich zu den übrigen 
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Tieren deutlich reduziert. Fünf der sechs Tiere erkrankten im Beobachtungszeitraum 

von zwei Jahren nicht an AIDS. Im Verlauf der Infektion unterschieden sich bei 

diesen Tieren die NK- und -T-Zell-Populationen nicht signifikant von denen der 

übrigen Tiere. 

Bei Tier 12529 des Versuchs 2 wurde nur einmal Virus im Blutplasma detektiert, 225 

RNA Kopien pro ml (Woche zwei). Möglicherweise war dieses Tier nicht tonsillär 

infiziert worden. Dagegen spricht jedoch die sehr starke Erhöhung der NK-Zellen 

nach der Infektion. In Woche vier wurde der Spitzenwert von 462% erreicht. Dieser 

Anstieg war auf die Subpopulation der CD16/CD159a-doppeltpositiven NK-Zellen 

zurückzuführen. Wahrscheinlich führte eine nicht nachweisbare Virusvermehrung zu 

einer signifikanten Immunreaktion. Eine von der SIV-Infektion unabhängige 

Aktivierung kann aber nicht ausgeschlossen werden.  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine detaillierte Kinetik von NK-Zellen und -T-

Zellen in der frühen Phase nach SIV-Infektion erstellt und mit der Virusbeladung und 

dem genetischem Hintergrund der Tiere verglichen. Diese Zellen sind besonders 

interessant weil sie zwischen angeborener und adaptiverer Immunantwort vermitteln. 

In der akuten Infektionsphase waren die -T-Zellen signifikant erhöht und aktiviert. 

Bei diesen wurde eine verstärkte Expression von CD159a gemessen. CD159a ist 

Teil eines inhibierenden Rezeptors, der wahrscheinlich die zytotoxische Funktion von 

-T-Zellen beeinflusst. Im Gegensatz zu -T-Zellen von Menschen tragen die von 

Rhesusaffen sehr häufig das Oberflächenmolekül CD8. Dieses deutet darauf hin, 

dass sich die Abwehrmechanismen von Menschen und Rhesusaffen unterscheiden. 

In der postakuten Phase, ab Woche vier, waren die NK-Zellen signifikant vermehrt. 

Bei diesen konnte erstmalig nach einer SIV-Infektion eine Zunahme sekretorischer 

bei gleichzeitiger Abnahme zytotoxischer Zellen beobachtet werden. Die 

beobachteten Veränderungen der Zellpopulationen und –funktionen sind 

offensichtlich Ausdruck der Rekrutierung der spezifischen Immunabwehr durch die 

angeborene. Um die Rolle der NK-Zellen und -T-Zellen für die Immunabwehr für 

Immundefizienz-Virusinfektion genauer zu beschreiben, wären weitere 

Funktionsanalysen notwendig. In dieser Arbeit wurden NK- und -T-Zellen 

ausschließlich aus peripherem Blut gewonnen. Daher wäre es von Interesse ihr 

Vorkommen und ihren Aktivierungsgrad in anderen lymphoiden Organen, wie 

Lymphknoten und dem Schleimhaut-assoziierten-lymphoiden Gewebe zu 

untersuchen. 
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5 Zusammenfassung 
 
Die HIV-Infektion und AIDS entwickelten sich in den letzen 25 Jahren zur Pandemie. 

2006 waren rund 39 Millionen Menschen mit HIV infiziert. Das aussagekräftigste 

Modell für die Erkrankung des Menschen ist die experimentelle Infektion von 

Rhesusaffen mit dem Affen-Immundefizienz-Virus, SIV. In dieser Arbeit wurde zum 

Studium des Infektionsverlaufs die Kinetik von Lymphozytenpopulationen im 

Tiermodell untersucht. Dabei konzentrierte man sich auf die Populationen der NK-

Zellen und der -T-Zellen. Beide sind an der zellulären Abwehr früh nach der 

HIV/SIV-Infektion als Vertreter der angeborenen Immunantwort und als Bindeglied 

zur erworbenen Immunantwort durch Zytokinsekretion beteiligt. 

NK-Zellen und -T-Zellen wurden zusammen mit anderen Leukozytenpopulationen 

aus peripherem Blut isoliert. Mit Hilfe von monoklonalen Fluoreszenz-markierten 

Antikörpern erfolgte die Detektion von bis zu zehn Oberflächenmolekülen, welche 

anschließend mit den Größe- und Granularitäts-Charakteristika im 

Durchflusszytometer erfasst wurden. 

Bei den NK-Zellen wurde die Veränderung der Populationsgröße, aber auch des 

Differenzierungsgrads einzelner Zellen, durch die Bestimmung der Expression von 

CD16 und CD159a gemessen. Früh nach Infektion vergrößerte sich die NK-

Zellpopulation in Relation zu den Vorinfektionswerten. Der Spitzenwert wurde dabei 

am Anfang der postakuten Phase erreicht und fiel in den folgenden Wochen teilweise 

bis unter die Vorinfektionswerte ab. In den untersuchten Subpopulationen zeigten 

sich die deutlichsten Veränderungen in der CD159a-Expression. Dieses 

Oberflächenantigen ist als Teil eines Rezeptors an der Inhibition der zytotoxischen 

NK-Zellaktivität beteiligt. 

Die Anzahl der -TCR-positiven Zellen an den T-Zellen nahm früh nach der Infektion 

signifikant zu und erreichte ebenfalls zu Beginn der postakuten Phase ein Maximum. 

Im Beobachtungszeitraum von 24 Wochen blieben die -T-Zellen in Relation zu den 

Vorinfektionswerten deutlich erhöht. Die zwei Subpopulationen der CD69- und 

CD159a-positiven -T-Zellen zeigten einen überdurchschnittlichen Anstieg, der in 

der chronischen Phase erhalten blieb. 

Die beobachteten Veränderungen dieser Zellpopulationen und –funktionen sind 

offensichtlich Ausdruck der Rekrutierung der spezifischen Immunabwehr durch die 

angeborene Immunabwehr in der frühen Phase einer SIV-Infektion. 
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