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ZUSAMMENFASSUNG

ZUSAMMENFASSUNG

Seit der Entdeckung des HI-Virus (HIV) Anfang der achtziger Jahre des letzten Jahrhunderts
entwickelte sich die HIV-Infektion zu einer globalen Epidemie mit mittlerweile Gber 30 Millionen
Infizierten. Aufgrund gemeinsamer Transmissionswege ist eine wachsende Zahl dieser Patienten
zusatzlich mit dem Hepatitis C-Virus (HCV) infiziert. Nach letzten Schatzungen sind weltweit bis zu 7
Millionen Menschen mit HIV und HCV koinfiziert.

Die HIV/HCV-Koinfektion stellt damit ein zunehmendes epidemiologisches und medizinisches
Problem dar. HCV-assoziierte Erkrankungen zahlen mittlerweile zu den haufigsten Todesursachen bei
HIV-infizierten Patienten. Zudem konnte gezeigt werden, dass die HIV/HCV-Koinfektion mit einem
beschleunigten Verlauf der Hepatitis C assoziiert ist. Inwieweit dagegen eine Koinfektion mit HCV
Einfluss auf die Progression der HIV-Infektion nimmt, ist bislang immer noch unklar und die bisher
veroffentlichen Studien zeichnen ein komplexes und uneinheitliches Bild.

Ziel dieser Arbeit war es daher, die Auswirkungen einer HCV-Koinfektion auf HIV-assoziierte
Mechanismen der Depletion von T-Helferzellen naher zu untersuchen und die Ergebnisse in
Zusammenhang mit den bislang publizierten Studien zum klinischen Verlauf der HIV/HCV-Koinfektion
zu setzen. In dieser Arbeit wurden daher der Zelltod und die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen bei
Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion ndher beleuchtet. Beide Mechanismen sind zentrale Siulen
der T-Zell-Homoostase. Diese ist durch die chronische HIV-Infektion gestort und wird moglicherweise
auch durch eine HCV-Koinfektion beeintrachtigt.

Im ersten Teil der Arbeit wurde die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen von Patienten mit einer
HIV/HCV-Koinfektion bestimmt. Die Produktion immunokompetenter T-Helferzellen erfolgt durch die
Differenzierung von Vorlaufern der T-Zellen im Thymus. Vorangegangene Arbeiten konnten bereits
zeigen, dass die HIV-Replikation auch im Thymus stattfindet und eine HIV-Infektion mit einem
verringerten Anteil der kirzlich aus dem Thymus ausgewanderten T-Helferzellen (engl. recent thymic
emigrants, RTE) assoziiert war.

In dieser Arbeit wurde die Anzahl von RTE durch die Quantifizierung von sogenannten TRECs
(engl. T cell receptor excision circles) ermittelt. TRECs sind stabile extrachromosomale, bei der Mitose
nicht-replizierte DNA-Schnittprodukte, die im Zuge der Gen-Neuordnung bei der Bildung des T-Zell-
Rezeptors im Thymus entstehen. Die Quantifizierung von TRECs wurde durch Douek et al. im Jahr
1998 als Methode zur Bestimmung der Thymusfunktion etabliert.

Unsere Ergebnisse zeigten, dass Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion im Vergleich zu
Patienten mit einer HIV-Monoinfektion verringerte TREC-Konzentrationen in ihren CD4" T-Zellen

aufwiesen. Diese Befunde deuten auf eine verminderte de novo Produktion von T-Helferzellen durch
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den Thymus bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten hin. Die Gegenliberstellung der Ergebnisse mit der
vorhandenen Literatur offenbarte jedoch zum einen Probleme in der Vergleichbarkeit der Resultate.
So wurden neben der T-Helferzell-Zahl auch PBMC als Bezugssystem fiir die TREC-Konzentration
verwendet. Zum anderen kamen die einzelnen Autoren zu unterschiedlichen Ergebnissen beziiglich
eines moglichen Einflusses der HCV-Infektion auf die de novo Produktion von T-Helferzellen. Ein
weiteres biologisches Problem, welches die Aussagekraft von TREC-Werten einschrankt, ist die
vermehrte Zellteilung im Zuge der HIV- und HCV-assoziierten Immunaktivierung. Auch diese ist in der
Lage die TREC-Konzentrationen zu beeinflussen.

Vor diesem Hintergrund war die Frage, inwieweit eine verminderte Produktion des Thymus Anteil
an dem schlechteren immunologischen Verlauf der HIV-Infektion bei Patienten mit einer HCV-
Koinfektion hat, nach unseren Ergebnissen und der vorhandenen Literatur schwer zu beantworten,
letztendlich jedoch eher zu verneinen.

Der zweite Teil der Arbeit beschiftigte sich mit der Analyse des Zelltods von CD4" T-Zellen bei
Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion. Hierzu wurde der Anteil apoptotischer T-Helferzellen in
verschiedenen Patienten- und Kontrollgruppen bestimmt. Vorangegangene Arbeiten konnten zeigen,
dass Apoptose einen wichtigen Mechanismus bei der fortschreitenden Depletion von CD4" T-Zellen
bei HIV-Infizierten darstellt.

Frihere Befunde, die eine signifikante Assoziation der HIV-Infektion mit einer erhdhten
Apoptoserate der T-Helferzellen beobachteten, konnten durch unsere Ergebnisse bestatigt werden.
Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass im Gegensatz zu Patienten mit einer HCV-Monoinfektion
eine HCV-Koinfektion einen pro-apoptotischen Effekt bei unbehandelten HIV-positiven Patienten hat.
Wahrend eine HCV-Monoinfektion verglichen mit gesunden Probanden keinen signifikanten Einfluss
auf die Apoptoserate von T-Helferzellen hatte, war der Anteil apoptotischer Zellen bei Patienten mit
einer HIV/HCV-Koinfektion signifikant erhoht, sowohl im Vergleich zu gesunden Probanden als auch
im Vergleich zu HIV- und HCV-monoinfizierten Patienten. Zudem konnte gezeigt werden, dass die T-
Helferzell-Apoptoserate beider HIV-positiver Patientengruppen mit der HIV-Last korrelierte.

Bei Patienten, die durch eine effektive antiretrovirale Kombinationstherapie eine maximale
Suppression der HIV-Replikation aufwiesen, konnte demnach kein direkter Einfluss der HCV-
Koinfektion auf die Apoptoserate von CD4" T-Zellen beobachtet werden. Der Anteil apoptotischer T-
Helferzellen von therapierten HIV/HCV-koinfizierten Patienten unterschied sich nicht gegeniiber der
der HIV-monoinfizierten Patientengruppe. Eine residuale Apoptose im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe konnte jedoch in beiden Patientengruppen nachgewiesen werden. Die Stratifizierung
der Patienten nach der Zusammensetzung ihrer antiretroviralen Therapie lieferte einen Hinweis auf

einen moglichen pro-apoptotischen Effekt von Protease-Inhibitoren.
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Im letzten Teil der Arbeit konnte ein moéglicher zugrundeliegender Mechanismus zur Klarung der
hohen CD4" T-Zell-Apoptoserate bei unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten identifiziert
werden. So konnte nachgewiesen werden, dass die bereits bei der HIV- und HCV-Monoinfektion
beschriebenen Veranderungen der Rezeptor-vermittelten Apoptose bei Patienten mit einer
HIV/HCV-Koinfektion einen synergistischen Mechanismus darstellen, der in Uberstimmung mit den
ermittelten Apoptoseraten der einzelnen Patientengruppen stand.

Es konnte gezeigt werden, dass eine erhéhte Expression des Apoptose-vermittelnden Rezeptors
Fas auf CD4" T-Zellen mit einer HIV/HCV-Koinfektion assoziiert war, nicht nur im Vergleich mit
gesunden Probanden, sondern auch im Vergleich mit einer HIV-Monoinfektion. Ubereinstimmend
damit waren T-Helferzellen von HIV/HCV-koinfizierten Patienten am empfindlichsten gegenuber
FasL-induzierter Apoptose in vitro. Die in HIV- und HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtete
verstarkte Expression und Sekretion des korrespondieren Liganden FasL war dagegen hauptsachlich
HIV-induziert. Im Gegensatz zur signifikanten Reduktion der Apoptoserate von T-Helferzellen im
Vergleich zu virdmischen HIV-positiven Patienten konnte bei Patienten mit nicht-nachweisbarer HIV-
Last beziglich der Fas-Expression nur eine geringe Abnahme beobachtet werden. Eine effektive
antiretrovirale Therapie war dagegen mit einer Normalisierung des Fas-Liganden assoziiert, sowohl
bei HIV-monoinfizierten als auch bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten.

Die ermittelten Resultate weisen auf eine synergistische Interaktion von HIV und HCV auf die
Fas/FasL-vermittelte Induktion von Apoptose in CD4" T-Zellen hin und unterstreichen zudem die
bedeutende Rolle des Fas-Systems in der Pathogenese der HIV- und HCV-Infektion und im
Besonderen in der HIV/HCV-Koinfektion. Des Weiteren unterstiitzen die Ergebnisse die Theorie, dass
eine HCV-Koinfektion mit einem beschleunigten Verlauf der HIV-Infektion bei unbehandelten
Patienten assoziiert sein kdnnte. Der von Carlos et al. beobachtete verstirkte Verlust von CD4" T-
Zellen bei unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten ware demnach durch die hohe
Apoptoserate erklarbar.

Dagegen lieferten die erbrachten Ergebnisse keinen Hinweis auf einen negativen Einfluss der HCV-
Koinfektion auf die Immunrekonstitution im Rahmen einer effektiven antiretroviralen Therapie.
Damit stiitzen sie die Beobachtungen neuerer Studien, die im Gegensatz zu alteren Studien keinen
Unterschied mehr im Anstieg der T-Helferzell-Zahl zwischen HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-

koinfizierten Patienten fanden.






EINLEITUNG 1

1 EINLEITUNG

Die HIV-Infektion und die Hepatitis C sind global verbreitete Infektionskrankheiten. Sie stellen die
betroffenen Patienten, behandelnden Arzte sowie die Gesellschaften vor groRe medizinische und
soziale Probleme. Aufgrund von gemeinsamen Transmissionswegen ist eine wachsende Anzahl von
Menschen sowohl mit dem HI-Virus als auch mit dem Hepatitis C-Virus infiziert (HIV/HCV-
Koinfektion).

Die HIV/HCV-Koinfektion hat gravierende Auswirkungen auf den klinischen Verlauf und das
Management der beiden Infektionen und stellt daher ein zunehmendes medizinisches und
epidemiologisches Problem dar™.

Die wachsende Bedeutung der Koinfektion zeigt sich darin, dass Hepatitis C-Virus (HCV)-
assoziierte Erkrankungen mittlerweile zu den haufigsten Todesursachen bei HIV-infizierten Patienten
zdhlen und die Koinfektion mit HCV mit einer gesteigerten Gesamtmortalitdt in dieser

Patientengruppe verbunden ist*>.

1.1 Das humane Immundefizienz-Virus (HIV)

Das humane Immundefizienz-Virus (HIV) ist 1983 als der auslésende Erreger der erworbenen
Immunschwiche AIDS (engl. Acquired Immune Deficiency Syndrome) identifiziert worden®. Die
Infektion flhrt zu einer sich im Laufe der Zeit entwickelnden Immunschwache. Das Endstadium wird
als AIDS bezeichnet. AIDS zeichnet sich durch schwere opportunistische Infektionen aus und wurde

erstmals 1981 bei einer Gruppe junger homosexueller Manner beschrieben®.

1.1.1 Taxonomie

Die taxonomische Klassifizierung von Viren erfolgt Gber die Genomorganisation und der Art der
Replikation. Aufgrund dieser Merkmale wird das HI-Virus in die Familie der Retroviridae eingeordnet.
Diese umfasst sieben verschiedene Gattungen, zu denen auch der Genus der Lentiviren zahlt, in dem
das HI-Virus einzuordnen ist.

Zwei Subtypen des HI-Virus, als HIV-1 und HIV-2 bezeichnet, sind bislang identifiziert worden®.
Aufgrund von Sequenzunterschieden wird HIV-1 in weitere Untergruppen unterteilt. Hierzu gehoren
die Hauptgruppe M (major group) mit neun Subtypen, sowie die Gruppen O und N”%.

Die Urspriinge des HI-Virus gehen mit aller Wahrscheinlichkeit auf die Ubertragung von Viren aus
der Gruppe der simianen Immundefizienz-Viren (SIV) von bestimmten Primaten (Altweltaffen und

Menschenaffen) auf den Menschen zuriick (Zoonose)®. Die phylogenetischen Wurzeln des Subtyps
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HIV-1 sind héchstwahrscheinlich bei Schimpansen (Pan troglodytes) zu finden, deren SIV,, starke
Ahnlichkeit mit HIV-1 aufweist'. HIV-2 dhnelt dagegen SIV,, aus westafrikanischen schwarzen
Mangaben (Cercocebus atys) und wurde vermutlich mehrfach separat auf den Menschen tibertragen.

SIV [6st bei Schimpansen und Rhesus-Makaken eine AIDS-dhnliche Erkrankung aus™*2.

1.1.2 Epidemiologie

Nach den letzten Erhebungen von UNAIDS waren im Jahr 2009 weltweit ca. 33,3 Millionen
Menschen mit dem HI-Virus infiziert**. Davon waren 2,6 Millionen Fille auf Neuinfektionen
zurlickzufiihren. Die Zahl der AIDS-assoziierten Todesfalle lag im Jahr 2009 bei 1,8 Millionen. Der
groRte Teil der weltweiten Erkrankungen und Todesfélle ist auf eine Infektion mit HIV-1 (> 99 %)
zurickzufiihren. Die Infektion mit HIV-2 zeichnet sich dagegen durch eine reduzierte Pathogenitat
aus und beschrankt sich vor allem auf Westafrika und die ehemaligen portugiesischen Kolonien

14,15

(Brasilien, Angola, Guinea-Bissau) ™. Mittlerweile breitet sich HIV-2 auch im Sidwesten Indiens

aus'®.
In Deutschland lebten zum Ende des Jahres 2010 ca. 70.000 Menschen mit HIV/AIDSY. Wahrend
die Zahl der HIV-Neuinfektionen im Jahr 2010 bei ca. 3000 lag, wurden etwa 550 Todesfélle von HIV-

Infizierten registriert.

1.1.3 Ubertragung

Das HI-Virus wird hauptsachlich durch ungeschiitzte Sexualkontakte libertragen. In 80 % der Félle
erfolgt die Infektion durch homo- oder heterosexuelle Transmission'®. Des Weiteren ist auch eine
Infektion durch kontaminiertes Blut, sowie durch die vertikale Ubertragung von der Mutter auf das
Kind moglich. Die hochsten Viruskonzentrationen sind im Blut und in der Samenflissigkeit von HIV-
Infizierten zu finden™.

Beziiglich der sexuellen Transmission von HIV hidngt die Effizienz der Ubertragung im
Wesentlichen von der Viruskonzentration in Samen- und/oder Vaginalflissigkeit ab.
Beeintrachtigungen der mukosalen Barriere des Genitaltraktes durch Verletzungen, Entziindungen
und Geschlechtskrankheiten steigern das Risiko einer HIV-Infektion®. Je nach Art der Sexualpraktik
liegt das Transmissionsrisiko zwischen 0,03 % und 5,6 % je Kontakt?".

Die Hauptrisikogruppe fiir die HIV-Ubertragung lber das Blut sind Konsumenten von intravends
applizierten Drogen (engl. intravenous drug users, IVDU). Die Infektion erfolgt hierbei im
Wesentlichen Uber die gemeinsame Nutzung von Spritzenutensilien. Das Infektionsrisiko durch
infizierte Blutkonserven und Blutprodukte ist in Deutschland seit der Einflihrung eines HIV-

Antikorpertests im Jahr 1985 und weiterer diagnostischer Tests vernachlassigbar.
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Das Risiko einer vertikalen Ubertragung von HIV durch die Mutter auf das Kind kann bis zu 40 %
betragen. Die Transmissionsrate kann jedoch durch verschiedene MaRnahmen wie eine prophylak-

tische antiretrovirale Therapie, Kaiserschnittgeburt oder Stillverzicht, stark gesenkt werden®.

1.1.4 Klinischer Verlauf

Infolge einer Ubertragung kommt es zur Infektion der Zielzellen des HI-Virus. Hierzu z&hlen Zellen
des Immunsystems, die auf der Zelloberfliche den Rezeptor CD4 exprimieren®”?. Insbesondere CD4*
T-Lymphozyten werden infiziert. Diese sogenannten T-Helferzellen besitzen eine wichtige Rolle bei
der Vermittlung und Verstarkung der adaptiven Immunantwort.

Die akute Phase der HIV-Infektion ist mit einer hohen Virusreplikation und einer unkontrollierten
Neuinfektion von T-Helferzellen assoziiert (Abbildung 1.1). Als Folge kommt es zum vermehrten Tod
von T-Helferzellen vornehmlich im Lymphgewebe und im lymphatischen Gewebe des Magen-Darm-
Trakts®*. Diagnostisch I3sst sich dies an einem starken Abfall der CD4* T-Zellzahl im Blut und an einem
Anstieg des Virustiters auf bis zu 10® Partikel/ml Blut feststellen. Die akute HIV-Infektion fihrt in 40 -
90 % der Falle zu tempordren Symptomen. Hierzu zahlen vor allem Fieber und ein makulopapularer

Hautausschlag®.

Primar- | Akute Phase Latenz-Phase (asymptomatisch) AIDS und Tod
Infektion | 1 r " r 1
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Abb. 1.1: Klinischer Verlauf der HIV-Infektion (verdndert nach 26).
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Der Primarinfektion schlieBt sich eine symptomfreie Latenzphase an, die zwischen 8 — 10 Jahre

andauert®’*®

. Diese wird zu Beginn durch ein Absinken der Viruskonzentration infolge der adaptiven
Immunantwort und einem partiellen Anstieg der T-Helferzahl im peripheren Blut charakterisiert.
Wihrend sich die CD4" T-Zellzahl nicht mehr vollstindig erholt, verbleibt der Virustiter auf einem
unterschiedlich niedrigerem Niveau, der als viraler Set Point bezeichnet wird und als starker
Pradiktor fiir die spatere Progression der HIV-Infektion dient®. In der Folge fihrt die anhaltende
Virusreplikation zu einem stetigen Verlust von CD4" T-Zellen und einem Absinken der T-Helferzahl.
Unterhalb von 200 Zellen/ul kommt es zunehmend zum Auftreten von opportunistischen und
anderen AIDS-definierenden Erkrankungen, wie z.B. Herpes zoster-Infektionen, Candidosen,

Pneumocytis-Pneumonie und das Karposi-Sarkom. Diese filihren bei stark immungeschwachten

Patienten letztlich zum Tod.

1.1.5 Aufbau

HIV-1 und HIV-2 sind im elektronenmikroskopischen Bild kaum zu differenzieren, weisen in ihrer
RNA-Sequenz jedoch nur 40 — 60 % Homologie auf*°. Aufgrund der weltweiten Verbreitung von HIV-1
wird im Weiteren nur dieser Subtyp beschrieben.

Das HI-Virus hat einen Durchmesser von ca. 100 nm und wird von einer Lipoproteinhiille
umgeben. In die Hillmembran sind virale Glykoproteinkomplexe (gp160) integriert (Abbildung 1.2).
Sie bestehen aus dem Transmembranprotein gp4l und dem Hillprotein gp120, welches nicht-
kovalent an gp41l gebunden ist. Zudem enthélt die aus der Wirtszellmembran hervorgegangene
Virushiille verschiedene wirtseigene Proteine, wie z.B. HLA-Klasse-l und -Il Molekile sowie
Adhdsionsproteine.

Die Innenseite der Virushille wird vom Matrixprotein pl7 ausgekleidet. Im Inneren des
Viruspartikels befindet sich das Nukleokapsid, welches sich aus einem konischen Kapsid und einem
darin enthaltenen Protein-Nukleinsdurekomplex zusammensetzt. Das Kapsid besteht aus dem
Kapsidprotein p24 und ist (iber das Link-Protein p6 mit der Hillmembran verbunden. Der Protein-
Nukleinsdurekomplex besteht aus zwei viralen RNA-Genomen, die am Nukleokapsidprotein p7 sowie
der reversen Transkriptase (p66) gebunden sind. AuRerdem befinden sich noch weitere, fiir die
Virusreplikation essentielle Proteine im Kapsid, z.B. die Integrase (p32) und die Protease (p11).

Das Genom von HIV-1 besteht aus einer einzelstrangigen RNA und hat eine GréRe von ca. 9,6 kbp.
Der Aufbau des Genoms folgt mit 5'LTRgag- pol-env-LTR3’ dem klassischen Schema retroviraler
Viren. Die als LTR (engl. long terminal repeat) bezeichneten Regionen am Anfang und Ende des
Genoms sind fir die Integration des Virusgenoms in das Wirtsgenom essentiell. Gag

(Gruppenantigen) kodiert flir das das Matrixprotein p17 sowie fiir Bestandteile des Nukleokapsids
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(p24 und p7). In der Pol-Region (Polymerase) liegt die genetische Information fiir die nicht-
strukturellen Proteine, Protease, reverse Transkriptase und Integrase. Die Gene der env-Region (engl.
envelope) kodieren dagegen fir die Glykoproteine gp41 und gp120 der Virushille. Des Weiteren sind
im HIV-Genom noch sechs weitere Proteine codiert, die akzessorische (nef, vif, vpr und vpu) bzw.

regulatorische (tat und rev) Aufgaben erfillen.

AuRere Hiille

Innere Hiille

Transkriptase

Integrase
Protease

Nukleokapsid

Abb. 1.2: Schematischer Aufba HI-Vir
b € sche bau des us (Hlustration: M. Gusovius, verdndert nach 31)

1.1.6 Replikationszyklus

Der Replikationszyklus des HI-Virus beginnt mit der Infektion der entsprechenden Wirtszelle.
Bereits ein Jahr nach der Entdeckung des HI-Virus wurde 1984 das CD4-Molekil als essentieller

2223 CD4 ist als Korezeptor Bestandteil des T-Zellrezeptors, welcher

Rezeptor fur HIV identifiziert
MHC-Klasse Il Molekiile auf Antigen-prasentierenden Zellen (APC) erkennt. Neben T-Lymphozyten
exprimieren auch Monozyten, Makrophagen und dendritische Zellen CD4 auf ihrer Oberflache.

Die Adsorption des Virus an der Oberflache der Wirtszelle erfolgt durch die Bindung von gp120 an
das CD4-Molekdil. Fir die Verschmelzung des Viruspartikels mit der Wirtszellmembran bendtigt HIV
einen viralen Korezeptor. Die Chemokin-Rezeptoren CCR5 und CXCR4 wurden 1996 als essentielle

32333433 Fine Konformations-

Korezeptoren fiir die Fusion des Virus mit der Wirtszelle identifiziert
anderung im Zuge der CD4-Bindung ermoglicht es dem gp120-Molekiil, eine Interaktion mit dem
entsprechenden Korezeptor einzugehen. Diese l|6st eine Konformationsanderung des trans-
membranen gp41-Molekils aus und flhrt schlieRlich zur Verschmelzung der Virushille mit der
Wirtszellmembran.

HIV-1 Isolate lassen sich grundsatzlich in monozytotrope und T-lymphotrope Isolate einteilen.

Monozytotrope Isolate verwenden CCR5 als Korezeptor und infizieren vorwiegend Monozyten und



6 EINLEITUNG

Makrophagen, T-lymphotrope Isolate infizieren vorwiegend aktivierte CD4-positive Zellen Uber
CXCR4™.

Nach der Fusion gelangt das intakte virale Kapsid ins Zellinnere und wandert in Richtung des
Zellkerns. Innerhalb des Kapsids wird dann bereits das RNA-Genom des HI-Virus durch die Reverse
Transkriptase in doppelstrangige DNA umgeschrieben. Mit Erreichen der Kernporen ist die
Transkription beendet und es folgt die Freisetzung des Kapsid-Inhalts (,,uncoating”)®’.

Fir die erfolgreiche Replikation des HI-Virus ist die Integration der proviralen DNA in das
Wirtszellgenom unabdingbar. Die virale Integrase vermittelt die Translokation des sogenannten
Praintegrationskomplexes in den Zellkern und die Integration der Virus-DNA in das Zellgenom. Das
nun integrierte Provirus kann tiber Monate oder Jahre im Genom der Wirtszelle verbleiben. Mit der
Aktivierung der Zielzelle kommt es zur Transkription der Provirus-DNA. Die Synthese der friihen
regulatorischen Proteine tat und rev, welche die Aktivitat der Expression beeinflussen, fihrt zu einer
verstarkten Transkription von viralen mRNAs sowie des Virusgenoms. Die Translation der mRNAs
flhrt zur Synthese der Strukturproteine und viralen Enzyme, die vorerst als Polyproteine vorliegen.
Die gebildeten viralen Bestandteile lagern sich nun an der Plasmamembran zusammen. Im Zuge der
Spaltung der Prakursorproteine durch die virale Protease kommt es zur Knospung unreifer
Viruspartikel (,,budding”). Dieser Vorgang |0st in der Wirtszelle den programmierten Zelltod aus. Die
freigesetzten Viruspartikel reifen durch die weitere Prozessierung der Vorlauferproteine durch die
virale Protease und sind anschlieRend als infektitse Virionen wieder in der Lage erneut Zellen zu

infizieren.

1.1.7 Therapie der HIV-Infektion

Ziel der Behandlung der HIV-Infektion ist die effektive Suppression der HIV-Replikation und eine
damit einhergehende Erholung der CD4" T-Zellzahlen im Blut (Immunrekonstitution). Im Weiteren
wird eine vollstandige Eradikation moglicher Reservoire des HI-Virus verfolgt. Als potentielle
Zielstrukturen einer medikamentdsen Therapie bieten sich Virus-spezifische Proteine und Enzyme an,
die fur den Replikationszyklus essentiell sind.

1987 wurde erstmals ein Medikament zur Behandlung der HIV-Infektion zugelassen. Ziduvodin
(Azidothymidin, AZT) gehort in die Wirkstoffklasse der Nukleos(t)idischen Reverse Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI) und besitzt als Zielstruktur die Reverse Transkriptase des HI-Virus. Im Verlauf der
letzten 25 Jahre wurden weitere Medikamente gegen diverse virale Zielstrukturen entwickelt und
zugelassen. Diese werden in der Regel als Kombinationstherapien eingesetzt, um einer
Resistenzbildung gegen einzelne Substanzen vorzubeugen. Die zum heutigen Zeitpunkt verfligbaren

Wirkstoffe ermoglichen eine dauerhafte Inhibierung der viralen Replikation unter die derzeit giiltige
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Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml Blut. Damit verbunden ist eine substantielle Steigerung der
Lebenserwartung. Eine umfassende Eradikation des Virus ist nach dem derzeitigen Stand jedoch erst
nach 60 — 70 Jahren zu erwarten®. Ein Absetzen der antiretroviralen Therapie fiihrt daher zu einer
erneuten Vermehrung des HI-Virus und einem messbaren Anstieg des Virustiters.

In den folgenden Abschnitten werden die einzelnen Wirkstoffklassen, deren Wirkmechanismus
und bedeutende Nebenwirkungen kurz vorgestellt. Die derzeit 28 zugelassenen Einzel- oder
Kombinationspraparate fiir die Behandlung der HIV-Infektion verteilen sich auf fiinf verschiedene

Wirkstoffklassen:

1. Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)
2. Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)

3. Protease-Inhibitoren (Pls)

4. Entry-Inhibitoren (Korezeptorantagonisten und Fusionsinhibitoren)

5. Integrase-Inhibitoren

Nukleosidische bzw. Nukleotidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs) waren die ersten
Substanzen, die fiir die Therapie der HIV-Infektion zugelassen worden waren. Als Nukleosidanaloga
konkurrieren sie mit den physiologischen Nukleosiden als alternative Substrate fir die Reverse
Transkriptase. Charakteristisch fiir sie ist das Fehlen der 3'-Hydroxylgruppe im Ribosemolekill,
welches zur Bildung von Phosphodiesterbriicken benétigt wird und fiir die Kettenverldngerung
essentiell ist. Der Einbau der Nukleosidanaloga flhrt daher zum Abbruch des wachsenden DNA-
Strangs bei der Transkription des viralen RNA-Genoms. Nukleosidanaloga werden von der Zelle
unverandert aufgenommen und erst durch eine schrittweise Phosphorylierung in ihre wirksame
Form (berfuhrt (,Pro-Drugs”). Bekannte und haufig verwendete Wirkstoffe sind Lamivudin,
Zidovudin, Tenofovir und Abacavir. Zu den wichtigsten Nebenwirkungen der NRTIs gehoren
Myelotoxizitat, Laktatazidose und Polyneuropathie. Diese Schadigungen werden ursachlich durch
mitochondriale Toxizitat hervorgerufen®.

Nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs) wurden erstmals 1990
beschrieben und werden heute meist in Kombination mit NRTIs eingesetzt. NNRTIs besitzen wie
Nukleosidanaloga die gleiche Zielstruktur, binden jedoch direkt an die Reverse Transkriptase.
Dadurch wird die katalytisch aktive Bindungsstelle des Enzyms blockiert und die Polymerisation des
DNA-Strangs verlangsamt. Im Gegensatz zu NRTIs liegen NNRTIs beim Eintritt in die Zelle bereits in
wirksamer Form vor. Zu den NNRTIs zdhlen Delavirdin, Efavirenz, Etravirin und Nevirapin.

Protease-Inhibitoren (Pls) wurden Mitte der 90er Jahre entwickelt und hemmen selektiv die HIV-

Protease. Die Blockierung der katalytischen Aktivitdt des Enzyms verhindert die proteolytische
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Aufspaltung des gag-pol-Polyproteins und fihrt zu unreifen, nicht infektiésen Viruspartikeln. Die
Entwicklung von PlIs erlaubte seit 1996 den Einsatz von Wirkstoffen verschiedener Substanzklassen in
einer Kombinationstherapie (engl. combined antiretroviral therapy, cART), die als ,Hochaktive
antiretrovirale Therapie (HAART)” bezeichnet wurde. Bekannte Vertreter dieser Wirkstoffklasse sind
Indinavir, Saquinavir, Darunavir, Atazanavir und Ritonavir. Letzterer wird haufig als Verstarker (engl.
Booster) in Kombination mit einem anderen PI eingesetzt, da Ritonavir ein sehr potenter Inhibitor
des Cytochrom P450-Enzymsystems ist. Durch die Hemmung kénnen die wichtigsten pharmako-
kinetischen Parameter, z.B. Maximalkonzentration und Halbwertszeit fast aller Pls deutlich gesteigert
(,geboostert) werden®. Zu den haufigsten Nebenwirkungen gehdren neben gastrointestinalen
Beschwerden Lipodystrophie und Dyslipidamie.

Entry-Inhibitoren umfassen eine Gruppe von Wirkstoffen, die durch unterschiedliche
Mechanismen die Fusion des Viruspartikels mit der Wirtszelle unterbinden. Wahrend sich Substanzen
zur Verhinderung der Bindung von CD4 und gp120 noch in der klinischen Erprobungsphase befinden,
sind mit Maraviroc, einem CCR5-Antagonisten, und Enfuvirtide, einem Fusionsinhibitor, zwei
Substanzen zugelassen worden, welche die nachfolgenden Schritte der Fusion inhibieren. Maraviroc
blockiert die Interaktion von gp120 mit CCR5 durch eine allosterische Bindung an den Rezeptor.
Enfuvirtide dagegen bindet an eine Intermediarstruktur des HIV-Proteins gp41, die bei der Fusion des
HI-Virus mit der Zielzelle entsteht, wodurch die Fusion mit der Wirtszelle unvollstandig bleibt.

Integrase-Inhibitoren haben als Zielstruktur die HIV-Integrase, welche den Transport in den
Zellkern und den Einbau der viralen DNA in das Wirts-Genom vermittelt. Die beiden bislang
zugelassenen Substanzen Raltegravir und Elvitegravir hemmen die Integrase bei der irreversiblen
Verkniipfung von viraler und Wirts-DNA, sie werden auch als Strangtransfer-Inhibitoren (STls)

bezeichnet.

1.2 Das Hepatitis C-Virus (HCV)

Das Hepatitis C-Virus (HCV) wurde erstmals 1989 im Plasma eines Patienten mit einer NonA-nonB-
Hepatitis identifiziert*’. HCV infiziert hauptsachlich Hepatozyten und fiihrt zu einer als Hepatitis C
bezeichneten Entziindung der Leber. 90 % aller NonA-nonB-Hepatitiden sind auf eine Infektion mit

HCV zuriickzufiihren®.

1.2.1 Taxonomie

Aufgrund seines einzelstrangigen RNA-Genoms in Plusstrangorientierung wird HCV in die Familie
der Flaviviridae eingeordnet. Molekularbiologische Besonderheiten fihrten dazu, dass das Hepatitis

C-Virus neben dem GBV-B-Virus in die eigenstdndige Gattung Hepacivirus eingeordnet wurde, welche



EINLEITUNG 9

neben den beiden Genera Flavivirus und Pestivirus die Familie der Flaviviridae bilden®. Infolge der
genetischen Variabilitdat des Hepatitis C Virus werden bislang 6 HCV-Genotypen mit mindestens 30

weiteren Subtypen unterschieden®**.

1.2.2 Epidemiologie

Die weltweite Verbreitung des Hepatitis C Virus erfolgte innerhalb der zweiten Halfte des 20.
Jahrhunderts. Nach Angaben der Weltgesundheitsorganisation (WHO) sind weltweit ca. 180
Millionen Menschen mit HCV infiziert*. Dies entspricht ca. 3 % der Weltbevélkerung. Die HCV-
Pravalenz ist dabei jedoch regional verschieden. In einigen Landern des Mittleren Ostens sind bis zu
20 % der Bevolkerung mit HCV infiziert". Generell ist der Anteil HCV-positiver Menschen in Afrika
héher als in Nordamerika oder Europa. Die Seropravalenz, d.h. der Anteil von Menschen mit HCV-
Antikorpern im Blut im Vergleich zur Gesamtbevélkerung, betrdgt in Deutschland ca. 0,4 %. Fir das
Jahr 2009 wurden ca. 5.400 Fille von erstdiagnostizierter Hepatitis C an das Robert-Koch-Institut
gemeldet.

Auch in der geographischen Verteilung der Genotypen und Subtypen gibt es deutliche
Unterschiede: Die Genotypen 1 und 2 treten hauptsachlich in Nordamerika und Mitteleuropa auf,
wahrend im Mittleren Osten und Nordafrika der Genotyp 4 vorherrscht. Dagegen kommt der
Genotyp 3 liberwiegend in Siidostasien, Indien und Pakistan vor. Wahrend in Sidafrika Patienten
vorwiegend mit der HCV des Genotyps 5 infiziert sind, tritt der Genotyp 6 in Hongkong gehauft auf. In

Deutschland tiberwiegt der HCV-Genotyp 1*.

1.2.3 Ubertragung

Der Hauptlbertragungsweg von HCV ist der parenterale Blutkontakt. Hierzu zahlt vor allem die
Infektion durch Bluttransfusionen mit kontaminierten Blutkonserven und die gemeinsame Nutzung
von kontaminiertem Spritzbesteck durch Drogenabhangige. In der Vergangenheit stellte die
Transfusion von Blut und Blutprodukten einen groRen Risikofaktor fiir die Ubertragung von HCV
dar®. Insbesondere bei Risikogruppen, wie z.B. Himophilie-Patienten, lag die Infektionsrate bei tiber
90 %°. Seit der Einfiihrung eines routinemaRigen Screenings der Blutkonserven Anfang der neunziger
Jahre kommt diese Art der Transmission jedoch nur noch sehr selten vor. Vor diesem Hintergrund
stellt die Mehrfachverwendung kontaminierter Spritzenutensilien bei den heutigen Neuinfektionen
mit etwa 80 % den Hauptibertragungsweg dar.

Zu den weiteren seltenen Ubertragungswegen zihlen die Transplantation von Organen HCV-

positiver Spender (in Deutschland durch das Transplantationsgesetz verboten®), ungeschiitzter
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Sexualkontakt, perinatale Transmission von Schwangeren auf das ungeborene Kind sowie die
repetitive Hamodialyse.

Als Beispiele fir singulare Ereignisse, die zur lokalen Verbreitung von HCV beigetragen haben, ist
die Infektion von schwangeren Frauen im Rahmen einer Anti-D Immunprophylaxe in der DDR und in

Irland Ende der siebziger Jahre zu erwdhnen®>>>.

1.2.4 Klinischer Verlauf

Der Inokulation mit HCV folgt eine variable Inkubationszeit, die in der Mehrzahl der akuten
Infektionen asymptomatisch verlauft. Nach etwa sechs bis zwolf Wochen tritt bei der Mehrheit der
Patienten eine leicht verlaufende Leberentziindung auf, die sich diagnostisch durch erhohte
Aminotransferase-Werte nachweisen lasst. In weniger als 25 % der Falle tritt ein Ikterus auf.

Ca. 80 % der akut HCV-Infizierten sind nicht in der Lage die Infektion innerhalb von sechs Monaten
auszuheilen und entwickeln daraufhin eine chronische Hepatitis C. Diese ist mit einer
fortschreitenden Fibrose der Leber assoziiert. Die Progression der HCV-Infektion verlauft in der Regel
sehr langsam, so dass es erst Uber einen Zeitraum von 20-30 Jahren zu einer irreversiblen Schadigung
des Lebergewebes kommt. Bei 20 - 30 % der chronisch Erkrankten filihrt die Infektion zu einer

Leberzirrhose und bei ca. 1 - 5 % zu einem hepatozelluldren Karzinom (HCC)>*>

. Fur letzteres gilt die
chronische HCV-Infektion als eine der Hauptursachen und stellt die haufigste Indikation fiir eine

Lebertransplantation dar®.

1.2.5 Aufbau

Das Hepatitis C-Virus ist ein umhdlltes Virus mit einem Durchmesser von 50 - 55 nm®’. In der
Lipidmembran sind die viralen Oberflachenproteine E2 (gp70) und E1 (gp33) verankert, welche ein
Heterodimer bilden (Abbildung 1.3). Im Inneren des Viruspartikels befindet sich ein spharisches
Nukleokapsid, das aus dem viralen Protein Core gebildet wird und das virale Genom beinhaltet.
Dieses besteht aus einzelstrangiger RNA in Positiv-Orientierung.

Die GroRRe des HCV-Genoms umfasst ca. 9,6 kb und beinhaltet einen offenen Leserahmen (engl.
open reading frame, ORF), der fir ein ca. 3.000 Aminosauren (AS) langes Polyprotein kodiert. An den
5" und 3" Enden wird der ORF von nicht-translatierten Regionen (NTR) flankiert. Beide NTRs enthalten
hoch konservierte Regionen, die fiir die Regulation der Virusreplikation essentiell sind.

Die Reihenfolge der einzelnen Proteine im Polyprotein vom N-Terminus gelesen umfasst die
Strukturproteine Core, E1 und E2. AnschlieRend folgen die Nichtstrukturproteine p7, NS2/3/4 und
NS5A/B. Durch zellulre und virale Proteasen wird das virale Polyprotein in die einzelnen, funktionell

aktiven Bestandteile gespalten. Die Strukturproteine und das p7-Protein werden durch eine zelluldre
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Signalpeptidase prozessiert, die Spaltung der weiteren Nichtstrukturproteine erfolgt durch
viruscodierte Proteasen. Die Nichtstrukturproteine besitzen unterschiedliche Funktionen: Das p7-
Protein formt einen lonen-Kanal und scheint eine wichtige Funktion bei der Ausbildung von
infektidsen Virionen zu spielen®®. NS2 und NS3 bilden zusammen eine Protease, die an der
Prozessierung des Polyproteins beteiligt ist. Der C-terminale Teil von NS3 besitzt dagegen eine

ATPase/Helikase-Funktion. NS5B représentiert eine RNA-abhangige RNA-Polymerase.

Nukleokapsid (Core) ‘

| Einzelstrangige RNA ‘

’ Lipiddoppelschicht ‘

Abb. 1.3: Schematischer Aufbau des Hepatitis C-Virus (verdndert nach 59).

1.2.6 Replikationszyklus

Die Reproduktion des Hepatitis C-Virus findet in erster Linie in Hepatozyten statt. Des Weiteren
gibt es Hinweise auf eine extra-hepatische Replikation bestimmter HCV-Isolate in Geweben und
Zelltypen, vor allem in mononukledren Zellen des peripheren Blutes (engl. peripheral blood

)°*%*. Die Relevanz dieser Befunde wird jedoch kontrovers diskutiert®’.

mononuclear cells, PBMC

Der erste Schritt des viralen Eintritts ist die Adsorption des Virus an die Wirtszelle. Die zelluldren
Rezeptoren, die fiir die Adsorption des Virus an die Zelloberflache benétigt werden sind noch nicht
eindeutig identifiziert. Jedoch konnten durch in vitro Versuche mehrere potentielle HCV-Rezeptoren
nachgewiesen werden. Hierzu zihlen das Tetraspanin CD81%, sowie als weitere essentielle
Kofaktoren der Scavenger Rezeptor Klasse B Typ 1%, LDL-Rezeptor® und die Tight Junction-Proteine
Claudin-1°® und Occludin®’. Nach der Adsorption wird das Virus endozytotisch tiber Clathrin-Vesikel
von der Wirtszelle aufgenommen®. Durch Verschmelzung von Virus- und Endosomenmembran
gelangt das virale Capsid in das Zytoplasma®. Nach dem ,Uncoating” erfolgt ohne weitere
Transkription die Translation des viralen Genoms.

Das entstehende Polyprotein wird durch zelluldare und virale Enzyme in die aktiven Virusproteine

gespalten. Als Folge kommt es zur Ausbildung des HCV-Replikationskomplexes, der auch Membranen

des ER beinhaltet. Aufgrund seiner elektronenoptischen Morphologie wird der Replikationskomplex
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auch als ,membranous web” bezeichnet’®’*

. Die Bildung neuer Virusgenome wird durch die virale
RNA-abhadngige RNA-Polymerase katalysiert. Im Anschluss an die Synthese aller viralen Proteine und
der Replikation des Genoms erfolgt die Zusammensetzung des Virus an sog. Lipid droplets im
Endoplasmatischen Retikulum (ER)”>. Es kommt daraufhin zur Abknospung der einzelnen
Viruspartikel in das Lumen des ER”. Im Zuge des vesikuldren Transports zur Plasmamembran kommt

es zur Glykosylierung der Membranproteine im Golgi-Apparat. Durch die Fusion der Golgi-Vesikel mit

der Plasmamembran werden die infektidsen Viruspartikel freigesetzt.

1.2.7 Therapie der HCV-Infektion

Die Behandlung der akuten wie auch der chronischen Hepatitis C erfolgt derzeit in Form einer
Kombinationstherapie aus Ribavirin und pegyliertem Interferon-a. Der Therapieerfolg ist dabei
abhangig vom HCV-Genotyp des Patienten. Wahrend bei mehr als 80 % der Patienten, die mit dem
HCV-Genotyp 2 oder 3 infiziert sind, ein dauerhaftes Therapieansprechen zu beobachten ist, sind es

bei Patienten, die mit HCV-Genotyp 1 oder 4 infiziert sind, nur etwa 50 %47

. Die spontane
Ausheilung wie auch eine erfolgreiche Therapie fiihren zu keiner Immunisierung, so dass eine
erneute Infektion mit HCV madglich ist. Neue Substanzen, die virale Enzyme direkt angreifen, sind

derzeit in der Entwicklung’®.

1.3  HIV/HCV-Koinfektion

1.3.1 Epidemiologie

Schatzungsweise 7 Millionen Menschen sind weltweit mit HIV und HCV koinfiziert. Das entspricht ca.
20 % alle HIV-positiven Patienten’’. Die Seropravalenz der HCV-Koinfektion ist jedoch regional
verschieden sowie abhangig von den Risikofaktoren der Patienten.

Durch die effiziente Ubertragung durch Blut-Blut-Kontakte ist der Anteil HCV-koinfizierter Individuen
in bestimmten Risikogruppen sehr hoch. Hierzu zahlen vor allem HIV-positive Himophilie-Patienten
und HIV-positive Abhangige intravendser Drogen (IVDU). In diesen beiden Patientengruppen liegt die
Pravalenz bei 70 — 90 %’®*”°. Vor diesem Hintergrund schwankt die Seropravalenz der HCV-
Koinfektion vor allem in Europa betrachtlich. In Deutschland betrdgt der Anteil HCV-koinfizierter
unter den HIV-Infizierten ca. 16 %, in Spanien und Italien jeweils ca. 50 %. In einigen Staaten der
ehemaligen Sowjetunion wie z.B. Russland, Ukraine und WeiRrussland sind sogar tiber 70 % der HIV-
positiven Individuen mit HCV koinfiziert".

Obwohl HCV hauptsachlich durch Blut Gbertragen wird, haufen sich in den letzten Jahren Berichte

80,81,82

Uber die sexuelle Ubertragung des Virus bei homosexuellen HIV-positiven Mannern . Diese
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lokalen Epidemien wurden gehaduft in Metropolen der westlichen Welt beobachtet und sind

wahrscheinlich auf verletzende Sexualpraktiken zuriickzufiihren®.

1.3.2 Klinischer Verlauf

Der Einfluss der HIV-Infektion auf den klinischen Verlauf der HCV-Infektion ist durch mehrere
Studien sehr gut belegt worden®". Die Immunantwort gegeniiber HCV scheint durch eine HIV-
Infektion beeintrachtigt zu sein. Klinisch ist die HIV/HCV-Koinfektion daher mit einer beschleunigten
Fibroseprogression und einem verkiirzten Zeitraum bis zur Entwicklung einer Zirrhose assoziiert®.
Die Haufigkeit eines hepatozelluldren Karzinoms (HCC) ist ebenfalls signifikant erh6ht®. Im Vergleich
zu HCV-Monoinfizierten tritt bei Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion ein Leberversagen
signifikant haufiger auf’®. Nach Karzinomen und AIDS-bedingten Todesfillen ist die Hepatitis C die
dritthaufigste Todesursache bei HIV-Patienten™.

Eine effektive antiretrovirale Therapie fiihrt zu einer verlangsamten Progression der HCV-
assoziierten Lebererkrankungen und reduziert die Leber-bezogene Sterblichkeit bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten®”®®,

Im Gegenzug konnte eine schnellere Progression der HIV-Infektion durch HCV nicht eindeutig
bewiesen werden und wird zum gegenwartigen Zeitpunkt immer noch kontrovers diskutiert. 2004
konnten Carlos Martin et al. in einer multivariaten Analyse zeigen, dass eine HCV-Koinfektion mit
einem schlechteren immunologischen Verlauf assoziiert war®. Dieser Befund war unabhingig vom
Alter, Geschlecht oder einer antiretroviralen Therapie.

Mogliche Effekte einer HCV-Koinfektion auf den Verlauf der Immunrekonstitution im Rahmen
einer antiretroviralen Therapie wurden ebenfalls untersucht. Die Swiss Cohort Studie zeigte, dass die
Koinfektion mit HCV mit einer erh6hten Wahrscheinlichkeit eines AIDS-definierenden Ereignisses und
Tod assoziiert war®. Die Autoren vermuteten, dass diese Effekte der HCV-Koinfektion im
Zusammenhang mit einem geringeren Anstieg der CD4" T-Zellen stehen, der im Vergleich zur HIV-
monoinfizierten Patientengruppe bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtet worden war. In
einer spateren Studie an der gleichen Kohorte konnten diese Effekte allerdings nicht mehr
beobachtet werden®’. Eine weitere Studie konnte ebenfalls keinen signifikanten Unterschied bzgl.
des Anstiegs der CD4" T-Zellzahl zwischen HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten
nach Einleitung einer antiretroviralen Therapie feststellen®. Diese Beobachtungen waren zudem

unabhangig vom HCV-Genotyp und der HCV-Viramie.
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1.4 Mechanismen der HIV-vermittelten CD4" T-Zell-Depletion

Das wesentliche immunologische Charakteristikum der HIV-Infektion ist der graduelle Verlust von
CD4" T-Zellen. Vor allem in der akuten Phase der Infektion kommt es zu einem rapiden Abfall der T-
Helferzellen im Blut. Dieser ist hauptsichlich auf die Depletion von CD4" T-Zellen im Lymphgewebe
und im lymphatischen Gewebe des Magen-Darm Trakts zurtickzufihren.

Beobachtungen und Modellrechnungen deuteten jedoch daraufhin, dass sich die sukzessive
Abnahme der T-Helferzellen nicht allein mit der viralen Replikation und den zytopathischen Effekten
des Virus auf die Wirtszelle erklaren lassen. Vielmehr zeigte sich, dass der Anteil HIV-infizierter T-
Helferzellen im Blut mit < 1 % relativ gering ist”**.

In gesunden Individuen wird die CD4" T-Zellzahl durch ein flieBendes Gleichgewicht zwischen
Neubildung und Zelltod reguliert. Ein Bestandteil der T-Zell-Homd&ostase ist die Apoptose, eine Form
des programmierten Zelltods, die als Mechanismus zur Elimination von aktivierten T-Zellen dient®®>.
Dem gegeniiber steht die stetige Neubildung und Reifung von T-Helferzellen im Thymus. Beide

Mechanismen sind durch die chronische HIV-Infektion gestért und scheinen anteilig am sukzessiven

Verlust der T-Helferzellen beteiligt zu sein.

1.4.1 T-Zell-Neubildung im Thymus

Die Entstehung neuer immunokompetenter T-Zellen erfolgt in mehreren Schritten in den
primdren lymphatischen Organen. Vorlaufer der T-Zellen entstehen im Knochenmark und wandern
von dort in den Thymus. Dort erfolgt die Differenzierung und Reifung der Progenitor-Zellen in der
Mehrheit zu CD8" und CD4" T-Zellen.

Ein wesentlicher Schritt in der Entwicklung reifer T-Zellen ist die Bildung des T-Zell-Rezeptors.
Dieser entsteht infolge einer genetischen Rekombination, in der verschiedene Gene, die fiir den T-
Zell-Rezeptor kodieren, kombiniert werden. Im Zuge der genetischen Neuordnung entstehen stabile
extrachromosomale Schnittprodukte, sogenannte , T cell receptor excision circles” (TRECs)*?’. Diese
episomale DNA wird bei der Mitose nicht repliziert und im Zuge jeder weiteren Zellteilung verdinnt.
Aufgrund dieser Eigenschaften ist Gber die quantitative Bestimmung der TREC-Konzentration im
peripheren Blut eine Aussage liber die Emigration der im Thymus differenzierten T-Zellen mdglich,
die entsprechend als RTE (engl. recent thymic emigrants) bezeichnet werden. Die Bestimmung der
RTE gilt als guter Indikator fiir die Funktion des Thymus®. Die aus dem Thymus ausgewanderten T-

Zellen zirkulieren nachfolgend zwischen Blut und den peripheren lymphatischen Organen.
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1.4.2 CD4' T-Zell-Neubildung bei der HIV-Infektion

Douek et al. konnten 1998 erstmals zeigen, dass eine chronische HIV-Infektion mit einer
verringerten Produktion von reifen CD4* T-Zellen aus dem Thymus assoziiert war™. Eine effektive

100,101

antiretrovirale Therapie konnte diesen Effekt teilweise wieder riickgangig machen . Weitere

Studien wiesen zudem daraufhin, dass eine virale Replikation des Virus auch im Thymus stattfindet

und somit die Bildung von CD4" T-Zellen im Thymus beeinflusst'®*'%,

1.4.3 Apoptose — Initiation und Ablauf

Die Apoptose ist ein streng regulierter Prozess und Bestandteil des zelluldren Stoffwechsels. Von
der Zelle selbst aktiv eingeleitet, unterscheidet sich die Apoptose von der Nekrose durch das
Ausbleiben einer Entziindungsreaktion und der Schadigung benachbarten Gewebes. Apoptotische
Zellen durchlaufen charakteristische physiologische und morphologische Veranderungen. Die frihe
Phase der Apoptose zeichnet sich durch Zellschrumpfung und einer Kondensation des Chromatins
(Pyknose) aus. Im weiteren Verlauf kommt es zur Abschniirung von Membran-umschlossenen
apoptotischen Korperchen, die von Makrophagen oder von den umgebenden Parenchymzellen
aufgenommen werden.

Eine Rolle in diesem Prozess spielen die Caspasen (Cystein-abhangige Aspartat-spezifische
Proteasen). In der Zelle liegen sie als inaktive Pro-Caspasen vor und werden im Zuge der Apoptose
durch proteolytische Spaltung aktiviert. Als Initiatoren und Exekutoren haben sie eine zentrale
Bedeutung beim kontrollierten Ablauf der apoptotischen Kaskade.

Die Einleitung von Apoptose lasst sich grundsatzlich in zwei Hauptwege unterteilen, den
intrinsischen und den extrinsischen Signalweg (Abbildung 1.4). Ein weiterer Mechanismus der
Apoptoseinduktion wird Gber T-Zell-vermittelte Zytotoxizitdt und Perforin/Granzym ausgelost. Alle
drei Signalwege konvergieren zu einem gemeinsamen exekutiven Signalweg. Dieser beginnt mit der
Aktivierung der Caspase-3 und fihrt zu DNA-Fragmentation, Degradation des Zytoskeletts und
nuklearer Proteine (z.B. PARP) sowie zur Expression von Liganden fiir Rezeptoren phagozytierender
Zellen.

Der intrinsische Signalweg wird durch eine Reihe nicht-Rezeptor-vermittelnden Stimuli initiiert, die
zur Aktivierung von pro-apoptotischen BH3-only Proteinen fiihren, welche daraufhin zu den
Mitochondrien rekrutiert werden. Dort vermitteln sie die Porenformation in der
Mitochondrienmembran durch die Proteine Bak und Bax, welche schlielich zum Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials und zur Freisetzung einer Gruppe von pro-apoptotischen

Proteinen (z.B. Cytochrom ¢, Smac/DIABLO, AIF, CAD) fihrt.
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Abb. 1.4: Signalwege der Apoptose.

Apoptose ldsst sich lber zwei Hauptwege induzieren. Neben dem intrinsischen Signalweg, der durch
intrazellulare Stressfaktoren induziert wird, wird der extrinsische Signalweg durch die Rezeptor-vermittelte
Induktion von Apoptose charakterisiert. Membrandse und l6sliche Formen von sog. Todesliganden (FasL, TRAIL,
TNF-a) binden an ihre korrespondierenden Rezeptoren (Fas, DR4/5, TNF-a-R1) und fiihren zur Trimerisierung
und Bildung des ,Death-inducing signaling complex (DISC)“. Nachfolgend kommt es zur Aktivierung der
Initiator-Caspase-8, die wiederum die zentrale Effektor-Caspase-3 aktiviert. Die Aktivierung von Caspase-3 ist
ebenfalls Gber den intrinsischen Weg moglich. Durch verschiedene pro-apoptotische Stimuli wie Strahlung oder
Toxine kommt es zur Freisetzung von Cytochrom-c und weiterer pro-apoptotischer Proteine (Smac, DIABLO).
Diese vermitteln die Bildung eines Proteinkomplexes aus Caspase-9, Apaf-1 und Cytochrom-c (Apoptosom),
welcher Uber die Initiator Caspase-9 zur Aktivierung der Caspase-3 flihrt. Durch Aktivierung weiterer Effektor-
Caspasen kommt es zur Spaltung apoptotischer Substrate und zur DNA-Fragmentation (Verandert nach 105).
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Neben pro-apoptotischen Stimuli wie radioaktive Strahlung, Toxine und Hypoxie fihrt auch das
Ausbleiben von Signalen von Hormonen und Wachstumsfaktoren zur Initiation des intrinsischen
Signalwegs.

Das Hauptmerkmal des extrinsischen Signalwegs ist die Rezeptor-vermittelte Initiation der

Apoptose104

. Die Bindung sogenannter Todesliganden an ihre korrespondieren Rezeptoren auf der
Zelloberflache fluhrt zur Trimerisierung der Rezeptoren und zur Induktion von Apoptose.

Die Todesrezeptoren sind Mitglieder der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptor Superfamilie und
besitzen als gemeinsames Merkmal eine Cystein-reiche extrazelluldre Domane sowie eine ca. 80 AS
lange intrazellulare Domane, die als Todesdomane (engl. death domain) bezeichnet wird und fir die
intrazelluldare Weiterleitung des pro-apoptotischen Stimulus essentiell ist. Bekannte und gut
charakterisierte Todesrezeptoren sind Fas, die TRAIL (engl. TNF-related apoptosis inducing ligand)-

Rezeptoren 1 und 2 (engl. death receptor 4/5, DR4/5) sowie der TNF-a-Rezeptor 1 (TNF-a-R1). Dem

gegeniber stehen die korrespondierenden Liganden Fas-Ligand (FasL), TRAIL und TNF-a.

1.4.4 CD4' T-Zell-Apoptose bei der HIV-Infektion

Anfang der neunziger Jahre gab es erste Hinweise, dass eine verstarkte Induktion von Apoptose

106,107,108,109,110 |y shesondere nicht-infizierte T-Helferzellen

mit der HIV-Infektion assoziiert sein konnte
(,,Bystander cells“) sollen infolge einer fortwahrenden Immunaktivierung durch Apoptose geschadigt
werden™",

Bei HIV-positiven Individuen konnten daraufhin mehrere Mechanismen identifiziert werden, die
zu einer erhéhten Apoptoserate von CD4" T-Zellen fiihren.

So tragt der Aktivierungs-induzierte Zelltod (engl. "activation induced cell death”, AICD) zum
Verlust von aktivierten T-Helferzellen bei HIV-Infektion bei. Weiterhin kdnnen HIV-Proteine, wie Tat

112,113,114,115,116 . .
. Ein weiteres

und Env, direkt mit Lymphozyten interagieren und Apoptose einleiten
Beispiel ist die Schadigung von Bystander cells durch die HIV-induzierte Sekretion der Todesrezeptor-
Liganden TRAIL und FasL'”. Insbesondere die Interaktion zwischen Fas und seinem
korrespondierenden Liganden FasL wird durch die chronische Infektion mit HIV beeinflusst: Mehrere
Studien konnten einen Zusammenhang zwischen dem Verlust von CD4" T-Zellen im Verlauf der HIV-
Infektion und den Verdnderungen des Fas/FasL-Systems aufzeigen und lassen eine wichtige Rolle der

Apoptose bei der HIV-Pathogenese vermuten®®!*91%,
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1.5 Ziele der Arbeit

Inwieweit eine Koinfektion mit HCV Einfluss auf die Progression der HIV-Infektion nimmt, ist
bislang immer noch unklar. Die bislang veroffentlichen Studien zeichnen ein komplexes und
uneinheitliches Bild. So lieB sich bei Patienten mit maximaler Suppression der HIV-Replikation in der
Mehrheit der Beobachtungen kein Unterschied beziiglich der Immunrekonstitution zwischen einer
HIV-Mono- und einer HIV/HCV-Koinfektion feststellen. Dagegen wurde bei unbehandelten HIV-
Patienten eine signifikante Assoziation zwischen einer HCV-Koinfektion und einem beschleunigten
klinischen Verlauf der HIV-Infektion beobachtet.

Die CD4" T-Zellzahl, als wichtigste immunologische KenngréRe fiir den klinischen Verlauf der HIV-
Infektion, wird sowohl durch den Tod als auch durch die Neubildung von T-Helferzellen bestimmt.
Beide Mechanismen der T-Zellhomdostase sind durch die chronische HIV-Infektion beeintrachtigt
und werden moglicherweise durch eine HCV-Koinfektion weiter beeintrachtigt.

Ziel dieser Arbeit war es nun, die Auswirkungen einer Koinfektion mit HCV auf den Zelltod und die
Neubildungsrate der CD4" T-Zellen zu untersuchen und die Ergebnisse in Zusammenhang mit dem
bislang beschriebenen klinischen Verlauf der HIV/HCV-Koinfektion zu setzen. Des Weiteren sollte
anhand der beiden Parameter analysiert werden, inwieweit sich eine Hepatitis C auf die
Immunrekonstitution unter einer antiretroviralen Kombinationstherapie auswirkt.

Im ersten Teil der Arbeit sollte zuerst die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen von Patienten mit
einer HIV/HCV-Koinfektion bestimmt werden und diese im Vergleich zu HIV- und HCV-
monoinfizierten Patienten sowie gesunden Probanden betrachtet werden. Vorangegangene Arbeiten
konnten bereits zeigen, dass sowohl eine HIV- als auch eine HCV-Monoinfektion mit einem
verringerten Anteil der kirzlich aus dem Thymus ausgewanderten T-Helferzellen assoziiert waren.
Die Auswirkungen einer HIV/HCV-Koinfektion auf die Neubildungsrate wurden allerdings bisher noch
nicht umfassend untersucht.

Der zweite Teil dieser Dissertation sollte sich mit der Apoptose von CD4" T-Zellen beschéftigen.
Die HIV-Infektion ist mit einer signifikant erhdhten Apoptoserate der T-Helferzellen assoziiert. Somit
stellt der Untergang von CD4" T-Zellen durch Apoptose einen wichtigen Mechanismus dar, der zur
fortschreitenden Depletion von CD4" T-Zellen fiihrt. Daher sollte (iberpriift werden, ob sich eine
Koinfektion mit dem Hepatitis C-Virus auf die Apoptoserate der T-Helferzellen in HIV-positiven
Patienten auswirkt.

Die HIV-vermittelte Induktion von Apoptose kann liber direkte als auch indirekte Wege erfolgen.
Eine zentrale Bedeutung nimmt dabei die Rezeptor-vermittelte Induktion der Apoptose ein. Die
Expression der Rezeptoren sowie der induzierenden Liganden scheint sowohl bei der HIV- als auch

bei der HCV-Monoinfektion verandert zu sein. AbschlieBend sollte daher untersucht werden, welche
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Rolle die einzelnen Mechanismen bei der Induktion der Apoptose in Patienten mit einer HIV/HCV-
Koinfektion spielen.

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sollten dariiber hinaus helfen, die teilweise
widerspriichlichen Befunde bisheriger klinischer Studien tber den Verlauf der HIV-Infektion bei
Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion zu erkldren. Zudem sollte versucht werden einen méglichen
Zusammenhang zwischen einer potentiell veranderten Immunpathogenese auf zellularer Ebene und

dem klinischen Verlauf der Koinfektion herzustellen.
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MATERIAL

2 MATERIAL

Nachfolgend sind in alle bei der Durchfiihrung der Experimente verwendeten Gerate und

Materialen sowie deren Hersteller aufgefiihrt.

2.1 Geradte
Gerat Hersteller
Autoklav Tuttnauer, Wesel, Deutschland

CO,-Inkubator, Serie 300, 165 |
Feinwaage, Micro MC5
Durchflusszytometer FacsCalibur
Pipetten (10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)
Inverses Lichtmikroskop Typ DMIL
Kihlzentrifuge

LightCycler

Mikrozentrifuge

Vario-MACS™ Separator
Plattenschittler Typ MTS 2
Sterilbank BSB4A

Sterilisator Typ F-60
Tischzentrifuge Biofuge 13
Vortexer Vibrofix VF1

2.2  Reagenzien und Verbrauchsmaterial

Produkt

Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland
Sartorius, Gottingen, Deutschland

BD, Monchengladbach, Deutschland
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Leitz, Koln, Deutschland

Beckman, Miinchen, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Hettich, Tuttlingen, Deutschland

Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland
Flow Laboratories, Meckenheim, Deutschland
Dr. GrulR K.G., Neuss, Deutschland

Heraeus, Osterode, Deutschland
IKA-Labortechnik, Staufen, Deutschland

Hersteller

AB-Serum

Ampuwa (steriles Aqua dest.)
Auslaufpipette (5, 10 und 25 ml)
Bovines Serum Albumin (BSA)
CellFix (Fixierldsung)
Cytoperm/Cytofix

Digitonin (Feststoff)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Einmalfiltrationsgerate
Einweg-Handschuhe (SafeSkin)
Eppendorf-Reaktionsgefalle (1,5 ml)
Ethanol, absolut

FACS Lysing Solution

Fotales Kalberserum (FCS)
Ficoll-Separationsmedium
Glas-Pasteurpipetten

L-Glutamin RPMI 1640 Medium
LightCyclerd Kapillaren
MACS-Saulen
Neubauer-Zahlkammer

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Fresenius, Bad Homburg, Deutschland
Sarstedt, Nimbrecht, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Promega GmbH, Mannheim, Deutschland
Nunc International, Wiesbaden, Deutschland
Kimberley-Clarke, Roswell, GA, USA
Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Biochrom, Berlin, Deutschland

Biochrom, Berlin, Deutschland

Brand, Wertheim, Deutschland

PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland
Eich, Heidelberg, Deutschland
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Produkt

Hersteller

Paraformaldehyd (Feststoff)
PBS (engl. phosphate buffered saline), pH 7,4

Penicillin (10.000 U/ml)/Streptomycin (10mg/ml)

Polystyren-FACS-Réhrchen (5ml)
Polypropylen-Réhrchen (15, 50 ml)
Primer (Echtzeit-PCR)

Trypanblau (Feststoff)

Sonden (Echtzeit-PCR)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Apotheke der Uniklinik Bonn, Deutschland
PAA Laboratories, Pasching, Osterreich
BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland
Greiner, Frickenhausen, Deutschland

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

Merck, Darmstadt, Deutschland

TIB Molbiol, Berlin, Deutschland

2.3 Antikorper
Name Konjugat Klon Isotyp Hersteller
Anti-akt.Caspase-3  FITC C92-605 Hase, IgG BD, Heidelberg, Deutschland
Anti-CD178 (FasL)  FITC Alf-2.1a Maus, 1gG, Merck, Darmstadt, Deutschland
Anti-CD3 PerCP SK7 Maus, IgG; k. BD, Heidelberg, Deutschland
Anti-CD4 APC RPA-T4 Maus, IgG; k. BD, Heidelberg, Deutschland
Anti-CD8 APC SK1 Maus, IgG, k. BD, Heidelberg, Deutschland
Anti-CD95 (Fas) PE DX2 Maus, IgG, k. BD, Heidelberg, Deutschland
Anti-cleaved-PARP  FITC Polyklonal Hase, IgG Abcam, Cambridge, UK
Anti-Histidin unkonjugiert AD1.1.10 Maus, IgG; R&D Systems, Minneapolis, USA
Isotyp-Kontrolle1  FITC MOPC-21 Maus, IgG; k. BD, Heidelberg, Deutschland
Isotyp-Kontrolle 2  PE MOPC-21 Maus, IgG; k. BD, Heidelberg, Deutschland
2.4 Puffer und Medien
Name Zusammensetzung

Komplettmedium 1 (Kultivierung PBMC)
Komplettmedium 2 (Apoptose-Induktion)

MACS-Puffer
PBS (engl. phosphate buffered saline)

RPMI 1640, 5 % (v/v) autologes Serum, 1 % (v/v) P/S
RPMI 1640, 5 % (v/v) AB-Serum, 1 % (v/v) P/S

PBS, 0,5 % (w/v) BSA, 2 mM EDTA

H,0, 0,8 % (w/v) NaCl, 0,0276 % (w/v) NaH,PO,xH,0

0,2864 % (w/v) Na,HPO4x12H,0, pH 7,3

PBSF

2.5 Kits

Name

PBS, 0,01 % (v/v) NaNs, 2,5% (v/v) FCS

Hersteller

APO-DIRECT Kit
CD4" T Cell Isolation Kit Il

FasL (CD178) ELISA Kit
FITC Active Caspase-3 Apoptosis Kit
LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe

LightCycler® FastStart DNA Master SYBR Green |

Qiagen DNA Blood Mini Kit
TNF-o ELISA Kit
TRAIL (CD253) ELISA Kit

BD, Heidelberg, Deutschland
Miltenyi, Bergisch Gladbach, Deutschland

Diaclone, Besancon Cedex, Frankreich

BD, Heidelberg, Deutschland

Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Roche Diagnostics, Mannheim, Deutschland
Qiagen, Hilden, Deutschland

Diaclone, Besancon Cedex, Frankreich
Diaclone, Besancon Cedex, Frankreich
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2.6 Patienten

Fiir die im Rahmen dieser Dissertation durchgefiihrten Studie wurden insgesamt 296 Patienten
und 33 gesunde Probanden rekrutiert. Die Studienteilnehmer stammten aus der Immunologischen
Ambulanz der Medizinischen Klinik | und der Ambulanz des Institutes fir experimentelle Himatologie
und Transfusionsmedizin des Universitdtsklinikums Bonn sowie aus dem Zentrum fir HIV und
Hepatogastroenterologie in Disseldorf. Alle Studienteilnehmer wurden Uber Art und Ziel der Studie
aufgeklart und hatten schriftlich ihr Einverstdndnis zur Verwendung des Patientenmaterials fir
wissenschaftliche Zwecke gegeben. Die Studie war von der Ethik-Kommission der Universitdt Bonn
entsprechend den Ethik-Richtlinien der Deklaration von Helsinki (2008) begutachtet und genehmigt
worden.

Bei den in die Studie eingeschlossenen Patienten handelt es sich um 168 HIV-monoinfizierte und
91 HIV/HCV-koinfizierte Patienten sowie 37 HCV-Monoinfizierte. Von diesen wurden 70 HIV-
Monoinfizierte und 51 HIV/HCV-Koinfizierte zum Zeitpunkt des Studieneinschlusses bereits
mindestens ein Jahr lang mit einer HAART behandelt und wiesen konsistent keine detektierbare
Viruslast fir mindestens ein Jahr auf (< 50 Kopien/ml). Alle HIV-positiven Patienten sind mit HIV-1
infiziert. Alle HCV-positiven Patienten hatten mindestens ein Jahr vor Einschluss keine antivirale HCV-
Therapie erhalten.

Von allen Studienteilnehmern wurde im Rahmen jeder Blutabnahme 10 - 20 ml heparinisiertes
Vollblut und/oder 10 ml Vollblut fiir die Gewinnung von autologem Serum abgenommen. Zusatzlich
zur Querschnittsuntersuchung wurden 8 HIV-Monoinfizierte und 5 HIV/HCV-Koinfizierte im Verlauf
ihrer ersten HAART untersucht. Die Blutabnahmen erfolgten hierbei zu Beginn der Therapie
(Baseline) sowie nach 4 und 12 Wochen.

Zum Zeitpunkt jeder Blutabnahme wurden die entsprechenden demographischen Daten (Alter,
Geschlecht) sowie von allen Patienten weitere klinische Daten bestimmt. Tabelle 2.1 gibt eine

Zusammenfassung aller relevanten demographischen und klinischen Daten wieder.
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Tab. 2.1: Demographische und klinische Daten der Patientengruppen

gesunde HCV+ HIV+ HIV+/HCV+

Probanden HIV-RNA(+)  HIV-RNA(-)  HIV-RNA(+)  HIV-RNA(-)
Anzahl 33 37 98 70 40 51
Geschlecht
mannlich ® 14 (42,4) 23 (62,2) 82 (83,7) 55 (78,6) 35 (88,9) 42 (82,3)
weiblich ? 19 (57,6) 14 (37,8) 16 (16,3) 15 (21,4) 5(11,1) 9(17,7)
Alter (Jahre) @ 31(21-51)  42(19-78)  40(20-67)  45(27-70)  42(25-63) 43 (30-72)
Risikofaktoren
i.v. Drogenabusus - 7 (18,9) 4(4,1) 4(5,7) 21 (52,5) 16 (31,4)
Hamophilie - 2(5,4) 3(3,0) 4(5,7) 6 (15,0) 13 (25,5)
MSM - 0(0,0) 48 (49,0) 27 (38,6) 7(17,5) 5(9,8)
heterosexuell - 0(0,0) 18 (18,4) 14 (20,0) 1(2,5) 4(7,8)
Endemisch - 0(0,0) 10 (10,2) 8(11,4) 2 (5,0) 0(0,0)
Unbekannt/andere - 28 (75,7) 15 (15,3) 13 (18,6) 3(7,5) 13 (25,5)
HIV-Status
HIV-Last © n.a.? n.a.? 12.919 <50° 8,920 <50°
(Kopien/ml) (53-750.000) (56-548.060)
CD4" T-zell-Zah! © n.a. n.a. 371 502 350 422
(Zellen/pl) (11-1467)  (134-1890) (5-1009) (23-1116)
CD8" T-zell-zah! © n.a. n.a. 856 818 923 721
(Zellen/pl) (193-2261)  (110-2374)  (324-2229)  (23-2106)
cART?" - - 23 (23,5) 70 (100) 13 (32,5) 51 (100)
Pl-basiert - - 13 (56,5) 39 (55,7) 8 (61,5) 35 (68,6)
Nicht Pl-basiert®® - - 10 (43,5) 31 (44,3) 5(38,5) 16 (31,4)
HCV-Status
HCV-Last ¢ n.a. 1.282 - - 2.439 2.142
(x10% 1U/ml) (4,4-21.377) (19-96.000)  (0,4-85.000)
HCV-Genotyp 1% na.? 22(59,5) - - 21 (52,5) 33 (45,8)
HCV-Genotyp 2 na.? 0(0,0) - - 2 (5,0) 0(0,0)
HCV-Genotyp 3% na.? 4 (10,8) - - 6 (15,0) 8(11,1)
HCV-Genotyp 4 na.? 0(0,0) - - 5(12,5) 7(9,7)
unbekannt na.? 13 (29,7) - - 6 (15,0) 24 (33,3)
ALT (U/ml)? na.? 70 (19-374) 27 (10-411) 28(13-148) 57 (17-594) 58 (15-830)
AST (U/ml)® na.? 41(13-274) 28(9-1014) 33 (14-598) 51 (21-3515) 58 (15-916)
y-GT (U/ml)? na.? 58(17-274)  28(9-567) 44 (15-511) 67 (15-308) 82 (22-855)

" Anzahl (Anzahl/Gesamtanzahl [%]), °’ Mittelwert (Minimum-Maximum), 9 Median (Minimum-Maximum),

d

' nicht analysiert, ¢ Viruslast unterhalb des Detektionslimits von 50 Kopien/ml, 0 Patienten, die eine

antiretrovirale Kombinationstherapie erhielten, ® Gesamtzahl entspricht Anzahl cART-behandelter Patienten
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Fir die Analyse der ex vivo CD4" T-Zell-Apoptoserate wurden insgesamt 84 HIV-Patienten
eingeschlossen. 45 dieser Patienten erhielten eine effektive HAART und zeigten konsistent (iber ein
Jahr keine nachweisbare HIV-Last (< 50 Kopien/ml). Tabelle 2.2 gibt einen Uberblick {iber die
Charakteristika dieser Patientengruppe und die eingesetzten Medikamente, stratifiziert nach einer

Protease-Inhibitor (Pl)-basierten Therapie und einer Therapie ohne PI.

Tab. 2.2: Charakteristika ausgewadhlter cART-behandelter Patienten

cART cART cART
gesamt Pl-basiert Nicht Pl-basiert
Anzahl 45 31 14
Geschlecht
mannlich ¥ 32 (71,1) 24 (77,4) 8(57,2)
weiblich ¥ 13 (28,9) 7(22,6) 6 (42,8)
Alter (Jahre) 42 (27-69) 42 (27-69) 44 (30-55)
HCV-Koinfektion 23 (51,1) 17 (54,8) 6 (42,9)
Protease-Inhibitor (PI)
Atazanavir 9 (20,0) 9(29,0) -
Lopinar/Ritonavir® 19 (42,3) 19 (61,3) -
Saquinavir® 2 (4,4) 2 (6,5) -
Ritonavir + P1? 5(11,1) 5(16,1) -
Fosamprenavir 1(2,2) 1(3,2) -
NNRTI
Efavirenz? 9 (20,0) - 9 (64.3)
NRTI
Tenofovir® 32(71,1) 24 (77,4) 8(57,1)
Emtricitabin ® 24 (53,3) 17 (54,8) 7 (50,0)
Lamivudin® 24 (53,3) 16 (51,6) 8(57,1)
Abacavir? 12 (26,7) 7(22,6) 5 (35,7)
Zidovudin 5(11,1) 0(0,0) 5(35,7)

2 Anzahl (Anzahl/Gesamtanzahl [%]), ° Mittelwert (Minimum-Maximum), 9 enthalten an Stelle eines Pl einen

weiteren NRTI oder zusatzlich einen NNRTI
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3 METHODEN

3.1 Isolierung peripherer Blutlymphozyten durch Dichtegradienten-Zentrifugation

Periphere mononukledre Blutzellen (PBMC) wurden nach der von Béyum entwickelten Methode

der Dichtegradienten-Zentrifugation aus heparinisiertem Blut separiert**.

3.1.1 Prinzip

Bei dieser Methode werden die Blutbestandteile aufgrund ihrer unterschiedlichen GrélRe, Dichte
und Aggregationsverhalten getrennt. Prinzipiell erfolgt die Auftrennung durch Uberschichten
antikoagulierten Bluts auf eine Trennlésung aus Zuckern oder synthetischen Polymeren und
anschlieRender Zentrifugation. Zur Separation der PBMC wurde in dieser Arbeit das synthetische
Polysaccharid Ficoll verwendet, ein neutrales, stark verzweigtes Polymer aus Saccharose-Monomeren
und Epichlorhydrin (Dichte: 1,077 g/cm3). Erythrozyten und Granulozyten sedimentieren durch
Aggregatbildung und Zentrifugation am Boden des Zentrifugenrohrchens. Dagegen bilden
Lymphozyten und Monozyten aufgrund ihrer minimal geringeren Dichte gegeniber der Trennlosung
eine Interphaseschicht oberhalb der Ficoll-Lésung. Der dariiber liegende Uberstand besteht

vorwiegend aus Plasma, Medium/PBS und Thrombozyten.

3.1.2 Durchfiihrung

Antikoaguliertes Blut wurde im Verhaltnis 1:1 (v/v) mit PBS verdinnt und in einem 50 ml Falcon-
Rohrchen Gber 15 ml Ficoll-Lésung vorsichtig aufgeschichtet. Nach anschlieRender Zentrifugation
(950 g, 20 min, Raumtemperatur (RT), ohne Bremse) wurde die Interphase mit einer Glas-
Pasteurpipette abgenommen und in ein 15 ml Falcon-Rohrchen Uberfiihrt. Das Zentrifugenréhrchen
wurde mit PBS aufgefiillt und dann erneut zentrifugiert (500 g, 15 min, RT). Der Uberstand wurde
verworfen, das Pellet in 10 ml PBS aufgenommen und erneut gewaschen (Zentrifugation: 300 g, 10
min, RT). Nach dem Abnehmen des Uberstands wurde das Pellet fiir die anschlieBRende

Zellzahlbestimmung in 10 ml PBS resuspendiert.
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3.2 Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Zdhlkammer

Die Zellzahl isolierter PBMC wurde lichtmikroskopisch mittels einer Neubauer-Zahlkammer
bestimmt. Die aus einem gravierten Glas-Objekttrager und einem Deckglas bestehende Zahlkammer
ist in 4 GroRquadrate mit jeweils einer Fliche von 1 mm? unterteilt. Bei einer Kammertiefe von 0,1
mm betragt das Flissigkeitsvolumen innerhalb eines GroRquadrats 0,1 pl.

Um das Einbeziehen nicht-vitaler Zellen in die Zellzahlung auszuschlieBen, wird die eingesetzte
Zellsuspension mit einer Trypanblau-Losung (0,025 % (w/v) in Aqua dest.) verdiinnt. Das Zytoplasma
toter Zellen lasst sich mit Trypanblau aufgrund einer nicht mehr intakten Zytoplasmamembran blau
anfarben. Die Berechnung der Zellkonzentration ergibt sich aus der Anzahl der Zellen in einem

GrolRquadrat und dem Verdiinnungsfaktor und folgt der Formel n;:

Zellzahl pro GroRquadrat * Verdiunnungsfaktor * 10 = Zellzahl/pl

3.3 Immunmagnetische Isolation von CD4" T-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden CD4" T-Zellen durch immunmagnetische Separation aus PBMC
von Patienten und gesunden Probanden gewonnen. Hierfiir wurde das CD4" T Cell Isolation Kit Il der
Firma Miltenyi verwendet.

Bei dieser Methode werden bestimmte Zellpopulationen aus heterogenen Zellgemischen mit Hilfe
von Magnetpartikeln isoliert. Die Markierung der Zellen erfolgt dabei Uber biotinylierte Antikorper,
die spezifisch Oberflachenproteine der Zielzellen erkennen und (liber einen Biotin-spezifischen
Sekundar-Antikorper, der mit einem magnetisch detektierbarem Kiigelchen (engl. magnetic bead)
konjugiert ist. Die markierten Zellen werden dann in einem magnetischen Feld in einer Saule
festgehalten, wahrend unmarkierte Zellen als Eluat die Saule passieren. Prinzipiell lassen sich zwei
Arten der Separation unterscheiden. Bei einer Positiv-Isolation wird die gewlinschte Zellpopulation
selektiv mit einem spezifischen Antikorper markiert und von den im Eluat befindlichen Zellen
separiert. Im umgekehrten Fall, einer Negativ-Isolation, erfolgt die Separation durch die Markierung
aller unerwiinschten Zellen durch ein Antikdrpergemisch. Die unmarkierten Zielzellen befinden sich
demnach im Eluat.

Nach Durchfilhrung der Negativ-Selektion entsprechend den Herstellerangaben wurde die

Reinheit der separierten CD4" T-Zellen (anti-CD3 und anti-CD4) durchflusszytometrisch bestimmt.
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3.4 DNA-Extraktion

Die Extraktion von genomischer DNA aus isolierten CD4" T-Zellen erfolgte mit Hilfe des Qiagen
DNA Blood Mini Kit. Bei dem angewandten Verfahren werden die Zellen zuerst mit Detergenzien
aufgeschlossen und Proteine durch Proteinase K denaturiert. Im Anschluss erfolgt die Bindung der
freiwerdenden DNA an eine Silica-Saule. Die Bindung ist selektiv und reversibel. Durch wiederholtes
Zentrifugieren und Waschen mit speziellen Puffern wird die DNA gereinigt (Abscheiden von RNA) und

anschlieRend in Aqua dest. eluiert.

3.5 Echtzeit-PCR

In der vorliegenden Arbeit wurde die quantitative Echtzeit-PCR (engl. quantitative real time PCR)
zum Nachweis und zur Quantifizierung von T cell receptor excision circles (TRECs) sowie des CCR5-
Gens angewendet. Die Durchfiihrung erfolgte mit dem LightCycler® 2.0 System der Firma Roche

Diagnostics.

3.5.1 Prinzip

Die Echtzeit-PCR ist eine Weiterentwicklung der klassischen PCR. Sie ermoglicht es, wahrend der
Amplifikation die Zunahme der PCR-Produkte zu detektieren und zu quantifizieren. Dies geschieht
mit Hilfe einer photometrischen Messung von Fluoreszenz wahrend der Reaktion. Erzeugt wird diese
durch DNA-interkalierende Fluoreszenz-Farbstoffe, wie z.B. Ethidiumbromid oder SYBR®Green. Die
Intensitat der Fluoreszenz ist dabei abhangig von der Menge des entstehenden PCR-Produkts.
Weiterhin kommen fluoreszenzmarkierte sequenzspezifische Sonden zur Anwendung, die unter
Ausnutzung des Fluoreszenz-Resonanzenergietransfers (FRET) oder Quenching bei Vorliegen von

komplementadren DNA-Fragmenten ein Fluoreszenzsignal erzeugen.

3.5.2 Nachweis des CCR5-Gens von CD4" T-Zellen

Die Quantifizierung des CCR5-Gens in einer DNA-Probe diente indirekt zur Bestimmung der
eingesetzten CD4" T-Zellzahl. 2 Kopien des CCR5-Gens entsprechen dabei einer CD4" T-Zelle. Der
Nachweis des Gens erfolgte mit Hilfe des LightCycler® FastStart DNA Master’™™® SYBR Green I Kits auf
dem LightCycler® 2.0 System. Als Fluoreszenz-Farbstoff wurde SYBR®Green eingesetzt. Als Probe
wurde isolierte genomische DNA aus separierten CD4" T-Zellen verwendet. Die Tabellen 3.1-3 geben

die DNA-Sequenz der eingesetzten Primer, den Reaktionsansatz, sowie das PCR-Programm an.
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Tab. 3.1: CCR5-Primer-Sequenzen

Primer Sequenz
Vorwarts-Primer 5’-TGC TAC TCG GGA ATC ATA AAA ACT-3’
Rickwarts-Primer 5-TTC TGA ACT TCT CCC CGA CAA A-3’

Tab. 3.2: Schema des Reaktionsansatzes (CCR5)

Volumen (in pl) Endkonzentration
Vorwarts-Primer (5 uM) 1 0,5 uM
Rickwarts-Primer (5 uM) 1 0,5 uM
Enzym-Mix 2 -
DNA-Probe 1 -
H,0 5 -
Gesamtvolumen 10 -

Der Reaktionsansatz wurde in Glas-Kapillaren pipettiert, verschlossen und fiir 5 s bei 700 g

zentrifugiert. Als Negativ-Kontrolle wurde anstelle von DNA 1 pl Aqua dest. zugefiigt.

Tab. 3.3: Protokoll des PCR-Programms (CCR5)

Schritt Temperatur Zeit Steigung (°C/s) Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min - 1
Amplifikation

Denaturierung 95 °C 10s 20

Annealing 60 °C 10s 20 50
Elongation 72°C 20s 20

Abkihlung 40°C 30s 20 1

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte am Ende des Annealing-Schritts.

3.5.3 Nachweis von TRECs aus CD4" T-Zellen

Eine Methode zur quantitativen Bestimmung von kiirzlich aus dem Thymus ausgewanderten
Thymozyten (engl. recent thymic emmigrants, RTE) wurde 1998 entwickelt und erlaubt Riickschlisse
auf die Neubildungsrate der T-Zellen.” Die Methode basiert auf der Messung von T cell receptor
excision circles (TRECs). TRECS sind stabile extrachromosomale Schnittprodukte, die bei der
genetischen Neuordnung im Zuge des Re-Arrangements der Gene zum fertigen T-Zell-Rezeptor
gebildet werden. Diese episomale DNA wird bei der Mitose nicht repliziert und wird im Zuge jeder

weiteren Zellteilung verdinnt.
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Im ersten Rekombinationsschritt der T-Zell-Rezeptorbildung entsteht der sog. signal joint TREC
(sjTREC). Der Nachweis von sjTRECs in einer DNA-Probe erfolgte mit Hilfe des LightCycler® FastStart
DNA Master™ HybProbe-Kit auf dem LightCycler® 2.0 System. Fir die Messung der Fluoreszenz
wurden Fluorochrom Anker- und Sensor-Sonden eingesetzt. Als Probe wurde isolierte genomische

DNA aus separierten CD4" T-Zellen verwendet. Die Tabellen 3.4-6 geben die DNA-Sequenz der

eingesetzten Primer, den Reaktionsansatz sowie das PCR-Programm an.

Tab. 3.4: Sequenzen der sjTREC-Primer und Sonden

Primer/Sonde Sequenz

Vorwarts-Primer
Rlckwarts-Primer
Anker-Sonde (LC red640)
Sensor-Sonde (Fluor)

Tab. 3.5: Schema des Reaktionsansatzes (sjTREC)

Volumen (in pul)

5" CTC TCC AAG GCA AAATGG G 3’

5" GTG GTC TGT GCT GGC ATC 3’

LC-640-AAA ACC AGA GGT GTC AGC ATG GT—PH
CCA CAG GAG TGG GCA CCTTTAC—FL

Endkonzentration

Vorwarts-Primer (10 uM) 0,6 0,60 uM
Ruckwarts-Primer (5 uM) 0,6 0,30 uM
Anker-Sonde (5 uM) 0,5 0,25 uM
Sensor-Sonde (5 uM) 0,3 0,15 uMm
Reaktionsmix 2 -
DNA-Probe 2 -
H,0 2 -
Gesamtvolumen 10 -

Der Reaktionsansatz wurde in Glas-Kapillaren pipettiert, verschlossen und fiir 5 s bei 700 g

zentrifugiert. Als Negativ-Kontrolle wurden anstelle von DNA 2 ul Aqua dest. zugefiigt.

Tab. 3.6: Protokoll des PCR-Programms (sjTREC)

Schritt Temperatur Zeit Steigung (°C/s) Wiederholungen
Initiale Denaturierung 95 °C 10 min - 1
Amplifikation
Denaturierung 95 °C 5s 20
Annealing 53°C 5s 20 45
Elongation 72°C 11s 20
Schmelzkurve 95 °C 5s 20

65 °C 15s 20 1

95 °C Os 0,1
Abkihlung 40 °C 30 20 1

Die Detektion der Fluoreszenz erfolgte im Anschluss der Elongation bei 82°C.
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3.5.4 Berechnung von RTE (engl. recent thymic emmigrants)

Als MaR fiir die Neubildungsrate der CD4" T-Zellen wurde das Verhiltnis zwischen sjTRECs und
CD4" T-Zellen verwendet. Das Verhiltnis dieser beiden GréRen wurde iber die ACt-Methode
errechnet. Der Ct-Wert (engl. cycle threshold) entspricht dem Zyklus, in dem die Fluoreszenz
erstmalig signifikant Gber der Hintergrund-Fluoreszenz liegt. In dieser Phase ist die Effizienz der PCR
am hochsten und die Fluoreszenz steigt exponentiell an. Der Ct-Wert wurde mit Hilfe des LightCycler-
Programms anhand der 2. Ableitung der Fluoreszenz bestimmt (Abbildung 3.1). Anhand der
folgenden Formel l&sst sich das Verhiltnis zwischen sjTRECs und CD4" T-Zellen (RTE/10° CD4" T-

Zellen) berechnen:

*  ACtgre = (Ctrgec - Ctecrs)
« RTE/10°CDA4" T-Zellen = 2 2™ * 10°

relative Fluoreszenz

T T T T T T 1 1 T T T
Anzahl der PCR-Zyklen

Abb. 3.1: Prinzipielle Berechnung von ACt-Werten.

3.6 Kurzzeit-Kultivierung peripherer mononuklearer Blutzellen (PBMC)

Fir die ex vivo Analyse der CD4" T-Zell-Apoptose wurden isolierte PBMC von 96 Patienten (HIV
n=47, HIV/HCV: n=39, HCV: n=10) und 12 gesunden Kontrollen verwendet. Die Zellen wurden in einer
96-Loch-Rundbodenplatte in einer Konzentration von 1*10° Zellen/ml kultiviert. Die Inkubation
erfolgte in Komplettmedium 1 (RPMI 1640, 5 % (v/v) autologes Serum, 1 % (v/v) P/S) Gber Nacht im
Brutschrank (37°C, 5 % (v/v) CO,). Im Anschluss wurde die Apoptoserate der Zellen

durchflusszytometrisch mittels des TUNEL- und des PARP-Assays bestimmt (siehe Punkt 3.9).
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3.7 In vitro Induktion der Apoptose in CD4" T-Zellen

Die Induktion der Apoptose erfolgte in vitro durch die Koinkubation von rekombinantem
humanem FasL,; (rhFasL) oder rekombinantem humanem TRAILiss rhTRAIL mit isolierten PBMC fiir
20 h. Hierfir wurden PBMC von 53 Patienten (HIV: n = 23, HIV/HCV: n = 21, HCV: n = 9) und 11

gesunden Personen eingesetzt.

3.7.1 Prinzip

Die Bindung des rekombinanten Todesliganden (FasL, TRAIL) an die korrespondieren Rezeptoren
Fas bzw. DR4, DR5 auf der Oberflache der Zielzellen fihrt zur Trimerisierung der Rezeptoren und zur
Transduktion des apoptotischen Stimulus in die Zelle. Um die biologische Wirksamkeit der Liganden
zu erhdhen, wurde ein Histidin-Antikérper (10 pg/ml) zugesetzt. Die Bindung des Antikdrpers an den
Hexa-Histidin-Rest (iss) des Proteins flihrt zu einer Kreuzvernetzung des Proteins und damit zu einer

verstarkten biologischen Wirksamkeit.

3.7.2 Durchfiihrung

Die Koinkubation erfolgte in einer 96 Loch-Rundbodenplatte in einer Konzentration von 1*10°
Zellen/ml in Komplettmedium 2 (RPMI 1640, 5 % (v/v) AB-Serum, 1 % (v/v) P/S) Gber Nacht (20 h) im
Brutschrank (37°C, 5 % (v/v) CO,). Rekombinantes FasL und TRAIL wurden jeweils in einer
Konzentration von 50 ng/ml eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle diente ein Ansatz ohne rekombinantes

Protein (Abbildung 3.2).

Y 2 W=

+ rhTRAIL;c/rhFasL, Durchflusszytometrische
+ anti-Histidin Analyse:
ﬁ Detektion von akt. Caspase-3(+)
CD4* T-Zellen

Negativ-Kontrolle:
+ anti-Histidin

Abb. 3.2: Schematischer Versuchsaufbau der in vitro Induktion von Apoptose.

Isolierte PBMC von Probanden und Patienten wurden fiir 20 h mit rekombinantem FasL bzw. TRAIL koinkubiert.
Zusatzlich wurde ein Histidin-Antikorper hinzugefiigt, der zu Kreuzvernetzung der rekombinanten Proteine liber
deren Hexa-Histidinrest fiihrt. Im Anschluss erfolgte die Detektion apoptotischer Zellen iiber den Caspase-3
Assay.
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Nach erfolgter Inkubation wurde die spezifische durch FasL oder TRAIL-induzierte Apoptoserate
(A)) der Zellen durchflusszytometrisch mittels eines Caspase-3-Assays bestimmt (siehe Punkt 3.9). Die
induzierte Apoptose (A;) ergibt sich aus der spontanen Apoptose ohne rekombinantes Protein
(Anegativ) und der in Anwesenheit von rekombinantem FasL/TRAIL gemessenen Apoptose (Agasi/mrail)-

Sie lasst sich nach folgender Formel n, berechnen:

AI (in %) =100 * (AFasL/TRAIL - ANegativ)/(100 - ANegativ)

3.8  Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie erlaubt die Analyse von Zellen bezlglich ihrer GroRe, Struktur,
Oberflacheneigenschaften sowie ihrer intrazellularen Komplexitat. Des Weiteren ermoglicht sie den
Nachweis von Antigenen auf der Zelloberfliche und nach Permeabilisierung der Zellmembran
intrazelluldr. In der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Identifizierung von CD4"
T-Zellen, Detektion apoptotischer CD4" T-Zellen sowie zur Bestimmung der Oberflichenexpression
von Fas und Fas-Ligand auf CD4" T-Zellen angewendet.

Das Prinzip der Durchflusszytometrie beruht auf der Analyse der optischen Eigenschaften von
Zellen, die vereinzelt mit hoher Geschwindigkeit in einem Flissigkeitsstrom an einem Laserstrahl
vorbeigeleitet werden. Die Passage jeder Zelle flihrt zur Streuung des vom Laserstrahl ausgesandten
Lichts, welches auf zwei rdaumlich unterschiedlich angeordnete optische Detektoren trifft, die
entweder das Vorwartsstreulicht (Forward Scatter, FSC) oder das Seitwartsstreulicht (Side Scatter,
SSC) erfassen. Die photometrische Messung beider Parameter wird in ein elektrisches Signal
umgewandelt und erlaubt anhand der Hohe, Flache und Weite des Spannungspulses Riickschlisse
auf verschiedene zellulare Parameter wie ZellgroRRe, Zellkern und Granularitdt der untersuchten Zelle.
Das Vorwartsstreulicht ist dabei proportional zur Zelloberflache (ZellgroRe), das Seitwartsstreulicht
dagegen proportional zur relativen Granularitat.

Der Nachweis extra- und intrazellularer Antigene erfolgt mit Hilfe Fluorochrom-konjugierter
Antikorper. Die Fluoreszenzintensitat ist dabei proportional zur Zahl der gebundenen Fluorochrom-
molekiile auf der Zelle.

In dieser Arbeit wurde fir alle durchflusszytometrischen Messungen als Durchflusszytometer ein
FacsCalibur (BD, Heidelberg) verwendet. Dieses Durchflusszytometer besitzt zwei Laser, mit denen
die vier verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffe Fluorescein-lsothiocyanat (FITC), Phycoerythrin (PE),
Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP) und Allophycocyanin (APC) anhand ihres charakteristischen

Emissionsspektrums nachgewiesen werden kénnen.
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Die weitere Auswertung und graphische Aufarbeitung der Messdaten erfolgte mit Hilfe der
CellQuest Pro Software (BD, Heidelberg, Deutschland) und der FlowJo Software (Tristar, Ashland,
Oregon, USA).

3.9 Durchflusszytometrische Detektion apoptotischer CD4" T-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden apoptotische Zellen durchflusszytometrisch mit Hilfe von drei
verschiedenen Methoden identifiziert. Hierdurch sollten spezifisch Zellen in verschiedenen Phasen

der Apoptose detektiert werden.

3.9.1 Terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick end labelling (TUNEL)

Fir die Detektion spat-apoptotischer Zellen wurde ein kommerziell-erhaltlicher TUNEL-Assay
verwendet (APO-Direct Kit). Prinzip dieser Methode ist die enzymatische Kopplung von Fluorochrom-
bzw. Biotin-konjugierten Nukleotiden an das 3'-OH-Ende von DNA-Fragmenten, wie sie in der
Spatphase der Apoptose durch Spaltung der genomischen DNA durch Endonukleasen entstehen

(Abbildung 3.3).

* Fixierung, ‘ Inkubation mit TdT und FITC-dUTP ‘
* Permeabilisierung

FACS- Analyse:

FE¥ ey Detektion von
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-_— CD4* T-Zellen

Apoptotische Zelle ‘ ‘ DNA-Fragmente und Strangbriiche ‘ ‘ FITC-gekoppelte DNA ‘

Abb. 3.3: Schematischer Ablauf der Detektion apoptotischer Zellen mit Hilfe des TUNEL-Assays.

Nach der Fixierung mit PFA und der Permeabilisierung der Zellen durch Ethanol erfolgte die Inkubation in
einem Reaktionsmix, der das Enzym Terminale Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) und Fluorochrom-
gekoppeltes dUTP enthalt. Durch die enzymatische Kopplung der FITC-gekoppelten Nukleotide lasst sich der
Grad der DNA-Fragmentierung einer Zelle durchflusszytometrisch bestimmen (lllustration verdndert nach 122).

Durchfithrung: 3*10° PBMC wurden in einem 15 ml Falcon-Réhrchen mit 20 ul anti-CD4-APC
gefarbt (15 min, RT) und einmalig mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 300 g, 5 min, 4°C). Danach
wurden die Zellen mit 1 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS fur 1 h auf Eis fixiert und danach zweimal in
kaltem PBS gewaschen (Zentrifugation: 500 g, 5 min, 4°C). Das Zellpellet wurde anschlieRend in 70 %
Ethanol aufgenommen und fir mindestens 24 Std. bei — 20 °C gelagert. Die weitere Durchfiihrung
erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers: Nach der Entfernung des Ethanols durch mehrere

Waschschritte erfolgte die Markierung apoptotischer Zellen durch Inkubation mit FITC-konjugiertem
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dUTP und der terminalen Desoxyribonukleotidyltransferase (TdT) in 50 ul Reaktionspuffer (60 min,
37°C). Nach einer Stunde wurde die Reaktion durch zweimaliges Waschen gestoppt und die Zellen fir
weitere 30 min bei Raumtemperatur mit einem RNAse/Propidiumiodid (Pl)-Puffer inkubiert und in

dieser Form fiir die durchflusszytometrische Analyse verwendet.

3.9.2 Detektion des Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP) p85-Fragments

In diesem Assay erfolgt die Identifizierung apoptotischer Zellen durch den Nachweis des p85-
Fragments der Poly-ADP-Ribose-Polymerase (PARP-Assay). PARP ist ein im Zellkern residentes DNA-
Reparatur-Enzym, welches wahrend der Apoptose im Zuge der Aktivierung der proteolytischen
Enzym-Kaskade durch die aktivierte Caspase-3 in ein 24 kDa und ein 89 kDa (p85) groRes Fragment
geschnitten wird.

Durchfithrung: 1*10° PBMC wurden mit jeweils 10 pl anti-CD3 und anti-CD4 gefarbt (15 min, RT),
mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 300 g, 5 min, 4°C) und nachfolgend mit Cellfix fixiert (20 min,
4°C). Nach nochmaligem Waschen mit PBSF wurden die Zellen mit Digitonin (100 pg/ml in PBSF)
permeabilisiert (30 min, 4°C). Nach einem erneuten Waschschritt wurden die Zellen mit 10 pl eines
Antikorpers inkubiert (30 min, RT), der spezifisch das p85-Fragment erkennt (anti-cleaved PARP). Im
Anschluss wurden die Zellen von lberschiissigem Antikorper befreit (Zentrifugation: 500 g, 5 min, RT)
und in 200 pl CellFIX fixiert und dann innerhalb von 2 h durchflusszytometrisch analysiert (Abbildung
3.4).

Fixierung,

* Permeabilisierung

Apoptotische Zelle ‘

‘ AK-Inkubation ‘

p85-Fragment

‘?‘: FACS- Analyse:
,‘# I:‘ Detektion von
{ p85-Fragment(+)

CD4* T-Zellen

Abb. 3.4: Schematischer Ablauf der Detektion apoptotischer Zellen mit Hilfe des PARP-Assays.

Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgt die Inkubation eines spezifischen Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpers (AK) gegen das gespaltene p85-Fragment von PARP. Im Anschluss werden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert.
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3.9.3 Detektion aktivierter Caspase-3

Die Apoptoserate von CD4" T-Zellen l4sst sich alternativ auch iber die Identifizierung aktivierte
Caspase-3-positiver CD4" T-Zellen bestimmen. Hierzu wurde ein kommerziell erhiltliches Active
Caspase-3 Apoptosis Kit verwendet. Caspase-3 gehort neben der Caspase-6 und Caspase-7 zur
Gruppe der Effektor-Caspasen, welche im Rahmen der Apoptose aktiviert werden und zelleigene
Proteine spalten sowie Nukleasen aktivieren, die in der Spatphase der Apoptose die Degradation der
genomischen DNA bewirken. Die aktivierte Form der Caspase-3 entsteht aus der Spaltung der Pro-
Caspase-3 durch vorgeschaltete Initiator-Caspasen.

Durchfiihrung: 2x10°> PBMC wurden mit jeweils 5 pl anti-CD3 und anti-CD8 gefarbt (15 min, RT)
und nachfolgend mit PBS gewaschen (Zentrifugation: 300 g, 5 min, 4°C). Zur Fixierung und
Permeabilisierung wurden die gefarbten Zellen in 300 pl Cytofix/Cytoperm-Losung inkubiert (30 min,
4°C). Im Anschluss wurden die Zellen zweimal in Perm/Wash-Lésung gewaschen (Zentrifugation: 500
g, 5 min, RT) und nachfolgend mit 5 pl eines Antikdrpers gegen die aktivierte Caspase-3 (anti-
activated Caspase-3) inkubiert (30 min, RT). Nach dem Entfernen Uberschiissiger Antikorper durch
einen weiteren Waschschritt (Perm/Wash-Losung; Zentrifugation: 500 g, 5 min, RT) wurden die

Zellen in 200 pl CellFIX aufgenommen und durchflusszytometrische analysiert (Abbildung 3.5).

* Fixierung, ‘ AK-Inkubation ‘
*  Permeabilisierung

FACS- Analyse:
’—‘ Detektion von
aktivierte akt. Caspase-3(+)

Caspase-3 CD4* T-Zellen

Apoptotische Zelle ‘

Abb. 3.5: Schematischer Ablauf der Detektion apoptotischer Zellen mit Hilfe des Caspase-3 Assays.

Nach der Fixierung und Permeabilisierung der Zellen erfolgt die Inkubation eines spezifischen Fluorochrom-
gekoppelten Antikorpers (AK) gegen die aktivierte Form der Caspase-3. Im Anschluss werden die Zellen
durchflusszytometrisch analysiert.
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3.10 Durchflusszytometrische Analyse der Oberflachenexpression von Todesrezeptoren

und ihrer Liganden

In diesem Versuchsteil wurde die Oberflachenexpression der Todesrezeptoren Fas, DR4, DR5 und
TNF-a-R1 auf CD4" T-Zellen bestimmt. Des Weiteren wurde die relative Oberflichendichte der
korrespondierenden Liganden FasL, TRAIL und TNF-a auf CD4" T-Zellen ermittelt. Fir die
durchflusszytometrische Analyse der Expression der einzelnen Oberflaichenmarker wurde jeweils 100
ul frisches heparinisiertes Vollblut von insgesamt 148 Patienten (HIV: n=78, HIV/HCV: n= 53, HCV:
n=17) und 17 gesunden Probanden verwendet.

Als erster Schritt erfolgte die Lyse der Erythrozyten durch die Mischung von Vollblut und FACS
Lysing Solution im Verhaltnis 1:10 (v/v) und anschlieRender Inkubation (10 min, RT). Nach
zweimaligem Waschen mit PBS (supplementiert mit 2,5 % (v/v) FCS; Zentrifugation: 500 g, 5 min, RT)
wurden die Zellen mit je 5 pl anti-CD3, anti-CD8 sowie mit 5 ul eines Antikérpers gegen den
jeweiligen Todesrezeptor bzw. Liganden inkubiert (30 min, 4°C). Uberschiissige Antikdrper wurden
durch erneutes Waschen (Zentrifugation: 500 g, 5 min, RT) entfernt und die Zellen anschliefend in
CellFIX fixiert. Zur Standardisierung der Messungen wurden die entsprechenden Isotyp-Kontrollen fir
die einzelnen Antikorper durchgefiihrt. Die Oberflachenexpression der einzelnen Proben wurde dann

innerhalb von 2 h im Durchflusszytometer gemessen.

3.11 Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assay (ELISA)

Der ELISA dient zum der Nachweis und Konzentrationsbestimmung von |6slichen Antigenen lber
eine enzymatische Farbreaktion. In der vorliegenden Arbeit wurde der ELISA zur Bestimmung der
Serumkonzentrationen von loslichem TRAIL, FasL und TNF-a von Patienten und gesunden Probanden
verwendet. Hierfir wurden Serum-Proben von 104 Patienten (HIV: n=40, HIV/HCV: n= 49, HCV: n=15)

und 20 gesunden Personen eingesetzt.

3.11.1 Prinzip

Bei dem in dieser Arbeit verwendeten ,Sandwich“-ELISA der Firma Diaclone erfolgt der Nachweis
des l6slichen Antigens (iber die Immobilisierung des Antigens auf einer beschichteten
Mikrotiterplatte durch Bindung an einen spezifischen Antikorper gegen das Antigen (Primar-
Antikorper). Im darauf folgenden Schritt erfolgt die Inkubation des immobilisierten Antigens mit
einem weiteren spezifischen biotinylierten Antikorper. Der Biotinrest dieses Sekundar-Antikdrpers
dient zur Bindung des Enzyms Peroxidase, welches (iber ein Streptavidin-Konjugat an den Antigen-

Antikorper-Komplexe (,,Sandwich”) bindet.
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Die Zugabe des Enzymsubstrats TMB (3,3’,5,5'-Tetramethylbenzidine) fiihrt zu einer
enzymatischen Reaktion, die in einem blauen Farbumschlag der Losung resultiert. Der Zusatz von
Schwefelsaure flhrt zu einem Stopp der Enzymreaktion und geht mit einem Farbumschlag von blau
zu gelb einher. Anhand der Lichtabsorption der Losung bei einer bestimmten Wellenlange (450 nm)
kann der Antigengehalt der Probe quantitativ ausgewertet werden. Die Absorption korreliert hierbei
direkt mit der Menge an gebundenem Protein. Durch den Vergleich der gemessenen Extinktion mit
den Werten einer Verdiinnungsreihe des Antigens in bekannter Konzentration (Standardreihe) kann

so die Konzentration des Antigens in der Probe bestimmt werden.

3.11.2 Durchfiihrung

Die Durchfuihrung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers und wird hier in Kiirze beschrieben.
Alle genannten Lésungen und Reagenzien sind Bestandteil der ELISA Kits.

FasL ELISA: Als ersten Schritt wurden eine Standardreihe (62,5 - 2000 pg/ml) sowie eine Positiv-
Kontrolle angesetzt und jeweils 100 ul in die Mikrotiterplatte pipettiert. Danach erfolgte das Befillen
der restlichen Vertiefungen der Platte mit je 100 pul der Serum-Proben. Serum-Proben und Kontrollen
wurden jeweils als Doppelansatz pipettiert. Nach zwei-stlindiger Inkubation wurde die Platte dreimal
mit Wasch-Puffer gewaschen und mit jeweils 50 pl des Sekundar-Antikorpers fiir eine weitere Stunde
inkubiert. AnschlieRend wurde die Platte abermals gewaschen und mit 100 pl einer Streptavidin-HRP
(engl. horseradish peroxidase)-Losung befillt. Nach 30 min erfolgte die Zugabe des TMB-Substrats.
Nach weiteren 15-20 min Inkubation im Dunkeln wurde die enzymatische Reaktion durch Zugabe von
100 ul Schwefelsdure gestoppt. Im Anschluss erfolgte die photometrische Messung der
Mikrotiterplatte bei einer Wellenldnge von 450 nm. Das Detektionslimit liegt bei 12 pg/ml, der
Variationskoeffizient betragt 3,8 %.

TRAIL ELISA: Die Durchfihrung des TRAIL-ELISA gleicht dem des FasL-ELISA mit folgendem
Unterschied: Die Zugabe des Sekundar-Antikorpers erfolgt direkt nach dem Pipettieren der Proben
und Kontrollen, die Inkubation betrdgt nur einmalig 3 Stunden. Die Standardreihe reicht von 93,75 —
3000 pg/ml. Das Detektionslimit liegt bei 64 pg/ml, der Variationskoeffizient betrug 6,2 %.

TNF-a ELISA: Die Durchfiihrung erfolgte gemall dem Protokoll des FasL-ELISA. Die Standard-Reihe
reichte von 25 — 800 pg/ml. Das Detektionslimit liegt bei 8 pg/ml, der Variationskoeffizient betragt
3,3 %.
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3.12 Statistische Methoden

Alle Werte und klinischen Parameter der einzelnen Patientengruppen wurden auf das Vorliegen
einer Normalverteilung mit dem Kolmogorov—Smirnov Test (K-S Test) hin tUberpriift. Fir die weiteren
Analysen wurde bei zwei normal verteilten unabhangigen Stichproben ein t-Test verwendet. Beim
Vergleich von mehr als zwei Gruppen wurde eine einfaktorielle ANOVA (engl. analysis of variance)
mit anschliefender Bonferroni-Korrektur angewandt. Die Daten wurden in diesem Fall als Mittelwert
und Standardfehler (SEM) dargestellt.

Die Analyse von zwei nicht-normal verteilten unabhangigen Stichproben erfolgte unter der
Verwendung des Mann-Whitney-Tests. Zur Korrektur fiir multiple Tests bei mehr als zwei
Stichproben wurde der Kruskal-Wallace-Test verwendet. In beiden Fallen wurden die Daten als
Median und 25 %/75 % Quantil angegeben und als Box Plots dargestellt.

Im Fall von gepaarten Stichproben wurde entweder eine gepaarte ANOVA mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur (parametrisch) angewandt bzw. ein Friedmann-Test mit anschlieRendem Dunn-
Test bei nicht-parametrischen Stichproben.

Korrelationen zwischen Ergebnissen und klinischen Daten wurden mit Hilfe des
Korrelationskoeffizienten nach Pearson (parametrisch) bzw. der Rangkorrelation nach Spearman
(nicht-parametrisch) analysiert. Die statistischen Berechnungen wurden unter Verwendung der
Programme GraphPad Prism 4.0 (GraphPad, La Jolla, USA). durchgefiihrt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als
statistisch signifikant angesehen (*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001).
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4 ERGEBNISSE

In den folgenden Abschnitten wird zuerst der Einfluss einer HCV-Koinfektion auf die
Neubildungsrate von CD4" T-Zellen betrachtet. Im Weiteren wird dann eine Beeinflussung der
Apoptoserate von T-Helferzellen durch die HCV-Koinfektion beleuchtet sowie mogliche zugrunde
liegende Mechanismen Uberprift.

Potentielle Effekte der HCV-Koinfektion auf die genannten Parameter wurden durch den Vergleich
von HIV/HCV-koinfizierten Patienten mit nachweisbarer HIV-Last (HIV-RNA(+), virdmisch) mit
verschiedenen Kontrollgruppen untersucht. Hierzu zdhlen zum einen gesunde Probanden, zum
anderen Patienten mit einer HIV-Monoinfektion mit positiver HIV-RNA und Patienten mit einer HCV-
Monoinfektion.

Etwaige Wechselwirkungen einer HCV-Koinfektion mit einer hochaktiven antiretroviralen
Therapie (HAART) wurden in einem zweiten Schritt untersucht, indem zusatzlich HIV-mono- und
HIV/HCV-koinfizierte Patienten eingeschlossen wurden, die bereits effektiv mit einer antiretroviralen
Kombinationstherapie behandelt wurden und keine nachweisbare HIV-Last (HIV-RNA(-), avirdmisch)

mehr aufwiesen.

4.1 CDA4" T-Zell-Neubildungsrate

Als eine KenngroRe fiir die Neubildung von CD4" T-Zellen wurde in dieser Arbeit die Anzahl der
CD4" T-Zellen verwendet, die kiirzlich den Thymus verlassen haben (engl. recent thymic emigrants,
RTE). Diese Zahl wurde dann im Verhaltnis zu der im peripheren Blut vorhandenen T-Helferzellen
gesetzt und diente damit als MaR fiir die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen.

Die Anzahl der RTE wurde durch den Nachweis von sjTRECs (engl. T cell receptor excision circles)
und der Quantifizierung von CCR5-Genkopien mittels quantitativer Echtzeit-PCR ermittelt (siehe
Punkt 3.5, Seite 27). Insgesamt standen DNA-Proben isolierter CD4" T-Zellen von 157 Patienten und
Probanden zur Verfligung. Von diesen konnten bei 105 Proben TRECs nachgewiesen werden. Bei 52
Ansdtzen konnten die Fluoreszenzsignale nicht ausgewertet werden. In diesen Proben befand sich
nur eine geringe Anzahl von sjTRECs. Durch die PCR konnten die in der Probe vorhandenen TRECs
nicht mehr ausreichend amplifiziert werden, um ein auswertbares Fluoreszenzsignale zu erzeugen.
Die Nachweisgrenze lag dabei bei etwa 100 sjTRECs pro DNA-Probe. Eine Assoziation der nicht-
auswertbaren Proben mit einzelnen Patientengruppen wurde nicht gefunden. In jeder
Patientengruppe konnten ca. 30 — 35 % der Proben nicht ausgewertet werden. Es zeigte sich jedoch,

dass TRECs vor allem in den Proben nicht nachgewiesen werden konnten, in denen der DNA-Gehalt
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gering war (Proben mit hohem Ct-Wert der CCR5-Genkopien). Abbildung 4.1 zeigt beispielhaft die
guantitative Messung von CCR5-Genkopien und sjTRECs in DNA-Proben verschiedener Probanden

und Patienten.
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Abb. 4.1: Amplifikation von CCR5-Genkopien und sjTRECs mittels Echtzeit-PCR.

Die Grafik zeigt beispielhaft die Amplifikation des CCR5-Gens (A) und von sjTRECs (B) in DNA-Proben von
verschiedenen Patienten. Auf der Ordinate ist die relative Fluoreszenz verzeichnet, auf der Abszisse die Anzahl
der PCR-Zyklen.

Wie in Abbildung 4.2 verdeutlicht, sind die RTE-Werte einer starken Streuung unterworfen. Dies
ist vor allem bei der HIV- und der HCV-monoinfizierten Patientengruppe der Fall. Allerdings war zu
beachten, dass die Fallzahl auswertbarer Proben bei der HCV-monoinfizierten Patientengruppe mit 5

Proben sehr gering war.
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Abb. 4.2: sjTREC-Konzentrationen von CD4" T-Zellen bei verschiedenen Patientengruppen.

Als MaR fir die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen wird das Verhiltnis zwischen RTE (engl. recent thymic
emmigrants) und CD4" T-Zellzahl verwendet. Abb. 4.2 gibt die RTE als TRECs pro 10° CD4" T-Zellen wieder. Die
TREC-Konzentrationen von gesunden Probanden und verschiedenen Patienten (GK: n=22, HCV: n=5, HIV: n=54,
HIV/HCV: n= 26) sind dargestellt als Dotplot und Median (Balken). Fiir die statistische Analyse wurde der
Kruskal-Wallis-Test verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt.
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Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe konnte kein signifikanter Unterschied in der TREC-
Konzentration bei HIV-monoinfizierten Patienten gefunden werden. Dagegen wiesen Patienten mit
einer HCV-Monoinfektion im Median hohere RTE-Werte auf. Der statistische Vergleich der Gruppe
ergab aufgrund der geringen Fallzahl jedoch keinen signifikanten Unterschied. Die geringsten RTE-
Werte konnten jedoch bei Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion beobachtet werden. Im
Vergleich zu gesunden Probanden sowie Patienten mit einer HIV- oder HCV-Monoinfektion waren die
RTE-Werte im Median erniedrigt (Tabelle 4.1). Jedoch nur im Vergleich mit HIV-monoinfizierten

Patienten erreichten die Unterschiede statistische Signifikanz (p = 0,039).

Tab. 4.1: sjTREC-Konzentrationen von CD4" T-Zellen bei verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl szRECs/105 CD4’ T-Zellen p-Werte

Gesunde Kontrollen (GK) 22 596 (365/900)

HCV-Monoinfiziert 5 949 (483/1930) n.s. vs. GK
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 54 590 (330/785) n.s. vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 26 400 (247/503) p =0,039 vs. HIV, n.s. vs. GK

' Median (25 %/75 % Interquartil)

Die Stratifizierung HIV-positiver Patienten in Individuen mit und ohne HIV-Virdmie offenbarte
kaum Unterschiede in den TREC-Konzentrationen zwischen Patienten mit nachweisbarer HIV-RNA
und nicht-nachweisbarer HIV-Last, weder bei HIV-monoinfizierten, noch bei HIV/HCV-koinfizierten
Patienten (Abbildung 4.3).

Die Neubildungsrate bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten mit nicht-nachweisbarer HIV-RNA war
jedoch geringfligig hoher als bei viramischen Patienten, im Gegensatz zu den HIV-monoinfizierten
Patientengruppen. Im Median waren die RTE-Werte bei den aviramischen Patienten mit HIV-
Monoinfektion etwas geringer. Die Unterschiede erreichten jedoch ebenfalls nicht das statistische
Signifikanzniveau von 5 %. Auch zwischen den avirdamischen Patientengruppen konnte kein
signifikanter Unterschied in Bezug zur CD4" T-Zell-Neubildungsrate gefunden werden. Tabelle 4.2

fasst die einzelnen Werte noch einmal zusammen.

Tab. 4.2: sjTREC-Konzentrationen bei viraimischen und aviramischen HIV(+) Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl sjTRECs/ 10° CD4" T-Zellen? p-Werte
Gesunde Kontrollen (GK) 22 596 (365/900)

HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 30 633 (290/957)

HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 24 530 (371/1418) n.s.
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 10 350 (150/689)

HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 19 436 (357/1184)

' Median (25 %/75 % Interquartil)
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Abb. 4.3:TREC-Konzentrationen von virdmischen und aviramischen HIV(+)-Patienten.

Die Abbildung stellt die einzelnen sjTREC-Konzentrationen von CD4" T-Zellen verschiedener Patientengruppen
als Dotplot und Median (Balken) dar. Die HIV(+) Patienten wurden in virdmische (HIV - HIV-RNA(+): n=30,
HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=10) und nicht virdmische unterteilt (HIV - HIV-RNA(-): n=24, HIV/HCV - HIV-RNA(-): n=
16) und den gesunden Kontrollen gegenlbergestellt (GK: n=22). Fir die statistische Analyse wurde der Kruskal-
Wallis-Test verwendet. Ein p-Wert > 0,05 gilt als nicht signifikant (n.s.).

In einem nachsten Schritt wurden mogliche Assoziationen der Neubildungsrate von T-Helferzellen
mit klinischen und demographischen Parametern Uberprift. Obwohl das Alter nachweislich eine
Rolle bei der Produktion von Thymozyten spielt und diese im Verlauf des Lebens abnimmt, konnte
kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter und der CD4" T-Zell-Neubildungsrate bei
gesunden Probanden festgestellt werden. Die Alters-Verteilung der gesunden Kontrollgruppe lag
jedoch in einem Bereich (im Mittel 31 Jahre), in dem die Thymozytenproduktion nur noch langsam
abnimmt. Auch die Differenzen im Durchschnittsalter zwischen den einzelnen Patientengruppen
waren nur marginal und hatten demnach keinen Einfluss auf die beobachteten Unterschiede in der
Neubildungsrate. Das Geschlecht war ebenfalls nicht mit der Neubildungsrate von T-Helferzellen
assoziiert.

Dariiber hinaus wurden Parameter des HIV-Status wie CD4" und CD8" T-Zellzahl in Bezug zur
Produktion von CD4" T-Zellen untersucht. Auch hier konnten keine signifikanten Korrelationen
gefunden werden. Trotzdem wurden alle Patienten, deren RTE-Werten stark vom Median abwichen,
noch einmal gesondert betrachtet: Hierzu wurden die sieben héchsten bzw. zwei hochsten Werte
aus den viramischen und aviramischen Patientengruppen mit HIV-Monoinfektion ausgewahlt, sowie
die zwei bzw. drei héchsten Werte aus den Patientengruppen mit HIV/HCV-Koinfektion. Jedoch
konnte bei diesen Patienten kein signifikanter Zusammenhang zwischen Neubildungsrate und
klinischen Daten hergestellt werden. Auch eine erhdhte CD4" T-Zell-Apoptoserate konnte im

Vergleich zu den restlichen Individuen der jeweiligen Patientengruppe nicht nachgewiesen werden.
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4.2 Untersuchungen zum Einfluss der HCV-Koinfektion auf die CD4" T-Zell-Apoptose

4.2.1 Exvivo CD4’ T-Zell-Apoptose bei Patienten mit nachweisbarer HIV-RNA

Fir die Untersuchung der CD4" T-Zell-Apoptose wurden mit dem PARP- und dem TUNEL-Assay
zwei Methoden verwendet, welche Zellen in verschiedenen Phasen der Apoptose nachweisen
(Abbildung 4.4). Der PARP-Assay weist in apoptotischen Zellen das p85-Fragment nach, welches
durch die Spaltung von PARP durch die aktivierte Caspase-3 entsteht. Dagegen detektiert der TUNEL-
Assay Zellen mit einem hohen Grad der DNA-Fragmentierung, welcher charakteristisch ist fiir spat-

apoptotische Zellen.
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Abb. 4.4: Durchflusszytometrische Analyse von CD4" T-Zellen.

Die Abbildung zeigt reprasentative Dotplots von Personen aus jeder Patientengruppe, bei denen apoptotische
Zellen mittels PARP- (Spalten 2, 3) bzw. TUNEL-Assay (Spalten 4, 5) detektiert wurden. Der Dotplot der Isotyp-
Kontrolle ist reprasentativ fir alle Kontrollen, die fir jeden Patienten bestimmt wurden (Spalte 1).
Lymphozyten wurden iber den Forward Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen wurden als
CD3"/CD4*-positive Lymphozyten definiert. Apoptotische CD4" T-Zellen sind definiert als PARP-positiv und
befinden sich im unteren rechten Quadranten. Spat-apoptotische CD4" T-Zellen zeichnen sich durch einen
hohen Grad der DNA-Fragmentierung (TUNEL) aus und erscheinen im unteren rechten Quadranten.
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Beide Assays zeigten beim Vergleich der verschiedenen Patientengruppen konsistent dhnliche
Muster bei der CD4" T-Zell-Apoptoserate. Abbildung 4.5 veranschaulicht deutlich, dass die
gemessenen Apoptoseraten der T-Helferzellen der beiden Assays unabhdngig von einer

zugrundeliegenden HIV- oder HCV-Infektion signifikant miteinander korrelierten.

_ 18+
% A GK A
& 15- A HCV
o A HIV
g 129 |A  HIVHCV
+|L
<

- A
8 1 a
g A
g A
2 A
e
8 A
o
]
o
o
N

T T T T 1
6 9 12 15 18

% apoptotische CD4" T-Zellen (TUNEL)

Abb. 4.5: Assoziation zweier Apoptose-Assays bzgl. der gemessenen CD4" T-Zell-Apoptoserate.

Die Abbildung zeigt die durch den PARP- und TUNEL-Assay ermittelte CD4" T-Zell-Apoptoserate von allen
eingeschlossenen Patienten (HIV: n=47, dunkelgraue Dreiecke; HCV: n=10, hellgraue Dreiecke; HIV/HCV: n=39,
schwarze Dreiecke) und gesunden Kontrollen (n=12, offene Dreiecke). Auf der Ordinate sind die Ergebnisse des
PARP-Assays, auf der Abszisse die Ergebnisse des TUNEL-Assays aufgetragen. Die Ergebnisse der beiden Assays
sind, unabhdngig von einer zugrundeliegenden HIV- oder HCV-infektion, signifikant miteinander assoziiert
(R2 =0,61, p £0,0001). Fiir die statistische Analyse wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson verwendet.

Wie in Tabelle 4.3 aufgezeigt, war der Anteil der spat-apoptotischen Zellen, nachgewiesen durch
den TUNEL-Assay, im Mittel geringer als beim PARP-Assay. Diese Beobachtung sowie die signifikante
Korrelation der beiden Assays sprechen dafir, dass spezifisch spontane Apoptose in T-Helferzellen

nachgewiesen wurde.

Tab. 4.3: Mittlere CD4" T-Zell-Apoptoserate verschiedener Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl CD4" T-Zell-Apoptoserate (in %) 2!
PARP-Assay TUNEL-Assay
Gesunde Kontrollen (GK) 12 0,91+0,11 0,50+0,08
HCV-Monoinfiziert 10 0,94+0,08 0,6210,09
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 25 3,1710,41 2,4610,32
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 16 6,2411,22 5,8211,36

I Mittelwert + SEM
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Die Ergebnisse der beiden Apoptose-Assays, dargestellt in Abbildung 4.6, zeigten deutliche
Unterschiede bei der Apoptoserate zwischen den einzelnen Patientengruppen: Wahrend gesunde
Probanden und HCV-monoinfizierte Patienten fast identische Apoptoseraten aufwiesen, war der
Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen bei HIV-monoinfizierten Patienten mit einer nachweisbaren HIV-

Last im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant erhéht (p < 0,05).
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Abb. 4.6: CD4" T-Zell-Apoptoserate verschiedener Patientengruppen.

Abb. 4.6A zeigt die Ergebnisse des PARP-Assays. Abb. 4.6B stellt die Apoptoserate von CD4" T-Zellen anhand
der Bestimmung der DNA Fragmentierung (TUNEL-Assay) dar. Die einzelnen Sdulen geben den Mittelwert und
den Standardfehler (SEM) der Apoptoserate von gesunden Kontrollen (GK) (n=12), HCV-Monoinfizierten (n=10),
HIV-Monoinfizierten (n=25) sowie HIV/HCV-Koinfizierten (n=14) an. Fur die statistische Analyse wurde eine
einfaktorielle ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als
signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. <0,001.

Interessanterweise war die Apoptoserate von CD4" T-Zellen bei Patienten mit einer HIV/HCV-
Koinfektion gegenliber Patienten mit einer HIV- und HCV-Monoinfektion nochmals signifikant
gesteigert. Im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-Monoinfektion war der Anteil apoptotischer CD4"
T-Zellen ndherungsweise doppelt so hoch (p < 0,05).

Um mogliche Abhingigkeiten zwischen der erhdhten CD4" T-Zell-Apoptose und dem klinischen
Verlauf der HIV-positiven Patienten aufzudecken, wurde die Apoptoserate mit verschiedenen
demografischen und klinischen Parametern korreliert.

Dabei zeigte sich, dass die Apoptoserate von CD4" T-Zellen signifikant mit der HIV-Last HIV-
infizierter Patienten korreliert (Abbildung 4.7). Dieser Zusammenhang galt nicht nur fir Patienten mit
einer HIV-Monoinfektion, sondern auch fiir Patienten, die mit dem Hepatitis C-Virus koinfiziert
waren. Interessanterweise wurden die Unterschiede in der CD4" T-Zell-Apoptoserate zwischen HIV-

Monoinfizierten und HIV/HCV-Koinfizierten mit zunehmender HIV-Last groRer.
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Abb. 4.7: Assoziation zwischen HIV-Last und CD4" T-Zell-Apoptose.

Die CD4" T-Zell-Apoptose von HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten (Ordinate) ist gegen die
HIV-Last (Abszisse) aufgetragen. (A) Die CD4" T-Zell-Apoptoserate, die mit dem PARP-Assay ermittelt wurde,
korreliert signifikant mit der HIV-Last in den Patientengruppen mit HIV-Monoinfektion und HIV/HCV-
Koinfektion (HIV: rs = 0,66, p = 0,0003; HIV/HCV: rs = 0,82, p = 0,0002). (B) Die anhand der DNA-Fragmentierung
(TUNEL-Assay) ermittelte CD4" T-Zell-Apoptoserate korreliert ebenfalls mit HIV-Last (HIV: rs = 0,66, p = 0,0003;
HIV/HCV: rs = 0,79, p = 0,0003). Fur die statistische Analyse wurde eine Rangkorrelation nach Spearman
angewandt.

Im Gegensatz dazu konnte keine signifikante Assoziation zwischen der CD4" T-Zell-Apoptose und
der HCV-Last gefunden werden, weder bei Patienten mit einer HCV-Monoinfektion noch bei
Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion. Auch weitere Parameter einer HCV-Infektion wie der HCV-
Genotyp oder Leber-Enzym-Werte (ALT, AST, y-GT) waren nicht mit der CD4" T-Zell-Apoptoserate

assoziiert.

4.2.2 Exvivo CD4" T-Zell-Apoptose bei HIV-RNA(-) Patienten

Im ersten Teil unserer Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass eine HIV/HCV-Koinfektion bei
HIV-RNA positiven Patienten im Vergleich zur HIV-Monoinfektion mit einer signifikant erhéhten CD4"
T-Zell-Apoptose assoziiert war.

Eine effektive antiretrovirale Therapie (cART, HAART) ist dagegen in der Lage viele
immunologische Anomalien, die in unbehandelten HIV-Patienten beobachtet worden sind,
umzukehren. Daher wurde in einem nachsten Schritt untersucht, inwieweit sich die effektive
Inhibition der HIV-Replikation im Zuge einer HAART auf CD4" T-Zell-Apoptose bei HIV-positiven
Individuen auswirkt. Von weiterem Interesse war es zudem zu erforschen, ob eine Koinfektion mit

HCV Auswirkungen auf die CD4" T-Zell-Apoptoserate bei Patienten mit einer HIV-Infektion hat, die
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mit einer effektiven HAART behandelt worden sind. Hierzu wurde in einer Querschnittsuntersuchung
die ex vivo Apoptoserate bei HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten bestimmt, bei
denen im Zuge der HAART konsistent ein Jahr keine HIV-Last (avirdmisch) nachgewiesen wurde.

Wie in Tabelle 4.4 und in Abbildung 4.8 dargestellt, war eine effektive HAART mit einer signifikant
verringerten CD4" T-Zell-Apoptoserate assoziiert. Der Anteil apoptotischer T-Helferzellen von
aviramischen HIV-monoinfizierten Patienten nahm im Vergleich zu Patienten mit nachweisbarer HIV-
RNA signifikant ab (p < 0,05). Auch bei der Gegenuberstellung der beiden HIV/HCV-koinfizierten
Patientengruppen zeigte sich eine signifikante Verringerung der CD4" T-Zell-Apoptose (p < 0,001). Im
Vergleich zur HIV-Monoinfektion war die Reduktion der Apoptoserate dabei absolut wie auch

prozentual groRer.
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Abb. 4.8: Einfluss der HAART auf die CD4" T-Zell-Apoptose.

Dargestellt ist der Prozentsatz apoptotischer CD4" T-Zellen bei HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten
Patienten mit (HIV: n=22, HIV/HCV: n=23) bzw. ohne einer effektiven HAART (HIV: n=25, HIVHCV: n=16). Abb.
4.8A bezieht sich auf die Ergebnisse des PARP-Assays, Abb. 4.8B auf die des TUNEL-Assays. Fir die statistische
Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert <
0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. <0,001.

Daraus ergab sich, dass unter HAART, im Gegensatz zu den Patientengruppen mit nachweisbarer
HIV-RNA, zwischen HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten kein signifikanter
Unterschied in der CD4" T-Zell-Apoptose mehr festgestellt werden konnte. Dennoch verblieb die
mittlere Apoptoserate der T-Helferzellen bei beiden aviramischen Patientengruppen hdher als die

der gesunden Kontrollgruppe. Der Unterschied erreichte jedoch nicht statistische Signifikanz.
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Tab. 4.4: Vergleich der CD4" T-Zell-Apoptoserate bei HIV-positiven Patientengruppen

Gesunde HIV-Monoinfektion HIV/HCV-Koinfektion
Kontrolle HIV- HIV- Anderung HIV- HIV- Anderung
RNA(+) RNA(-) RNA(+) RNA(-)
PARP-Assaya) 0,91+0,1 3,17+0,41 1,90+0,19 -40 % 6,24+1,22  2,10+0,18 -66 %
TUNEL-Assaya) 0,50+0,1 2,46+0,32 1,44+0,21 -41% 5,82+1,36  1,34+0,16 -77%

9 cpg’ T-Zell-Apoptoserate, Mittelwert £ SEM

Als mogliche Ursache fir die residuale Apoptose bei Patienten ohne nachweisbare HIV-Viramie
wurden neben der anhaltenden chronischen HIV-Infektion, auch HAART-abhdngige Mechanismen in
Betracht gezogen. Aufgrund dessen erfolgte die Stratifizierung von avirdmischen Patienten nach der
Zusammensetzung der HIV-Therapie. Grundsatzlich lieRen sich in diesem Fall zwei Therapieformen
unterscheiden: Zum einen eine Kombination, die einen Protease-Inhibitor enthalt (Pl-basiert), zum
anderen eine nicht Pl-basierte Therapie, die eine Kombination von verschiedenen Reverse
Transkriptase-Inhibitoren (NRTI, NNRTI) enthalt (siehe Tabelle 2.2, Seite 24).

Die Unterteilung der Therapieformen zeigte, dass die Verwendung eines Protease-Inhibitors mit
einer signifikant héheren CD4" T-Zell-Apoptoserate verbunden war. Wie in Tabelle 4.5 und in
Abbildung 4.9 veranschaulicht, war der Anteil apoptotischer T-Helferzellen bei Patienten, die einen

Protease-Inhibitor einnahmen signifikant héher als bei gesunden Kontrollen.

Tab. 4.5: Vergleich der mittleren CD4" T-Zell-Apoptose bei HIV-RNA(-) Patientengruppen

Gesunde HIV-RNA(-) Patienten
Kontrollen (GK) Pl (-) Pl (+) p-Werte
PARP-Assaya) 0,91+0,11 1,44+0,23 2,27+0,17 PI(+) vs. PI(-): p £ 0,05
PI(+) vs. GK: p £0,001
TUNEL-Assaya) 0,50+0,08 1,14+0,19 1,9140,27 PI(+) vs. GK: p £ 0,01

9 cpg’ T-Zell-Apoptoserate, Mittelwert £ SEM

Auch im Vergleich mit der Patientengruppe, bei der ausschlieRlich Reverse Transkriptase-
Inhibitoren eingesetzt wurden, war der Prozentsatz apoptotischer CD4" T-Zellen deutlich héher. Ein
statistisch signifikanter Unterschied wurde hier allerdings nur bei den Ergebnissen des PARP-Assays
erreicht. Weiterhin erwdhnenswert ist, dass die Differenzen der CD4" T-Zell-Apoptose zwischen PI
und nicht Pl-basierten Medikamenten-Kombinationen unabhangig davon waren, ob die Patienten

HIV/HCV-koinfiziert waren.
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Abb. 4.9: Einfluss von Protease-Inhibitoren auf die CD4" T-Zell-Apoptose.

Dargestellt ist der Prozentsatz apoptotischer CD4" T-Zellen, die mit dem PARP-Assay (A) bzw. dem TUNEL-Assay
(B) ermittelt wurden. Alle untersuchten Patienten (HIV: n=22, HIV/HCV: n=23) wurden in Bezug auf die
Zusammensetzung der HAART unterteilt, unabhangig von einer eventuellen HCV-Koinfektion. 31 Patienten
wurden mit einem Protease-Inhibitor (PI[+]) behandelt, bei 14 Patienten enthielt die HAART eine Kombination
von verschiedenen reverse Transkriptase-Inhibitoren (PI[-]). Fir die statistische Analyse wurde eine
einfaktorielle ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als
signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. <0,001.

Neben der Querschnittsuntersuchung war ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die Entwicklung der
CD4" T-Zell-Apoptose im Verlauf der Immunrekonstitution zu beobachten sowie einen moglichen
Einfluss der HCV-Koinfektion auf die Verdanderungen festzustellen. Hierzu wurde bei unbehandelten
HIV-mono- und HIV/HCV-koinfizierten Patienten der Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen zu Beginn,
sowie 4 und 12 Wochen nach Einleitung einer erstmaligen HAART bestimmt.

Die longitudinale Analyse der CD4" T-Zell-Apoptoserate offenbarte eine signifikante Abnahme
apoptotischer T-Helferzellen in beiden Patientengruppen nach Einleitung einer antiretroviralen
Therapie. Die Abbildungen 4.10C und 4.10D lassen dies deutlich erkennen. Die mittlere CD4" T-Zell-
Apoptoserate von HIV/HCV-koinfizierten Patienten war zu Beginn der antiretroviralen Therapie
hoher als die HIV-monoinfizierter Patienten. Im Verlauf der ersten 4 Wochen nach Beginn der HAART
war die Reduktion der CD4" T-Zell-Apoptose bei Patienten mit HIV/HCV-Koinfektion merklich stirker
als bei der HIV-monoinfizierten Patientengruppe.

Dagegen zeigten sich im Beobachtungszeitraum keine signifikanten Unterschiede zwischen beiden
Patientengruppen in Bezug zum Anstieg der CD4" T-Zellzahl (Abbildung 4.10A). Zwar erhéhte sich die
Zahl der T-Helferzellen in den ersten vier Wochen nach Einleitung der HAART bei HIV-

Monoinfizierten um 125 Zellen/ul, wahrend sie bei HIV/HCV-Koinfizierten im Mittel nur um 108
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Zellen/pl zunahm (Tabelle 4.6). In den folgenden 8 Wochen stieg die CD4" T-Zellzahl nur noch um 10
(HIV) bzw. 31 (HIV/HCV) Zellen/ul. Uber den gesamten Beobachtungszeitraum von 12 Wochen
betrachtet, war die Differenz der Zunahme zwischen beiden Gruppen mit 6 CD4" T-Zellen/ul jedoch
weitgehend vernachlassigbar. Die Ergebnisse lassen bei beiden Patientengruppen einen biphasischen
Anstieg der CD4" T-Zellen erkennen, der zu Beginn der Immunrekonstitution im Rahmen der HAART

starker war als in den nachfolgenden Wochen.
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Abb. 4.10: Verdnderungen der CD4" T-Zell-Apoptose im Verlauf der Inmunrekonstitution.

Die Graphen A-D zeigen die CD4" T-Zellzahl (A), HIV-Last (B) und die CD4" T-Zell-Apoptoserate (C: PARP-Assay,
D: TUNEL-Assay) von HIV-Monoinfizierten (n=8, grau ausgefiillte Kreise) und HIV/HCV-Koinfizierten (n=5,
schwarze Quadrate) nach Einleitung einer HAART. Dargestellt sind jeweils Mittelwert und Standardfehler zu
Beginn, sowie 4 und 12 Wochen nach HAART-Initiation. Fir die statistische Analyse wurde der gepaarte, nicht-
parametrische Friedmann-Test mit anschlieBendem Dunn-Test verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als
signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. <0,001.
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Tab. 4.6: CD4" T-Zell-Apoptose und HIV-Status bei HIV-Patienten im Verlauf einer HAART
HIV-Monoinfektion HIV/HCV-Koinfektion
Woche 0 Woche4 Wochel1l2 WocheO Woche4  Woche 12

CD4" T-Zellzahl (Zellen/pl)® 12920 254436 264436 210458 318451  351+147
LogioHIV-Last (Kopien/ml)®)  5,23+4,6  2,77+2,4  1,73:0,5 53450  2,8242,3  1,89+14
PARP-Assay (in %) ® 3,84+0,5  2,62¢0,4  1,71#0,2  7,86%2,8  2,90#0,47  1,53:0,4
TUNEL-Assay (in %) 4,14+1,7 2,828  1,440,4  8,18%2,8  4,06t12  1,62%0,5

' Median + SEM ” cD4" T-Zell-Apoptoserate, Mittelwert £ SEM

Eine Zweiphasigkeit im Verlauf zeigte sich ebenfalls in Bezug zur Inhibition der HIV-Replikation,
dargestellt in Abbildung 4.10B. Innerhalb der ersten 4 Wochen sank die mittlere HIV-Last bei beiden
Patientengruppen um jeweils ca. 2,5 log,o-Stufen ab. Nach weiteren 8 Wochen verringerte sich die
HIV-Last nur noch um ca. eine logq-Stufe. Nach insgesamt 12 Wochen antiretroviraler Behandlung
nahm die HIV-Last im Vergleich zur Woche 0 bei HIV-mono- und HIV/HCV-koinfizierten Patienten im
Mittel um insgesamt ca. 3,5 log,o-Stufen ab und nadherte sich damit der Nachweisgrenze von 50
Kopien/ml.

Vergleichbar mit der Zunahme der CD4" T-Zellzahl und der Reduktion der HIV-Last lieBen sich 12
Wochen nach HAART-Initiation keine erkennbaren Unterschiede zwischen der HIV-monoinfizierten
und der HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppe in Bezug zur CD4" T-Zell-Apoptose mehr beobachten.
Die mittlere Apoptoserate der T-Helferzellen von beiden Patientengruppen sank im Vergleich zu
Beginn der HAART signifikant. Sie lag damit im gleichen Prozentbereich wie sie fir die HIV-
monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten avirdmischen Patientengruppen gemessen wurden, die
bereits mindestens ein Jahr mit einer effektiven antiretroviralen Therapie behandelt worden waren
(vergleiche Tab. 4.4, Seite 48 mit Tab. 4.6, Seite 51). Daraus ldsst sich der Schluss ziehen, dass sich die
Verringerung der Apoptoserate von CD4" T-Zellen, wie sie bei Patienten ohne nachweisbare HIV-Last
im Vergleich zu virdmischen Patienten beobachtet worden war, bereits in den ersten Wochen nach
Initiation der HAART erfolgt und nicht linear verlauft.

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass eine effektive antiretrovirale Behandlung mit

einer signifikanten Reduktion der CD4" T-Zell-Apoptose assoziiert war. Es zeigte sich, dass die héhere
Apoptoserate bei der HCV-Koinfektion, die in virdmischen Patienten beobachtet wurde, nach der
HAART nicht mehr bestand. Des Weiteren verlief die Reduktion apoptotischer CD4" T-Zellen bei
beiden Patientengruppen in zwei Phasen und damit in Ubereinstimmung mit der Entwicklung der
Immunrekonstitution und der Inhibition der HIV-Replikation.
Einen positiven Effekt der antiretroviralen Therapie auf den HCV-Status liel sich dagegen nicht
beobachten. Im Vergleich zu unbehandelten Patienten war bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten unter
HAART die HCV-Last nur geringfligig verringert (siehe Tab. 2.1, Seite 23). Dagegen waren die Werte
der Leber-Enzyme (ALT, AST, y-GT) im Mittel leicht erhoht.
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4.3 Expression und Funktion von Todesrezeptoren und ihren Liganden

Der extrinsische Weg ist einer der zentralen Mechanismen, die zur Apoptose von Zellen fiihrt. Die
Initiation der Apoptose Uber diesen Weg erfolgt Gber die Bindung von Todesliganden an die
korrespondieren Rezeptoren auf den Zielzellen. Analog zur Untersuchung der ex vivo Apoptoserate
bei CD4" T-Zellen wurde daraufhin die Expression und die Funktion der Todesrezeptoren (Fas, DR4,
DR5, TNF-a-R1) und deren Liganden (FasL, TRAIL, TNF-a) in einer Querschnittsuntersuchung naher
bestimmt. Die Ergebnisse wurden dann daraufhin geprift, in wieweit mogliche Veranderungen
einzelner Liganden-Rezeptor-Signalwege als Erklidrung fiir die erhéhte CD4" T-Zell-Apoptose bei

Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion dienen kdonnten.

4.3.1 Fas-Ligand und Fas-Rezeptor

4.3.1.1 Oberflichenexpression des Fas-Rezeptors auf CD4" T-Zellen

Die Oberflichendichte des Fas-Rezeptors auf CD4" T-Zellen wurde durchflusszytometrisch nach
Inkubation mit einem Antikérper bestimmt, der spezifisch Fas auf der Oberflache der Zellen erkennt.
Abbildung 4.11 veranschaulicht beispielhaft, die Fas-Expression auf CD4" T-Zellen im Vergleich zu

einer Isotyp-Kontrolle.
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Abb. 4.11: Fas-Oberflichenexpression auf CD4* T-Zellen.

Das Histogramm zeigt reprasentativ die Expression des Fas-Rezeptors auf der Oberfliche von CD4" T-Zellen. Auf
der Abszisse ist die relative Fluoreszenzintensitdat angegeben. Die Ordinate gibt den relativen Anteil der Zellen
mit bestimmter Fluoreszenz wieder, gemessen an der maximalen Zellzahl, die bei einem Fluoreszenz-Wert
bestimmt wurde. Lymphozyten wurden iiber den Forward Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen
wurden als CD3"/CD4*-positive Lymphozyten definiert.
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Wie in Abbildung 4.12A ersichtlich, war eine replikative Infektion mit dem HI-Virus im Vergleich zu
gesunden Individuen mit einer erhéhten Expression des Fas-Rezeptors auf CD4" T-Zellen assoziiert.
Eine signifikant erhéhte Fas-Oberflachenexpression konnte ebenfalls bei Patienten beobachtet
werden, bei denen eine chronische HCV-Infektion diagnostiziert wurde. Interessanterweise besalRen
CD4" T-Zellen von Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion im Mittel die hdchste Oberflichendichte
des Fas-Rezeptors. Nicht nur im Vergleich zu gesunden Kontrollen, sondern auch relativ zu Patienten
mit HIV- oder HCV-Monoinfektion war die Fas-Expression bei dieser doppelt-infizierten Gruppe

signifikant erhoht (siehe auch Tabelle 4.7).
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Abb. 4.12: Fas-Oberflichenexpression auf CD4" T-Zellen verschiedener Patientengruppen.

Abb. 4.12A zeigt die Oberflichenexpression von Fas auf CD4" T-Zellen, dargestellt als mittlere Fluoreszenz-
Intensitat (MFI). Jede Saule reprasentiert Mittelwert und Standardfehler fiir die jeweilige Patientengruppe (GK:
n=17, HCV: n=11, HIV: n=29, HIV/HCV: n=17). Fur die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit
anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als *
dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Abb. 4.12B veranschaulicht die Assoziation
zwischen CD4" T-Zellzahl und Fas-Oberfldchenexpression bei Patienten mit einer HIV-Monoinfektion (n=63)
bzw. einer HIV/HCV-Koinfektion (n=45). Die Fas-Oberflaichenexpression (MFI) ist auf der Ordinate gegen die
CD4" T-Zellzahl (Abszisse) aufgetragen. Grau ausgefiillte Kreise beziehen sich auf HIV-monoinfizierte (rs = -0,29,
p = 0,02), schwarze Dreiecke auf HIV/HCV-koinfizierte Patienten (rs = -0,41, p = 0,0054). Fiur die statistische
Analyse wurde eine Rangkorrelation nach Spearman angewandt.

Tab. 4.7: Fas-Oberflachenexpression auf CD4" T-Zellen verschiedener Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl Fas-Expression (MFI) g p-Werte

Gesunde Kontrollen (GK) 17 38,843,1

HCV-Monoinfiziert 11 64,816,7 p £0,05 vs. GK

HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 29 64,7+3,5 p £0,01 vs. GK

HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 17 97,619,1 p <0,001 vs. HIV; p £0,001 vs. HCV

7 Mittelwert + SEM
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Des Weiteren ergab eine Korrelationsanalyse mit demographischen und klinischen Daten, dass die
Fas-Expression mit der CD4" T-Zellzahl HIV-positiver Patienten assoziiert war. Wie die Abbildung
4.12B illustriert, korreliert die Expression des Fas-Rezeptors dabei invers mit der Anzahl der CD4" T-
Zellen im peripheren Blut. Die Assoziation erreichte bei der HIV-monoinfizierten wie auch bei der
HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppe statistische Signifikanz.

Im Gegensatz zur ex vivo Apoptoserate konnte bei der Fas-Expression in beiden Patientengruppen
keine signifikante Wechselbeziehung zur HIV-Virdamie beobachtet werden. Die HCV-Last, der HCV-
Genotyp sowie andere klinische und demographische Parameter schienen ebenfalls keinen

nachweisbaren Zusammenhang zur Fas-Expression zu haben.

4.3.1.2 Serumspiegel und Oberflichenexpression des Fas-Liganden auf CD4" T-Zellen

Entsprechend der durchflusszytometrischen Analyse des Fas-Rezeptors wurde die Expression des
korrespondierenden Liganden FasL auf CD4" T-Zellen gemessen. Abb. 4.13 zeigt exemplarisch die

relative Oberflichendichte des Liganden auf CD4" T-Zellen.
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Abb. 4.13: FasL-Expression auf CD4" T-Zellen.

Das Histogramm zeigt reprasentativ die Expression des Fas-Liganden auf der Oberfliche von CD4" T-Zellen. Auf
der Abszisse ist die relative Fluoreszenzintensitat angegeben. Die Ordinate gibt den relativen Anteil der Zellen
mit bestimmter Fluoreszenz wieder, gemessen an der maximalen Zellzahl, die bei einem Fluoreszenz-Wert
gezahlt wurde. Lymphozyten wurden iber den Forward Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen
wurden als CD3"/CD4"-positive Lymphozyten definiert.

Neben der membran-gebundenen Form des Fas-Liganden existiert des Weiteren auch eine
|6sliche Form des Liganden, welche im Serum von gesunden Probanden und Patienten mittels eines

ELISA nachgewiesen werden kann. In Tabelle 4.8 sind die mittlere Oberflaichenexpression des
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zelluldaren Fas Liganden sowie die mittleren Serumspiegel der einzelnen Patientengruppen

zusammengefasst.

Tab. 4.8: Expression und Sekretion des FasL in verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe FasL-Expression auf Serumspiegel I6slicher p-Werte
cD4* T-Zellen FasL (pg/ml)

Gesunde Kontrollen (GK) 65,613,3 80,2+6,7

HCV-Monoinfiziert 64,017,2 82,0+12,9

HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 87,315,4 134,0£13,3 p <0,05 vs. GK

HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 87,7+7,8 137,2+17,0 p <0,05 vs. GK

' MFI, P Mittelwert + SEM

Abbildung 4.14 verdeutlicht graphisch, dass sich die Expression auf CD4" T-Zellen und die
Serumspiegel des Fas-Liganden beim Vergleich zwischen den untersuchten Patientengruppen nach
einem ahnlichen Muster verhalten. Wahrend eine chronische Infektion mit dem Hepatitis C-Virus die
Expression des membran-gebundenen FasL und die Serumspiegel der l|6slichen Form nur
unwesentlich zu beeinflussen schien, war eine HIV-Infektion mit erhdhten Werten beider Formen des
Fas-Liganden assoziiert. Substanzielle Unterschiede zwischen der HIV-monoinfizierten und der

HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppe lieBen sich dagegen nicht feststellen.
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Abb. 4.14: Expression und Sekretion von zellulirem und l6slichem FasL.

Abb. 4.14A gibt die Oberflichenexpression des FasL auf CD4" T-Zellen als mittlere Fluoreszenz-Intensitit (MFI)
wieder. Jede Siule reprasentiert Mittelwert und Standardfehler der jeweiligen Patientengruppe (GK: n=12,
HCV: n=9, HIV: n=17, HIV/HCV: n=12). Abb. 4.14B zeigt die Serumspiegel des l6slichen FasL. Jede Siule
reprasentiert Mittelwert und Standardfehler der jeweiligen Patientengruppe (GK: n=20, HCV: n=15, HIV: n=31,
HIV/HCV: n=27). Fur die statistische Analyse Gruppen wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt.
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Des Weiteren konnte mit einer Korrelationsanalyse ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen der Expression des membrandsen Fas-Liganden auf CD4" T-Zellen und der l6slichen Form

des Liganden im Serum festgestellt werden (Abbildung 4.15).
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Abb. 4.15: Assoziation zwischen FasL-Expression auf CD4" T-Zellen und FasL-Serumspiegel.

Die Grafik zeigt den Zusammenhang zwischen der Oberflichenexpression des FasL auf CD4" T-Zellen (Ordinate)
und dem Serumspiegel der lslichen Form des Liganden (Abszisse) (R> = 0,059, p = 0,033). Fiir die statistische
Analyse wurde eine Korrelationsanalyse nach Pearson angewandt.

4.3.1.3 In vitro Induktion von Fas-vermittelter Apoptose

Fas/FasL-Interaktionen kénnen zur Induktion von Apoptose in den Fas-exprimierenden Zellen
fihren. Unsere Untersuchungen zeigten, dass die HIV-Infektion wie auch eine chronische Infektion
mit dem Hepatitis C-Virus mit einer erhéhten Dichte des Fas-Rezeptors auf der Oberfliche von CD4"
T-Zellen verbunden war. Aus diesem Grund wurde untersucht, ob und wenn ja, eine erhéhte
Expression des Fas-Rezeptors mit einer gesteigerten Empfindlichkeit gegeniliber FasL-induzierter
Apoptose verbunden ist. Hierzu wurden isolierte PBMC von Patienten und gesunden Probanden mit
rekombinantem humanem FasL inkubiert und im Anschluss der spezifische Anteil FasL-induzierter
Apoptose mit Hilfe eines Caspase-3-Assays bestimmt (Abbildung 4.16 und siehe Punkt 3.7, Seite 31).

Wie in Tabelle 4.9 zusammengefasst, wurde im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe bei allen
Patientengruppen ein erhéhter Prozentsatz apoptotischer CD4" T-Zellen nach Inkubation mit rhFasL

gemessen.
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Abb. 4.16: Durchflusszytometrische Analyse von CD4" T-Zellen nach in vitro Induktion von Apoptose.

Die Abbildung zeigt reprisentative Dotplots von CD4* T-Zellen nach Inkubation mit rekombinantem humanen
FasL (B) und als Kontrolle ohne rhFasL (A). Apoptotische CD4" T-Zellen wurden definiert als aktivierte Caspase-
3-positiv und sind eingerahmt. Lymphozyten wurden tber den Forward Scatter und den Side Scatter gegated.
CD4" T-Zellen wurden als CD3*/CD4"-positive Lymphozyten definiert.

Tab. 4.9: CD4" T-Zell-Apoptoserate nach Koinkubation mit rhFasL
Patientengruppe Anzahl Fas-induzierte CD4" T-Zell- p-Werte

Apoptose (in %) ¥

Gesunde Kontrollen (GK) 11 1,0+0,14 p £0,001 vs. HIV/HCV
HCV-Monoinfiziert 9 3,8%+0,83 p <0,05 vs. GK
HIV-Monoinfiziert — HIV-RNA(+) 13 4,0+0,67 p £0,001 vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert — HIV-RNA(+) 8 6,610,882 p <0,05 vs. HIV u. HCV

' Mittelwert + SEM, °) spezifische Apoptoserate (A)), 9 Caspase-3-Assay

Die weitere statistische Analyse der Messungen offenbarte, dass eine Infektion mit HIV wie auch
mit HCV mit einer erhdhten Empfindlichkeit der CD4" T-Zellen gegeniiber FasL-induzierter Apoptose
assoziiert war. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe war die spezifische Fas-vermittelte
Apoptose bei HIV- und HCV-monoinfizierten Patienten signifikant erhdht. Den hochsten Anteil
apoptotischer CD4" T-Zellen nach Koinkubation mit rhFasL zeigte dagegen die Patientengruppe mit
einer replikativen HIV/HCV-Koinfektion. Der Unterschied war im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe, wie auch zur HIV- und HCV-monoinfizierten Patientengruppe, signifikant. Die

Ergebnisse waren damit analog zur Fas-Expression der einzelnen Patientengruppen.
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Abb. 4.17: In vitro Induktion von Apoptose bei CD4* T-Zellen.

Abb. 4.17A stellt den spezifischen Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen nach Inkubation mit rekombinantem
humanem FaslL dar. Apoptotische Zellen wurden mit Hilfe des Caspase-3-Assays detektiert. Jede Saule gibt den
Mittelwert und Standardfehler der Apoptoserate fiir die jeweilige Patientengruppe (GK: n=11, HCV: n=9, HIV:
n=13, HIV/HCV: n=8) wieder. Fir die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und
*** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Abb. 4.17B veranschaulicht die Korrelation zwischen Fas-
Oberflichenexpression und der FasL-induzierten Apoptose bei CD4" T-Zellen unabhingig von der HIV- oder
HCV-Infektion. Die Oberflaichenexpression von Fas ist auf der Abszisse gegen die spezifische Apoptoserate
(Ordinate) von CD4" T-Zellen nach Inkubation mit rekombinantem FasL aufgetragen (rs = 0,67, p < 0,001).
Dargestellt sind alle in Abb. 4.17A untersuchten Patienten (HIV: dunkelgraue Dreiecke; HCV: hellgraue
Dreiecke; HIV/HCV: schwarze Dreiecke) und gesunden Kontrollen (offene Dreiecke). Fiir die statistische Analyse
wurde eine Rangkorrelation nach Spearman angewandt.

Abb. 4.17B veranschaulicht diesen Zusammenhang zwischen Fas-Expression und FasL-induzierte
Apoptose noch einmal deutlich. Unabhangig von einer zugrundeliegenden HIV- oder HCV-Infektion
nimmt die spezifische Apoptoserate mit steigender Oberflachendichte des Fas-Rezeptors zu. Diese

Korrelation ist dabei hochsignifikant (rs = 0,67, p < 0,001).

4.3.1.4 Fas-Oberflichenexpression auf CD4" T-Zellen bei HIV-RNA(-) Patienten

Unsere bisherigen Ergebnisse zeigten, dass neben der HIV-Infektion auch eine chronische
Infektion mit dem Hepatitis C-Virus mit einer erhéhten Fas-Expression auf CD4" T-Zellen assoziiert
war. Die Analyse der Fas-Expression bei aviramischen Patienten, die effektiv mit einer HAART
behandelt wurden, zeigte eine Abnahme der Oberflichendichte des Fas-Rezeptors auf CD4" T-Zellen
im Vergleich zu den korrespondierenden Patientengruppen mit nachweisbarer HIV-RNA (Tabelle

4.10).
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Tab. 4.10: Fas-Expression auf CD4" T-Zellen bei HIV-Patienten mit nicht-nachweisbare HIV-RNA
a)b)

Patientengruppe Anzahl Fas-Expression p-Werte

Gesunde Kontrollen (GK) 17 38,843,1 p £0,001 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert — HIV-RNA(+) 29 64,7+3,5 n.s. vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert — HIV-RNA(-) 34 57,715,0 p £0,05 vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert — HIV-RNA(+) 17 97,619,1 n.s. vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert — HIV-RNA(-) 28 75,7+5,6 p <0,05 vs. HIV - HIV-RNA(-)

' MFI, ) Mittelwert + SEM

Wie Abbildung 4.18 jedoch zeigt, erreichte die Reduktion der Fas-Oberflichenexpression bei
diesen beiden Gruppen im Vergleich zu den virdamischen Patientengruppen nicht das geforderte
Signifikanzniveau von p < 0,05. Vielmehr blieb die mittlere Expression des Fas-Rezeptors bei
Patienten mit nicht-nachweisbarer HIV-Last im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe signifikant
erhoht. Darlber hinaus war die mittlere Fas-Expression bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten im

Vergleich zu HIV-monoinfizierten Individuen weiterhin signifikant erhéht (p < 0,05).
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Abb. 4.18: Einfluss der HAART auf die Fas-Oberflichenexpression auf CD4" T-Zellen.

Dargestellt ist die Fas-Oberflichenexpression auf CD4" T-Zellen als mittlere Fluoreszenz-Intensitat (MFI). Jede
Saule reprdsentiert Mittelwert und Standardfehler fir die jeweilige Patientengruppe (GK: n=17, HCV: n=11,
HIV - HIV-RNA(+): n=29, HIV - HIV-RNA(-): n=34, HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=17, HIV/HCV - HIV-RNA(-): n=28). Flr
die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet.
Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt.
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4.3.1.5 Expression und Sekretion des FasL bei HIV-RNA(-) Patienten

Im Gegensatz zur Expression des Fas-Rezeptors war eine effektive antiretrovirale Behandlung der

HIV-positiven Patienten mit einer signifikanten Reduktion der Oberflichendichte des FasL auf CD4" T-

Zellen assoziiert (Tabelle 4.11).

Tab. 4.11: Expression des FasL in verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl FasL-Expression auf p-Werte

cD4" T-zellen @
Gesunde Kontrollen (GK) 12 65,6%3,3
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 17 87,315,4 p £0,05 vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 16 67,6%+2,1 n.s. vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 12 87,7t7,8 p < 0,05 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 13 63,0+4,2 n.s. vs. GK

' MFI, ® Mittelwert + SEM

Auch die Serumspiegel der loéslichen Form des Fas-Liganden nahmen im Vergleich zu den

viramischen Patientengruppen unter einer HAART signifikant ab, so dass bei diesen wie auch bei der

FasL-Expression kein nennenswerter Unterschied mehr im Vergleich zu gesunden Probanden

festgestellt werden konnte (Tabelle 4.12).

Tab. 4.12: Serumspiegel des loslichen FaslL in verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl Serumspiegel p-Werte

16sl. FasL (pg/ml)
Gesunde Kontrollen (GK) 20 80,216,7
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 31 134,0+13,3 p 0,05 vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 22 90,4+12,8 n.s. vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 27 137,2417,0 p < 0,05 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 24 93,419,8 n.s. vs. GK

 Mittelwert + SEM

Im gleichen MaRe wie sich die ex vivo CD4" T-Zell-Apoptoserate von HIV/HCV-koinfizierten

Patienten im Zuge einer HAART dem Wert der HIV-monoinfizierten Patientengruppe annaherte, war

auch bei der Expression und Sekretion des FasL kein signifikanter Unterschied mehr zwischen den

Gruppen zu beobachten (Abbildung 4.19).
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Abb. 4.19: Einfluss der HAART auf die Expression und Sekretion von FasL.

Dargestellt ist die mittlere Oberflichendichte des zelluldaren FasL (A) sowie der mittlere Serumspiegel des
|6slichen FasL (B) von Patienten ohne nachweisbare HIV-RNA im Vergleich zu HIV-RNA(+) Patienten und
gesunden Kontrollen. Jede Saule reprasentiert Mittelwert und Standardfehler fiir die jeweilige
Patientengruppe. Fur die Bestimmung der FasL-Expression wurden folgende Patienten eingeschlossen: GK:
n=12, HIV - HIV-RNA(+): n=17, HIV - HIV-RNA(-): n=16, HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=13, HIV/HCV - HIV-RNA(-):
n=12). Fur die Bestimmung der Serumspiegel des FasL wurden Serum-Proben von folgenden Patienten
verwendet: GK: n=20, HIV - HIV-RNA(+): n=31, HIV - HIV-RNA(-): n=22, HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=27, HIV/HCV -
HIV-RNA(-): n=24). Fir die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt.

N
N

4.3.1.6 In vitro Induktion von Fas-vermittelter Apoptose bei HIV-RNA(-) Patienten

Analog zu den Versuchen bei den HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten
Patientengruppen mit nachweisbarer HIV-RNA, wurde bei HIV-RNA(-) Patienten die in vitro
Sensitivitit gegeniiber Fas-vermittelter Apoptose durch Koinkubation von CD4" T-Zellen mit rhFasL
untersucht. Wie aus Tabelle 4.13 hervorgeht, nahm die FasL-induzierte CD4" T-Zell-Apoptoserate bei
HIV-monoinfizierten wie auch HIV/HCV-koinfizierten Patienten im Vergleich zu den virdmischen

Patientengruppen ab.

Tab. 4.13: CD4" T-Zell-Apoptoserate von HIV-positiven Patienten nach Koinkubation mit rhFasL
Patientengruppe Anzahl Fasl-induzierte CD4" T- p-Werte
Zell-Apoptose (in %)

Gesunde Kontrollen (GK) 11 1,0+0,14 p £0,001 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 13 4,0+0,67 n.s. vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 10 3,610,57 p <0,05 vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 8 6,610,82 n.s. vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 12 5,30,79 p <0,05 vs. HIV - HIV-RNA(-)

' Mittelwert + SEM, ” spezifische Apoptoserate (A)) siehe Punkt 3.7, Seite 31, 9 Caspase-3-Assay
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Abb. 4.20: Einfluss der HAART auf die in vitro Induktion von Apoptose bei CD4* T-Zellen.

Die Abbildung zeigt den spezifischen Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen nach Inkubation mit rekombinantem
humanem FasL. Jede Siule gibt den Mittelwert und Standardfehler der Apoptoserate fir die jeweilige
Patientengruppe (GK: n=11, HIV - HIV-RNA(+): n=13, HIV - HIV-RNA(-): n=10, HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=8,
HIV/HCV - HIV-RNA(-): n=12) wieder. Fur die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit
anschlieBRender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als signifikant gewertet und als *
dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001.

Beim Vergleich der Resultate in Abb. 4.20 ist jedoch zu erkennen, dass die CD4" T-Zell-
Apoptoserate der beiden behandelten Patientengruppen im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe
weiterhin signifikant erhdht blieb. Zudem war der Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen nach Inkubation
mit rhFasL bei der HIV/HCV-koinfizierten signifikant groRer als bei der vergleichbaren HIV-
monoinfizierten Patientengruppe. Diese Ergebnisse waren damit analog zur Analyse der Fas-
Expression bei HIV-RNA(-) Patienten und somit konsistent zu den vorangegangenen Beobachtungen,
die eine signifikante Assoziation zwischen Fas-Expression und Sensitivitat gegenliber FasL-induzierter
Apoptose erkennen lieRen.

Zusammenfassend war eine effektive antiretrovirale Therapie mit einer Verringerung der
Expression des Fas-Rezeptors sowie dessen Liganden FasL verbunden. Im Gegensatz jedoch zu FasL,
bei dem unter HAART eine Normalisierung der Expression und der Serumspiegel im Vergleich zu
virdmischen Patienten zu beobachten war, war die Veranderung der Oberflachendichte Fas unter
Therapie nur gering. Im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe verblieb die Fas-Expression signifikant
erhoht. Diese Beobachtung korrelierte mit der weiterhin erhéhten in vitro Empfindlichkeit gegenlber
FasL-vermittelter Apoptose. Weiterhin zeigte sich, dass eine effektive Inhibition der HIV-Replikation
unter einer HAART nur unwesentliche Auswirkungen auf die HIV-assoziierte Erhéhung der Fas-

Expression hat.
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4.3.2 TRAIL und TRAIL-Rezeptoren 1 (DR4) und 2 (DR5)

4.3.2.1 Oberflichenexpression der TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 auf CD4" T-Zellen

Die Oberflichendichte der beiden TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 auf CD4" T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch nach Inkubation mit Antikorpern bestimmt, die spezifisch DR4 bzw. DR5 auf
der Oberflache der Zellen erkennt. Abbildung 4.21 veranschaulicht exemplarisch die Expression der
beiden Rezeptoren auf T-Helferzellen im Vergleich zu einer Isotyp-Kontrolle. Wie in den
Histogrammen zu erkennen, konnte zwischen der Isotyp-Kontrolle und dem spezifischen Antikérper
gegen DR4 und DR5 kein nennenswerter Unterschied in der mittleren Fluoreszenz-Intensitat (MFI)

festgestellt werden.
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Abb. 4.21: Oberflichenexpression der TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 auf CD4" T-Zellen.

Das Histogramm zeigt reprasentativ die Expression des von DR4 (A) und DR5 (B) (jeweils grau gefullt) auf der
Oberfliche von CD4" T-Zellen im Vergleich zur jeweiligen Isotyp-Kontrolle (durchsichtig). Auf der Abszisse ist
die relative Fluoreszenzintensitdt angegeben. Die Ordinate gibt den relativen Anteil der Zellen mit bestimmter
Fluoreszenz gemessen an der maximalen Zellzahl wieder, die bei einem Fluoreszenz-Wert gemessen wurde.
Lymphozyten wurden iiber den Forward Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen wurden als
CD3"/CD4"-positive Lymphozyten definiert.

Tab. 4.14: Anteil DR4-positiver T-Helferzellen bei verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl DR4" T-Helferzellen p-Werte
Gesunde Kontrollen (GK) 13 0,39+0,05
HCV-Monoinfiziert 9 0,46+0,08
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 22 0,43+0,04
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 20 0,35%0,05 n.s.
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 11 0,37+0,05
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 12 0,4310,06

3 Mittelwert + SEM
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4.3.2.2 Serumspiegel und Oberflichenexpression von TRAIL auf CD4" T-Zellen

Die Analyse der TRAIL-Expression zeigte, dass eine replikative HIV-Infektion mit einer erhdhten
Oberflachendichte von TRAIL assoziiert ist. Wie in Abbildung 4.22 illustriert, war die
Oberflachendichte von HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten im Vergleich zur
gesunden Kontrollgruppe signifikant erhoht. Dagegen liell sich ein mdglicher Einfluss einer HCV-
Infektion auf die TRAIL-Expression auf CD4" T-Zellen nicht nachweisen, weder bei der HCV-
monoinfizierten noch bei der HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppe. Eine signifikante Korrelation
zwischen der TRAIL-Expression und demographischen sowie klinischen Daten konnte ebenfalls nicht

gefunden werden.
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Abb. 4.22: Oberflichenexpression von TRAIL auf CD4" T-Zellen.

Das Histogramm (A) zeigt exemplarisch die TRAIL-Expression (grau schattiert) auf der Oberfliche von CD4" T-
Zellen im Vergleich zur Isotyp-Kontrolle (durchsichtig). Auf der Abszisse ist die relative Fluoreszenzintensitat
angegeben. Die Ordinate gibt den relativen Anteil der Zellen mit bestimmter Fluoreszenz wieder, gemessen an
der maximalen Zellzahl, die bei einem Fluoreszenz-Wert gezdhlt wurde. Lymphozyten wurden Uber den
Forward Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen wurden als CD3"/CD4 -positive Lymphozyten
definiert. Abb. 4.20B gibt die Oberflichenexpression von TRAIL auf CD4" T-Zellen als mittlere Fluoreszenz-
Intensitat (MFI) wieder. Jede Saule reprasentiert Mittelwert und Standardfehler der jeweiligen
Patientengruppe (GK: n=15, HCV: n=10, HIV: n=21, HIV/HCV: n=16). Fiur die statistische Analyse wurde eine
einfaktorielle ANOVA mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als
signifikant gewertet und als * dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001.

Die Analyse der TRAIL-Serumspiegel ergab, dass entsprechend der TRAIL-Oberflaichenexpression
eine HIV-Infektion ebenfalls mit einer signifikanten Erhohung verbunden war. Des Weiteren konnte
beobachtet werden, dass auch eine HCV-Infektion zu einer Erhéhung der TRAIL-Konzentration im
Serum fihrte, bei HCV-monoinfizierten im Vergleich zu gesunden Probanden sowie bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten im Vergleich zu Patienten mit einer HIV-Monoinfektion. Wie in Abbildung

4.23A gezeigt, erreichte der Anstieg jedoch nicht das geforderte Signifikanzniveau von p < 0,05.
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Eine Korrelationsanalyse mit klinischen und demographischen Daten der Patienten und
Probanden deckte zudem eine positive Wechselwirkung zwischen den TRAIL-Serumspiegeln und der
HIV-Last auf (Abbildung 4.22B). Diese erreichte bei der HIV-monoinfizierten sowie bei der HIV/HCV-
koinfizierten Patientengruppe statistische Signifikanz. Andere Parameter des HIV-Status oder des

HCV-Status waren dagegen nicht mit der TRAIL-Konzentration im Serum assoziiert.
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Abb. 4.23: Serumspiegel 16slichen TRAILs.

Abb. 4.23A stellt die mittlere Konzentration von l6slichem TRAIL im Serum von gesunden Probanden und
Patienten dar (GK: n=15, HCV: n=19, HIV: n=31, HIV/HCV: n=28). Jede Siule reprasentiert Mittelwert und
Standardfehler fiir die jeweilige Patientengruppe. Fiir die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA
mit anschlieBender Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als *
dargestellt. ** und *** reprasentieren p-Werte < 0,01 bzw. < 0,001. Abb. 4.23B veranschaulicht die Assoziation
zwischen der TRAIL-Serumkonzentration und der HIV-Last in den Patientengruppen mit HIV-Monoinfektion und
HIV/HCV-Koinfektion (HIV: rg= 0,42, p = 0,037; HIV/HCV: r;= 0,53, p = 0,013). Die HIV-Last der Patienten ist auf
der Abszisse aufgetragen, die Serumkonzentration von |8sl. TRAIL auf der Ordinate. Fir die statistische Analyse
wurde eine Rangkorrelation nach Spearman angewandt.

4.3.2.3 Expression und Sekretion von TRAIL bei HIV-RNA(-) Patienten

Die Untersuchung der TRAIL-Serumspiegel von behandelten HIV-Patienten mit nicht-
nachweisbarer HIV-RNA offenbarte, dass eine effektive antiretrovirale Therapie mit einer
Verringerung der TRAIL-Serumkonzentrationen assoziiert war (Abbildung 4.24). Im Vergleich zu den
Patientengruppen mit nachweisbarer HIV-Last waren die mittleren Serumspiegel signifikant geringer,
nicht nur bei HIV-monoinfizierten Patienten, sondern auch bei der HIV/HCV-koinfizierten
Patientengruppe. Obwohl die mittlere TRAIL-Konzentration im Serum beider aviramischen
Patientengruppen weiterhin hoher lag als die der gesunden Kontrollgruppe, erreichte dieser

Unterschied nicht das geforderte Signifikanzniveau von p < 0,05.
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Die Ergebnisse der membrandsen TRAIL-Expression bei Patienten mit nicht-nachweisbarer HIV-
RNA zeigten dagegen nicht die Konsistenz wie sie bei den Serumspiegeln beobachtet worden war.
Wihrend die mittlere Expression bei HIV-monoinfizierten Patienten abnahm, stieg sie bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten im Vergleich zur virdmischen Patientengruppe leicht an. Ab- wie auch
Zunahme der Expression waren allerdings im Vergleich zu den virdmischen Patientengruppen
statistisch nicht signifikant. Die Tabellen 4.15 und 4.16 fassen die Ergebnisse der TRAIL-Serumspiegel

sowie der TRAIL-Expression auf T-Helferzellen noch einmal vergleichend zusammen.
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Abb. 4.24: Einfluss der HAART auf die TRAIL-Serumkonzentration und Oberflichenexpression.

(A) Dargestellt ist der mittlere Serumspiegel |6slichen TRAILs von HIV-Patienten, mit negativer HIV-RNA, im
Vergleich zu HIV-RNA(+) Patienten und gesunden Kontrollen. Fiir die Bestimmung der Serumspiegel von TRAIL
wurden Serums-Proben von folgenden Patienten verwendet: GK: n=15, HIV - HIV-RNA(+): n=31,
HIV - HIV-RNA(-): n=21, HIV/HCV - HIV-RNA(+): n=28, HIV/HCV - HIV-RNA(-): n=27). (B) TRAIL-Expression auf der
Oberfliche von CD4" T-Zellen. Die Abb. gibt die Oberflichenexpression von TRAIL auf CD4+ T-Zellen als mittlere
Fluoreszenz-Intensitat (MFI) wieder (GK: n=15, HIV - HIV-RNA(+): n=21, HIV - HIV-RNA(-): n=19, HIV/HCV - HIV-
RNA(+): n=16, HIV/HCV - HIV-RNA(-): n=14). Jede S&ule reprasentiert Mittelwert und Standardfehler der
jeweiligen Patientengruppe Fir die statistische Analyse wurde eine einfaktorielle ANOVA mit anschlieRender
Bonferroni-Korrektur verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wird als signifikant gewertet und als * dargestellt. **
reprasentiert einen p-Wert < 0,01.

Tab. 4.15: TRAIL-Serumspiegel bei verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl Serumspiegel 16sl. TRAIL? p-Werte
Gesunde Kontrollen (GK) 15 1171487
HCV-Monoinfiziert 19 1557498 n.s. vs. GK
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 31 18571100 p £0,01 vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 21 1396185 n.s. vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 28 20651158 p £0,05 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 27 14781123 n.s. vs. GK

T og/ml, Mittelwert + SEM
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Tab. 4.16: TRAIL-Expression auf CD4" T-Zellen bei verschiedenen Patientengruppen

Patientengruppe Anzahl  TRAIL-Expression auf p-Werte
cD4" T-zellen @

Gesunde Kontrollen (GK) 15 6,910,4
HCV-Monoinfiziert 10 7,0£0,9 n.s. vs. GK
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 21 8,710,4 p £0,01 vs. HIV - HIV-RNA(-)
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 19 7,50,4 n.s. vs. GK
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 16 9,1t0,5 p < 0,05 vs. HIV/HCV - HIV-RNA(-)
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 14 9,5+0,6 n.s. vs. GK

A MFI,  Mittelwert + SEM

4.3.2.4 In vitro Induktion von TRAIL-Rezeptor-vermittelter Apoptose

Die Bindung von zellularem oder l6slichem TRAIL an die korrespondierenden Rezeptoren DR4 und
DR5 kann zur Induktion von Apoptose in den exprimierenden Zellen fithren. DR4 und DR5 besitzen
eine funktionierende Todesdomaéne (engl. death domain), Gber die nach der Bindung von TRAIL an
den Rezeptor der apoptotische Stimulus in die Zelle weitergeleitet werden kann.

Unsere Untersuchungen zeigten, dass CD4" T-Zellen aus allen untersuchten Gruppen kein DR5
exprimieren und dass nur einer kleiner Prozentsatz (< 1 %) der CD4" T-Zellen DR4 auf der Oberfliche
besitzt. Analog zur Fas-vermittelten in vitro Induktion von Apoptose wurde dennoch untersucht, ob
sich Uber die Koinkubation mit rhTRAIL spezifisch Apoptose auslosen lasst. Die Ergebnisse der in vitro
Induktion sind in Tabelle 4.17 verzeichnet. Die TRAIL-induzierte Apoptose war im Vergleich zu den
Versuchen mit dem rhFasL (Tabelle 4.9) deutlicher niedriger. Es konnten zudem keinerlei signifikante
Unterschiede zwischen den einzelnen Patientengruppen gefunden werden. Gleiches galt auch fir

eventuelle Assoziationen mit klinischen und demographischen Parametern.

Tab. 4.17: CD4" T-Zell-Apoptoserate nach Koinkubation mit rhTRAIL

Patientengruppe Anzahl  TRAIL-induzierte CD4" T-Zell-Apoptose (in %) DR p-Werte
Gesunde Kontrollen (GK) 9 0,1+0,05
HCV-Monoinfiziert 4 0,2+0,15
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 11 0,2+0,09 s
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 10 0,5+0,12 -
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 6 0,3+0,25
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 13 0,210,05

) spezifische Apoptoserate (A)), °F Mittelwert + SEM, 9 Caspase-3-Assay

Die zusammenfassende Betrachtung der Ergebnisse bezliglich TRAIL und deren Rezeptoren DR4
und DR5 ergab folgendes Bild: Wahrend eine HIV- wie auch eine HCV-Monoinfektion mit erhéhten
Serumspiegeln l6slichen TRAILs assoziiert waren, schien eine verstarkte Oberflachenexpression

zelluldren TRAILs auf CD4" T-Zellen nur durch eine HIV-Infektion ausgelést worden zu sein. Eine
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Doppelinfektion mit HIV und HCV fihrte allerdings nicht zu signifikant weiter erhohten TRAIL-
Spiegeln oder signifikant verstarkter TRAIL-Expression. Eine antiretrovirale Therapie fiihrte zu einer
signifikanten Abnahme der TRAIL-Spiegel im Serum, ahnlich der wie sie beim I6slichen FasL
beobachtet worden war. Im Gegensatz dazu wurde keine nennenswerte Anderung bei der Expression
der TRAIL-Rezeptoren gefunden. Die Konsequenz dieser Beobachtungen war, dass sich durch die
Inkubation mit rhTRAIL bestenfalls nur bei einer geringen Zahl von CD4" T-Zellen die Apoptose

auslosen lieR.

4.3.3 TNF-a und TNF-a-Rezeptor 1

4.3.3.1 Oberflichenexpression des TNF-a-Rezeptors 1 auf CD4" T-Zellen

Die Oberflichendichte des TNF-a-Rezeptors 1 (TNF-a-R1) auf CD4" T-Zellen wurde
durchflusszytometrisch nach Inkubation mit einem Antikérper bestimmt, der spezifisch TNF-a-R1 auf
der Oberflache der Zellen erkennt. Abb. 4.25 veranschaulicht exemplarisch die Expression des
Rezeptors auf CD4" T-Zellen im Vergleich zu einer Isotyp-Kontrolle. Ein signifikanter Unterschied in
der Expression von TNF-a-R1 zwischen den einzelnen Patienten- und Kontrollgruppen konnte nicht

festgestellt werden (Tabelle 4.18).
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Abb. 4.25: Oberflichenexpression des TNF-a-Rezeptors 1 auf CD4" T-Zellen.

Das Histogramm zeigt reprasentativ die Expression des TNFa-R1 (A) auf der Oberfliche von CD4" T-Zellen (grau)
in Bezug zur Isotyp-Kontrolle (durchsichtig). Auf der Abszisse ist die relative Fluoreszenzintensitat angegeben.
Die Ordinate gibt den relativen Anteil der Zellen mit bestimmter Fluoreszenz wieder gemessen an der
maximalen Zellzahl, die bei einem Fluoreszenz-Wert gemessen wurde. Lymphozyten wurden Gber den Forward
Scatter und den Side Scatter gegated. CD4" T-Zellen wurden als CD3*/CD4"-positive Lymphozyten definiert.
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Tab. 4.18: Expression von TNF-a-R1 auf der Oberfliche von CD4" T-Zellen

Patientengruppe Anzahl TNF-a-R1-Expression (MFI) gl p-Werte
Gesunde Kontrollen (GK) 13 6,010,2
HCV-Monoinfiziert 7 7,210,4
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(+) 24 6,410,2
HIV-Monoinfiziert - HIV-RNA(-) 18 6,1+0,2 n-s.
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(+) 11 6,510,4
HIV/HCV-Koinfiziert - HIV-RNA(-) 12 6,210,2

 Mittelwert + SEM

4.3.3.2 Serumspiegel und Oberflichenexpression von TNF-a auf CD4" T-Zellen

Im Gegensatz zum TNF-a-Rezeptor 1 wurde TNF-a auf CD4" T-Zellen nicht exprimiert. Auch im
Serum der Probanden konnte die l6sliche Form von TNF-a nicht nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung war mit hoher Wahrscheinlichkeit auf die nur kurzfristige Bildung von TNF-a und
dessen geringe Halbwertszeit zurlickzufiihren.

Unsere Messungen ergaben, dass eine HCV-Koinfektion bei HIV-positiven Patienten keinen
Einfluss auf die Expression von TNF-a hat. Auch auf die Expression des spezifischen Rezeptors hat
eine Doppelinfektion keinen messbaren Einfluss. Ahnliche Ergebnisse wurden auch bei Patienten

beobachtet, die mit einer effektiven antiretrovirale Therapie behandelt worden waren.
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5 DISKUSSION

Eine zunehmende Anzahl von HIV-positiven Menschen ist mit dem Hepatitis C-Virus infiziert. Nach
letzten Schatzungen leiden mittlerweile 20 % aller Patienten mit einer HIV-Infektion zusatzlich an
einer Hepatitis C’’. Trotz zahlreicher klinischer Studien, die belegten, dass eine HIV/HCV-Koinfektion
mit einem beschleunigten Verlauf der Hepatitis C assoziiert war, konnte im Gegenzug ein Einfluss der
HCV-Infektion auf die Progression der HIV-Infektion nicht eindeutig nachgewiesen werden.

Ziel dieser Arbeit war es daher, den Einfluss der HCV-Koinfektion auf wichtige Mechanismen der
HIV-vermittelten Depletion der T-Helferzellen zu untersuchen. Hierzu zahlt zum einen die
verminderte Neubildungsrate von CD4" T-Zellen als Folge einer HIV-assoziierten Dysfunktion des
Thymus, sowie zum anderen der Niedergang von T-Helferzellen durch die Induktion von Apoptose.
Beide Mechanismen sind zentrale Saulen der T-Zell-Homo6ostase und sind bei HIV-positiven Patienten

gestort.

5.1 Untersuchungen zur CD4" T-Zell-Neubildungsrate bei HIV/HCV-Koinfektion

Anfang der neunziger Jahre konnte durch in vitro Experimente gezeigt werden, dass Thymozyten
mit dem HI-Virus infiziert werden kénnen und dass besonders unreife T-Zellen mit einem CD4*/CD8*
Phanotyp empfanglich fir eine Infektion mit dem HI-Virus waren'?. Weitere Studien mit AIDS-
Patienten lieRen vermuten, dass aufgrund der Zerstérung der Struktur des Thymus, der Abwesenheit
von Thymozyten und der Infiltration von aktivierten T-Zellen eine Beeintrachtigung der T-Zell-
Produktion des Thymus im Zusammenhang mit der HIV-Pathogenese steht****?>.

Durch die quantitative Bestimmung von TRECs (engl. T cell receptor excision circles) als indirektem
Marker fir die Neubildung von T-Lymphozyten konnten Douek et al. erstmalig im Jahr 1998 zeigen,
dass eine HIV-Infektion mit einer signifikanten Reduktion der TREC-Konzentration bei CD4" und auch
bei CD8" T-Zellen im Vergleich zu nicht-infizierten Probanden assoziiert war”. Weitere Studien
beobachten ebenfalls eine Abnahme von TRECs im peripheren Blut im Vergleich zu gesunden
Probanden, vor allem bei Patienten, die sich bereits im Stadium AIDS befanden oder einen

126,127,128,129

beschleunigten Verlauf der HIV-Infektion aufwiesen . Hatzakis et al. zeigten zudem, dass

die Konzentration von TRECs als Pradiktor fiir die Progression der HIV-Infektion fungieren kann'®.
Die in unseren Untersuchungen ermittelten TREC-Konzentrationen von HIV-negativen und HIV-

positiven Individuen (ca. 10 — 10° sjTRECs/10°> CD4" T-Zellen) waren zwar mit den TREC-Werten

126,127

anderer Publikationen vergleichbar , in einigen anderen Publikationen wurden aber als

128,129,130,131

Bezugssystem PBMC gewahlt . Die bereits im Ergebnisteil erwdhnte groRe Streuung der

Werte wurde allerdings in allen Publikationen beobachtet. Bei den in unserer Studie
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eingeschlossenen HIV-infizierten Patienten konnte keine signifikante Reduktion der TREC-
Konzentration im Vergleich zur gesunden Probanden festgestellt werden. Diese Beobachtung stand

128,131

nicht im Einklang mit den Ergebnissen vorangegangener Publikationen . Die Studie von Nobile et

126 Dje Autoren zeigten, dass sich die mittlere TREC-

al. kam dagegen zu ahnlichen Ergebnissen
Konzentration von unbehandelten HIV-Infizierten mit einer CD4" T-Zellzahl von tiber 200 Zellen/pl
nicht von der von HIV-negativen Individuen unterschied. Bei Patienten mit einer T-Helferzahl lber
500 Zellen/ul war die TREC-Konzentration sogar erhéht. Die mediane CD4" T-Zellzahl unserer Kohorte
lag mit 371 Zellen/ul in dem Bereich zwischen 200 und 500 Zellen/ul. Wie bereits erwahnt, ist ein
signifikanter Abfall der TREC-Konzentrationen vor allem bei Patienten zu beobachten, die bereits
AIDS-definierende Symptome aufwiesen. Die in dieser Arbeit eingeschlossenen Patienten befanden
sich dagegen alle in der symptomfreien Latenzphase und hatten bis zum Zeitpunkt der Blutabnahme
kein AIDS-definierendes Ereignis.

Um einen moglichen Einfluss der HCV-Koinfektion auf die Neubildungsrate von T-Helferzellen bei
HIV-positiven Patienten zu untersuchen, wurden von insgesamt 10 unbehandelten HIV/HCV-
koinfizierten Patienten die TREC-Konzentration bei CD4" T-Zellen im peripheren Blut gemessen. Diese
lag im Median unterhalb der Konzentration von gesunden Probanden und HIV-monoinfizierten
Patienten. Die Differenz zwischen den Werten erreichte jedoch nicht das statistische
Signifikanzniveau. Bislang gibt es nur eine einzige weitere Studie, die die TREC-Konzentrationen bei
insgesamt 20 HIV/HCV-koinfizierten Patienten mit nachweisbarer HIV-Last untersuchte®. In dieser
fanden Soriano-Sarabia et al. ebenfalls keine signifikanten Unterschiede in den TREC-
Konzentrationen zwischen HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten. Vielmehr
ermittelten sie dhnliche TREC-Konzentrationen bei den beiden HIV-infizierten Patientengruppen.
Erwdhnenswert ist allerdings, dass in der Publikation die TREC-Konzentrationen in Bezug zu PBMC
gesetzt wurden und auf die Angabe von exakten TREC-Konzentrationen verzichtet wurde. Auch die
mittlere T-Helferzellzahl der Patientengruppen wurde nicht angegeben, so dass ein detaillierter
Vergleich dieser Studie mit den hier vorliegenden Ergebnissen nur eingeschrankt moéglich war.

Als einzige Studie, die sich mit der Neubildung von T-Lymphozyten bei der HCV-Monoinfektion

133 Dije Autoren beobachteten eine

beschaftigte, ist die von Cianci et al. aus dem Jahr 2005 zu nennen
Reduktion von RTE und vermuteten daher eine Beeintrachtigung der Funktion des Thymus. Damit
stehen diese Ergebnisse allerdings im Widerspruch zu den hier vorliegenden Resultaten, bei denen
keine signifikante Reduktion der TREC-Konzentration bei HCV-Infektion festgestellt werden konnte.
Allerdings bezogen sich die in der Arbeit genannten Werte ebenfalls wieder auf PBMC und nicht auf
CD4" T-Zellen.

Die Auswirkungen einer effektiven antiretroviralen Kombinationstherapie auf die CD4" T-

Zellneubildungsrate von Patienten mit einer HIV-Monoinfektion bzw. HIV/HCV-Koinfektion wurden
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ebenfalls untersucht. Eine effektive Inhibition der HIV-Replikation im Rahmen der HAART fiihrt in der
Regel zu einem Anstieg der CD4" T-Zellzahl. Die HAART-assoziierte Immunrekonstitution scheint auch
im Zusammenhang mit einer gesteigerten Produktion von CD4" T-Zellen im Thymus zu stehen.
Mehrere Studien an HIV-positiven Erwachsenen und Kindern beobachteten einen Anstieg der TREC-

101,134,135,136,137

Konzentrationen . Steffens et al. zeigten, dass zwischen HIV-positiven Individuen mit

maximaler viraler Suppression und HIV-negativen Probanden kein signifikanter Unterschied mehr in
der TREC-Konzentration bestand'®.

Unsere Ergebnisse bestatigten zumindest teilweise diese Beobachtungen. Auch die in dieser
Arbeit analysierte HIV-RNA(-) HIV-infizierte Patientengruppe zeigte im Vergleich zur gesunden
Kontrollgruppe keine signifikanten Unterschiede in ihrer mittleren TREC-Konzentration. Dies galt
jedoch nicht fir die HIV/HCV-koinfizierte Patientengruppe, deren mittlere TREC-Konzentration
deutlich geringer war als die der HIV-negativen Kontrollgruppe. Eine weitere Arbeit von Cianci et al.
aus dem Jahre 2008 kam jedoch zu einem anderen Befund, in dem eine HCV-Koinfektion bei HIV-
Patienten ohne nachweisbare HIV-RNA keinen Einfluss auf die TREC-Konzentration hatte. Allerdings
wurde in dieser Studie die TREC-Konzentration ebenfalls wieder in Bezug zu PBMC angegeben. Des
Weiteren wurden als Kontrollgruppe gesunde Probanden rekrutiert. Ebenso fehlten auch hier
wiederum Angaben zur CD4" T-Zellzahl.

Die Gegenliberstellung der vorliegenden Ergebnisse mit den bisherigen Arbeiten anderer Autoren
offenbarte die Schwierigkeiten einer Vergleichbarkeit der Befunde und Beobachtungen durch
unterschiedliche methodische Ansatze.

Zum einen ist die Bestimmung der Konzentration von kirzlich ausgewanderten Thymozyten (RTE)
durch die Quantifizierung unterschiedlicher Formen von TRECs mdoglich. Im Zuge der genetischen
Neuanordnung bei der T-Zell-Rezeptorbildung entstehen neben sjTRECs (engl. signal joint T cell
receptor excision circles) nachfolgend auch ¢jTRECs (engl. coding joint T cell receptor excision circles).
Die Konzentration von cjTRECs ist etwa 8 bis 16-mal héher, welches drei bis vier Zellteilungen
entspricht®.

Zum anderen werden TREC-Konzentrationen in unterschiedlichen Bezugssystemen ausgehend von
der analysierten Zellsuspension dargestellt. Wahrend in der vorliegenden Arbeit die TREC-
Konzentration von CD4" T-Zellen dargestellt wurde, um eine Aussage beziiglich der Neubildungsrate
von T-Helferzellen zu machen, wurde in einigen Arbeiten die TREC-Konzentration in Bezug zu PBMC
gesetzt. Diese Darstellung erlaubt zwar eine Aussage Uber die Produktion von T-Lymphozyten im
Allgemeinen, allerdings keine tiber die Neubildung von CD4" T-Zellen im Speziellen.

Neben den methodischen Aspekten sollen hier noch einige biologischer Phdnomene erwahnt
werden, die die Interpretation von TREC-Werten im Zusammenhang mit der Produktion von T-

Lymphozyten beeinflussen. TRECs sind episomale Schnittprodukte, die im Zuge der Mitose nicht
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repliziert werden. Sukzessive Zellteilungen fliihren demnach zu einer Verdiinnung von TRECs und
somit zur Abnahme der TREC-Konzentration. Hazenberg et al. postulierten erstmalig im Jahr 2000,
dass die HIV-assoziierte Reduktion von TRECs eine Folge vermehrter Zellteilung sein kdnnte und nicht

138

auf eine Beeintrachtigung der de novo Produktion von T-Lymphozyten zuriickzufiihren ist™°. Eine der

Ursachen fiir die vermehrte Proliferation von T-Zellen ist in der generalisierten Immunaktivierung im

Verlauf der chronischen HIV-Infektion zu finden**

. Ebenfalls in diesem Zusammenhang steht die HIV-
assoziierte erhdhte Apoptoserate von CD4" T-Zellen, die ebenfalls Auswirkungen auf den TREC-
Gehalt in CD4" T-Zellen haben kann'*. Einige Studien haben diese Effekte bei der Analyse von TRECs
bei HIV-infizierten Patienten bericksichtigt und kamen zu dem Schluss, dass eine reduzierte
Neubildung von T-Zellen durch den Thymus zumindest anteilig fir die erniedrigten TREC-
Konzentrationen bei HIV-positiven Patienten verantwortlich sei'?’***.

Vor diesem Hintergrund ist eine abschlieRende Aussage Uiber den Einfluss der HCV-Koinfektion auf
die Neubildungsrate von CD4" T-Zellen nur eingeschriankt moglich. Die in der vorhandenen Literatur
beschriebenen Effekte einer HCV-Infektion bei HIV-negativen und HIV-positiven Patienten auf die
TREC-Konzentrationen widersprechen sich und sind nur bedingt mit den in dieser Arbeit

B2133142 hwieweit die gemessenen niedrigeren TREC-

vorliegenden Ergebnissen vergleichbar
Konzentrationen bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten eine Konsequenz einer HCV-abhingigen
Beeintrachtigung des Thymus oder durch eine verstarkte Zellteilung bzw. Apoptose herriihren, lasst
sich nicht eindeutig klaren. Wahrend jedoch bei HCV-monoinfizierten Patienten die mittlere TREC-
Konzentration wie auch die CD4" T-Zell-Apoptoserate unbeeinflusst von der zugrundeliegenden
Infektion blieben, wurde eine signifikante Erhéhung der Apoptoserate von CD4" T-Zellen bei
unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtet. Als eine mégliche Ursache fur die im
Vergleich zu gesunden Probanden und HIV-monoinfizierten Patienten geringere TREC-Konzentration
ist eine verstarkte Apoptose bei T-Helferzellen nicht auszuschliel3en. Ein signifikanter Zusammenhang
zwischen Apoptoserate und TREC-Konzentration konnte allerdings nicht gefunden werden, weder bei
den gesunden und HIV-monoinfizierten Kontrollgruppen als auch bei den HIV/HCV-koinfizierten
Patientengruppen.

Dass der Thymus ein Ort der HIV-Replikation ist und die HIV-Infektion vor allem bei Patienten mit
AIDS mit einer Dysfunktion des Thymus assoziiert ist, konnten mehrere Studien unabhangig von der

124123 Einen Einfluss der HCV-Koinfektion auf die Neubildungsrate konnte

Analyse von TRECs belegen
aber mit den vorliegenden Ergebnissen und unter Berlicksichtigung der vorhandenen Literatur nicht

eindeutig nachgewiesen werden.
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5.2 Untersuchungen zur CD4" T-Zell-Apoptose bei HIV/HCV-Koinfektion

Apoptose ist einer der wesentlichen Mechanismen, die dem graduellen Verlust von T-Helferzellen
im Verlauf der chronischen HIV-Infektion zugrunde liegen. Seit Beginn der neunziger Jahre konnte
eine Vielzahl von Studien belegen, dass die HIV-Infektion mit einer im Vergleich zu nicht-infizierten
Individuen erhéhten Apoptoserate von CD4" T-Zellen assoziiert jst'®® 107 108 109 110 111,

In der vorliegenden Arbeit wurde der Anteil apoptotischer CD4" T-Zellen von gesunden und HIV-
monoinfizierten Kontrollgruppen, sowie von HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppen uber
verschiedene Assays identifiziert. Allen Assays gemein ist, dass sie spezifisch irreversible

physiologische und zelluldare Veranderungen in den Zellen detektieren, die mit der Induktion von

Apoptose einhergehen.

5.2.1 CD4' T-Zell-Apoptose bei Patienten mit nachweisbarer HIV-RNA

Die mit Hilfe von Apoptose-Assays ermittelten Ergebnisse bestatigten die in vorangegangenen
Studien beschriebene gesteigerte Apoptoserate in T-Helferzellen von HIV-monoinfizierten Patienten.
Im Vergleich zu HIV-negativen Probanden war die CD4" T-Zell-Apoptose bei unbehandelten HIV-
positiven Patienten signifikant erhdht. Zudem konnte ein positiver Zusammenhang zwischen CD4" T-
Zell-Apoptoserate und HIV-Last gefunden werden, der ebenfalls bereits von Samuelsson et al.
beobachtet worden war'®,

Von besonderem Interesse war jedoch, dass in unseren Untersuchungen HIV-positive Patienten
mit einer HCV-Koinfektion die héchste gemessene CD4" T-Zell-Apoptoserate von allen Patienten-
gruppen zeigten. Die naheliegende Vermutung, dass es sich bei der erhohten Apoptoserate um einen
additiven Effekt von HIV- und HCV-induzierter Apoptose handeln koénnte, konnte allerdings
ausgeschlossen werden, denn eine HCV-Monoinfektion allein flihrte im Vergleich zu gesunden
Probanden zu keiner signifikanten Veranderung der Apoptoserate.

Die in unseren Untersuchungen gemessene gesteigerte Apoptoserate bei T-Helferzellen wurde
ebenfalls in einer Arbeit von Nunez et al. beobachtet. In dieser Arbeit wurde von einem erhéhten
Anteil Annexin V-positiver CD4" T-Zellen in unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten

berichtet™*

. Annexin V bindet an Phosphatidylserin, welches im Zuge der Auflésung der Asymmetrie
der Plasmamembran in der friihen Phase der Apoptose auf der Oberflache der Zelle zu finden ist,
aber auch im Rahmen einer Zellaktivierung auf der extrazelluldren Seite der Plasmamembran

detektiert werden kann'*

. Im Gegensatz zu Nunez et al. basieren die hier vorliegenden Ergebnisse
auf der Detektion von Markern, welche spezifisch fiir eine irreversible Induktion von Apoptose sind.

Des Weiteren verzichteten die Autoren auf den Einschluss von gesunden und HCV-monoinfizierten
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Kontrollgruppen und konnten daher eine direkte additive Verstirkung der CD4" T-Zell-Apoptose
durch HCV zu jenem Zeitpunkt nicht ausschlieRBen.

Einen weiteren zugrundeliegenden Mechanismus konnten die Autoren dagegen ausschlieRen: Bei
HIV-monoinfizierten Patienten konnte gezeigt werden, dass eine gesteigerte Apoptose bei T-

146,147

Helferzellen mit der HIV-induzierten Immunaktivierung assoziiert war . Douek et al. zeigten

18 Eine zusitzliche HCV-induzierte

zudem, dass HIV praferentiell aktivierte CD4" T-Zellen infiziert
Aktivierung von CD4" T-Zellen hitte demnach zu einer verstirkten Infektionsrate, erhohter
Virusreplikation und Produktion pro-apoptotischer HIV-Proteine fiihren kénnen. In der Arbeit von
Nunez et al. konnten allerdings keine Unterschiede zwischen der HIV-monoinfizierten und der
HIV/HCV-koinfizierten Patientengruppe beziglich der T-Zell-Aktivierung festgestellt werden'*.

Hinweise auf einen synergistischen Mechanismus zwischen HIV und HCV, der zu einer verstarkten
Apoptose in HIV/HCV-koinfizierten Patienten fiihren konnte, lieferten dagegen Experimente an
HepG2-Zellen. An dieser Zelllinie konnte eine gemeinschaftliche Induktion von Apoptose durch HIV-
und HCV-Hullproteine beobachtet werden. Allein vermochten die jeweiligen Hillproteine,
Apoptose jedoch nicht zu induzieren. Es bleibt insofern zu bemerken, dass es sich bei HepG2-Zellen
um eine Hepatozyten-Zelllinie handelt und dass das HIV-Protein env in CD4" T-Zelllinien sehr wohl in
der Lage war, Apoptose zu induzieren'****°,

Zusammen lassen diese Befunde vermuten, dass, obwohl eine alleinige Infektion mit HCV keine
messbare Induktion von Apoptose in T-Helferzellen auslost, die HCV-Koinfektion bei HIV-positiven
Patienten zumindest indirekt einen pro-apoptotischen Effekt ausibt und zu einer hoheren
Empfindlichkeit gegenliber einer HIV-assoziierten Induktion von Apoptose fihrt. Die signifikante
Korrelation zwischen CD4" T-Zell-Apoptoserate und HIV-Last bei HIV-monoinfizierten als auch bei

HIV/HCV-koinfizierten Patienten verstdrken zudem den Eindruck, dass die verstarkte Apoptose in T-

Helferzellen hauptsachlich HIV-induziert ist.

5.2.2 Veridnderungen der Rezeptor-vermittelten Apoptose bei HIV/HCV-Koinfektion

Neben einer gesteigerten Produktion von pro-inflammatorischen Zytokinen wie z.B. TNF-a kamen
als Erklarungsmodell auch Verdnderungen bei der Rezeptor-vermittelten Apoptose in Betracht. In der
Tat scheinen Interaktionen zwischen den Todesrezeptoren Fas, DR4 und DR5 und den
korrespondierenden Liganden Fas-Ligand und TRAIL eine Rolle in der Pathogenese der HIV-Infektion

151 152 153 154 155

und der HCV-Infektion zu spielen . Aus diesem Grund wurde die Expression und

Sekretion der Rezeptor/Liganden-Paare des Fas-, TRAIL- und TNF-a-Systems eingehender untersucht.
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Die Ergebnisse unserer Messungen bestatigten frihere Beobachtungen und untermauern die
bedeutende Rolle des Fas-Systems in der Pathogenese der fortschreitenden HIV-Infektion: Unsere
Ergebnisse zeigten einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer erhéhten Expression des Fas-

16157 Des Weiteren konnte

Rezeptors auf CD4" T-Zellen und einer zugrundeliegenden HIV-Infektion
eine inverse Korrelation zwischen der Fas-Expression und der T-Helferzell-Zahl festgestellt und damit
die Oberflachenexpression des Rezeptors als einen potentiellen Pradiktor fir die Progression der

HIV-Infektion identifiziert werden*'*°

. In Ubereinstimmung mit diesen Daten konnte durch in vitro-
Experimente bewiesen werden, dass die Hochregulation der Fas-Oberflaichendichte auf T-
Helferzellen von HIV-infizierten Patienten mit einer erhéhten Empfindlichkeit gegeniiber FasL-
induzierter Apoptose einhergeht.

Auch Veranderungen des korrespondierenden Liganden FasL konnten in unseren Analysen
festgestellt werden und standen damit im Einklang mit fritheren Beobachtungen anderer Autoren®®
161 162 183 Neben einer erhohten Oberflichenexpression von FasL auf T-Helferzellen wurden auch
erhohte Konzentrationen der I6slichen Form des Liganden im Serum von HIV-positiven Patienten
nachgewiesen.

Zusammenfassend wiesen die Vorarbeiten anderer Autoren und die vorliegenden Ergebnisse
stark auf ein Zusammenwirken der erhohten Expression und Sekretion des Fas-Liganden und der
gesteigerten Oberflachenexpression des korrespondieren Rezeptors hin. Die synergistische Fas/FasL-
Interaktion ist damit wahrscheinlich ein wichtiger Mechanismus, der an der verstarkten Apoptose in
CD4" T-Zellen beteiligt ist, wie sie bei Patienten mit einer HIV-Infektion beobachtet wurde.

Das Fas-System scheint ebenfalls eine Rolle in der Pathogenese der Hepatitis C zu spielen. In
mehreren Studien konnte eine erhdhte Apoptoserate von Hepatozyten beobachtet werden, die mit

153,164,165 .
. Die

einer gesteigerten Fas-Expression in der HCV-infizierten Leber einhergegangen waren
Autoren um Taya et al. konnten weiterhin zeigen, dass eine chronische Infektion auch mit einer
erhdhten Fas-Expression auf peripheren mononukleéren Zellen (PBMC) assoziiert war'®. Fas-positive
PBMC waren zudem empfindlicher gegeniiber der Induktion von Apoptose mit einem agonistischen
Fas-Antikorper. Panasiuk et al. konnten kiirzlich in einer detaillierteren Analyse zeigen, dass
periphere T-Lymphozyten von Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion eine erhohte
Expression des Fas-Rezeptors aufweisen'®. Diese Beobachtungen bestitigen damit unsere
Ergebnisse, dass die HCV-Infektion mit einer Hochregulation der Fas-Expression auf T-Helferzellen
assoziiert war und mit einer gesteigerten Sensitivitdt gegeniliber FaslL-induzierter Apoptose
verbunden war.

Dennoch konnte im Vergleich zu gesunden Probanden keine Steigerung der in vivo Apoptoserate

bei CD4" T-Zellen in Patienten mit HCV festgestellt werden. Gegenteilige Beobachtungen wurden

weder in den vorgestellten Studien noch in anderen Arbeiten publiziert. Ein Grund fir die im
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Vergleich zu HCV-negativen Individuen unverdanderte Apoptoserate bei HCV-positiven Patienten
konnten die in unserer Studie gemessenen nicht erhéhten Serumspiegel des FasL sein. Im Gegensatz
zu Patienten mit einer HIV-Infektion verblieb die mittlere Serumkonzentration wie auch die
Expression von membrandsem FasL nahezu unverandert. Wahrend Toyoda et al. sogar niedrigere
FasL-Serumspiegel in Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion feststellten'®®, wurde in einer
anderen Studie jedoch erhdhte Konzentrationen des 16slichen FasL im Serum gemessen™®.

Die signifikante Assoziation einer verstiarkten Fas-Expression auf CD4" T-Zellen sowohl mit einer
HIV- als auch mit einer HCV-Monoinfektion lieRen vermuten, dass in HIV/HCV-koinfizierten Patienten
eine HIV- und HCV-induzierte additive Hochregulation des Fas-Rezeptors bestehen kénnte. In der Tat
wurde bei unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten im Mittel die hochste Expression des
Rezeptors auf CD4" T-Zellen gefunden. In diesem Zusammenhang konnte nach Inkubation mit rhFasL
ebenfalls eine signifikant erhohte Apoptoserate von T-Helferzellen festgestellt werden, sowohl im
Vergleich mit HIV-monoinfizierten als auch im Vergleich mit HCV-monoinfizierten Patienten. Im
Gegensatz dazu fihrte eine HCV-Koinfektion nicht zu einer verstarkten Expression und Sekretion des
FasL in Patienten mit einer HIV-Infektion. Diese Beobachtung steht damit auch in Ubereinstimmung
mit Beobachtungen, die im Vergleich mit gesunden Probanden und HCV-monoinfizierten Patienten
gemacht wurden. Bei der Gegeniiberstellung dieser beiden Gruppen ist ein Einfluss der HCV-Infektion
auf die Sekretion und Expression des Fas-Liganden ebenfalls nicht zu erkennen.

Die vorliegenden Ergebnisse weisen stark daraufhin, dass die HIV- und HCV-induzierte additive
Hochregulation des Fas-Rezeptors in Kombination mit der HIV-induzierten Erhéhung der Sekretion
des FasL einen synergistischen Mechanismus darstellt, der die im Vergleich zur HIV-Monoinfektion
hohe CD4" T-Zell-Apoptoserate bei Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion erkldren kénnte
(Abbildung 5.1).

In diesem Zusammenhang ist es erwahnenswert, dass eine erhohte Fas-Expression und
Apoptoserate auch bei Hepatozyten von HIV/HCV-koinfizierten Patienten beobachtet wurde, welche
moglicherweise durch synergistische Interaktionen zwischen HIV- und HCV-Hiillproteinen ausgelost
worden sein kénnten'***7%,

Obwohl die zugrundeliegenden Mechanismen der Regulation des Fas/FasL-Systems noch nicht

d'?, gibt es einige Hinweise auf mogliche Ursachen, die die

eindeutig identifiziert worden sin
Veranderungen in der Fas-vermittelten Apoptose bei HIV-, HCV- und HIV/HCV-infizierten Patienten

erklaren kdnnten.
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Abb. 5.1: Vereinfachtes Modell der Fas-vermittelten Apoptose bei HIV/HCV-Koinfektion.

Die Grafik fasst die wichtigsten Ergebnisse dieser Arbeit und vorangegangener Studien in einem vereinfachten
Modell zusammen, um die unterschiedlichen Effekte von HIV und HCV auf den Fas/FasL-Signalweg zu erklaren.
Das Modell veranschaulicht dabei wie bei einer HIV/HCV-Koinfektion die HIV- und HCV-induzierten
Veranderungen in einem synergistischen Mechanismus resultieren, der die beobachtete Sensitivitdt gegeniiber
einer FaslL-induzierten Apoptose in vitro (durch erhéhte Expression von Fas) und die hohe Apoptoserate von
CD4" T-Zellen in vivo erklart.

So wurde vermutet, dass das Interleukin 7 (IL-7) eine Rolle bei der Hochregulation von Fas spielt,
da exogenes IL-7 Fas-vermittelte Apoptose induziert und erhdhte Spiegel von IL-7 im Serum von HIV-
positiven Individuen gemessen worden sind'>*’*'”>_ |L-7 wurde allerdings auch eine Rolle bei der T-

Zell-Differenzierung und -Proliferation zugeschrieben, so dass es sich bei der vermehrten Produktion
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von IL-7 moglicherweise um einen Feedback-Mechanismus handelt, der im Zuge der fortscheitenden
HIV-Infektion die T-Zell-Homoostase aufrecht erhalten soll*’®. Die Analysen der IL-7 Serumspiegel in
HIV/HCV-koinfizierten Patienten durch Cianci et al. und Soriano-Sarabia et al. zeigten jedoch keine
Erhohung der IL-7-Spiegel im Serum von HIV/HCV-koinfizierten Patienten im Vergleich zu Patienten
mit einer HIV-Monoinfektion'***,

Auch direkte Interaktionen zwischen HIV und T-Helferzellen kénnen die Fas-Expression und die
Signallbertragung zwischen Fas und FasL beeinflussen und somit die Sensitivitat gegenlber FasL-
induzierter Apoptose erhohen. So beglinstigt das HIV-Glykoprotein gp120 Fas-vermittelte Apoptose
durch die Interaktion mit dem CD4-Rezeptor und der anschlieBenden Assoziation mit
phosphoryliertem Ezrin''®. Des Weiteren wurde von einer erhdhten Empfindlichkeit von T-
Helferzellen gegeniliber Fas-vermittelter Apoptose im Zusammenhang mit dem HIV-1-Protein Tat

118

berichtet ™. Li-Weber et al. zeigten, dass Tat zusatzlich auch die Expression von FasL auf T-Zellen

erhoht'”’.

Auch HCV-Proteine kénnen direkt in die intrazellularen Signalwege der Apoptose in infizierten
Zellen eingreifen, was zu einer erhohten Empfindlichkeit gegeniliber der Induktion von Apoptose
fuhren kann." Inwieweit sich PBMC oder CD4" T-Zellen von HCV infizieren lassen bzw. ein Reservoir
flir HCV darstellen, ist allerdings umstritten. Wahrend einige Studien HCV-RNA in PBMC von HCV-
monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten nachweisen konnten®*'’®°  vermuteten
Natarajan et al., dass diese Beobachtungen nicht auf einer aktiven Replikation in den Zellen
beruhten, sondern vielmehr auf der Anhaftung von HCV-Virionen auf der Zelloberflache®.

Veranderungen im Zusammenhang mit einer HIV- bzw. HCV-Infektion wurden auch bei der TRAIL-
induzierten Apoptose und den Signal-translozierenden Rezeptoren DR4 und DR5

beobachtet180,181,182,183

. Auch in der vorliegenden Arbeit konnten wir feststellen, dass eine HIV-
Infektion bei monoinfizierten und HCV-koinfizierten Patienten mit einem erhdhten Serumspiegel von
[6slichem TRAIL verbunden war. Des Weiteren zeigte eine Korrelationsanalyse in beiden
Patientengruppen einen signifikanten Zusammenhang zwischen TRAIL-Konzentration und HIV-Last.
Die Ergebnisse stimmten im Fall der HIV-Monoinfektion mit den Beobachtungen von Herbeuval et al.
und Gibellini et al. Gberein, die ebenfalls eine positive Korrelation zwischen TRAIL-Serumspiegeln und
HIV-Last fanden™**®. In vitro Experimente lassen vermuten, dass 16sliches TRAIL nach Inkubation mit
HIV-1 oder Exposition mit dem HIV-Protein Tat vor allem von Monozyten und dendritischen Zellen

sezerniert wird'®*’

. Auch die Expression der membranstdandigen Form von TRAIL war in unseren
Untersuchungen erhéht. Herbeuval et al. konnten in vitro ebenfalls eine Erhéhung der TRAIL-
Expression nachweisen und lieferten Hinweise, dass diese IFN-a-induziert war'®. In einer weiteren
Studie konnten sie HIV-1 stimulierte plasmazytoide dendritische Zellen als Produzenten des IFN-a

identifizieren'®*.
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Bei Patienten mit einer chronischen HCV-Infektion blieb die TRAIL-Expression auf CD4" T-Zellen
jedoch normal und auch bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten konnte kein Einfluss von HCV auf die
Oberflachenexpression gefunden werden. Dagegen wurde ein Effekt von HCV auf die Serumspiegel
I6slichen TRAILs gefunden. Eine HCV-Infektion war im Vergleich mit HIV-negativen und HIV-positiven
Patientengruppen jeweils mit einer Erhéhung der TRAIL-Konzentration verbunden. Aufgrund der
niedrigen Fallzahl erreichten die Unterschiede jedoch nicht statistische Signifikanz.

Im Gegensatz zu TRAIL konnte in unseren Untersuchungen kein signifikanter Effekt der HIV-
Infektion oder HCV-Infektion auf die Expression der korrespondierenden Rezeptoren DR4 und DR5
auf CD4" T-Zellen festgestellt werden. Unsere Ergebnisse zeigten, dass DR5 auf CD4" T-Zellen
praktisch nicht exprimiert wurde und nur einer geringer Prozentsatz DR4 auf der Oberflache trug. Ein
pro-apoptotischer Effekt auf CD4" T-Zellen durch TRAIL-induzierte Apoptose konnte daher nach
unseren Beobachtungen bei Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion ausgeschlossen werden. In
einer anderen Studie konnte allerdings eine erhohte Expression von DR5 auf T-Helferzellen von HIV-
positiven Patienten beobachtet werden®®.

Nach unseren Untersuchungsergebnissen und der Deutung der vorliegenden Literatur ist ein
additiver oder synergistischer Effekt der HCV-Koinfektion auf das TRAIL-System gering. Mogliche
Auswirkungen auf die Apoptoserate von T-Helferzellen von Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion
in vivo konnten daher nicht nachgewiesen werden.

Die eminente Rolle der TRAIL-vermittelten Apoptose bei der Elimination von Tumorzellen und

185,186,187,188

Virus-infizierten Zellen ist hinreichend belegt . Mehrere Studien konnten eine Bedeutung

bei der Kontrolle der HIV-Infektion und der HCV-Infektion feststellen®>*8 190191192

. Im Vergleich zu
den umfassenden Veranderungen im Fas-System scheint die TRAIL-induzierte Apoptose jedoch eher
einen untergeordneten Beitrag zur hohen Apoptoserate der CD4" T-Zellen bei HIV/HCV-koinfizierten

Patienten zu leisten.

5.2.3 Einfluss der cART auf die CD4" T-Zell-Apoptose bei HIV/HCV-Koinfektion

Der enorme Nutzen der antiretroviralen Kombinationstherapie (cART) konnte seit der Einflihrung
Mitte der neunziger Jahre wiederholt bestatigt werden. Die effektive Suppression der HIV-
Replikation im Rahmen der cART senkt die Viruslast langfristig unter die derzeit giltige
Nachweisgrenze von 40 Kopien/ml. Dies korreliert mit dem Absinken der CD4" T-Zell-Apoptoserate

und einer Erholung der T-Helferzell-zah|***%*

, welche schlielilich in einer verringerten Mortalitat und
einer gesteigerten Lebenserwartung resultiert'®'%%'%71%  \weiterhin konnte bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten mit einer erfolgreichen Immunrekonstitution unter cART eine verlangsamte

Progression der Fibrose und eine reduzierte leberbezogene Mortalitat festgestellt werden.®
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Beziglich der HIV-Monoinfektion standen unsere Ergebnisse im Einklang mit friheren
Beobachtungen anderer Autoren. Die Ergebnisse unserer Querschnittsuntersuchungen sowie die
longitudinale Untersuchung von HIV-positiven Patienten nach Einleitung einer cART stellten
nochmals die signifikante Assoziation zwischen der Suppression der HIV-Replikation, der verringerten
Apoptoserate und dem Anstieg der T-Helferzell-Zahl heraus. Besonders deutlich wird dieses an der
biphasischen Entwicklung der CD4" T-Zell-Apoptoserate, welche bereits im Zusammenhang mit der
HIV-Replikation und der Immunrekonstitution beobachtet worden war'***®,

Analog zur HIV-monoinfizierten Patientengruppe konnte bei Patienten mit einer HIV/HCV-
Koinfektion eine dhnliche Entwicklung der CD4" T-Zell-Apoptose unter cART beobachtet werden. Es
zeigte sich jedoch, dass die Abnahme der Apoptoserate bei HIV/HCV-Koinfektion im Vergleich zu
Patienten mit einer HIV-Monoinfektion starker war. Der bei unbehandelten Patienten beobachtete
starkere Effekt der HCV-Koinfektion auf die T-Helferzell-Apoptose konnte allerdings bei Patienten
unter einer effektiven cART nicht mehr festgestellt werden.

Obwohl zwischen den HIV-positiven Patientengruppen unter cART beziiglich der CD4" T-Zell-
Apoptose kein Unterschied mehr bestand, lag die residuale Apoptoserate immer noch Uber der, die
bei gesunden Probanden beobachtet worden war. Mehrere Studien konnten ebenfalls beobachten,
dass trotz langfristiger und anhaltender Inhibition der viralen Replikation, eine géanzliche
Normalisierung der Apoptose bei CD4" T-Zellen bei Patienten mit einer HIV-Monoinfektion
ausblieb >,

Als mogliche Ursache kommt auf der einen Seite eine weiterhin bestehende HIV-Replikation

202,203,204 - A f der anderen Seite kénnte die residuale

unterhalb der Detektionsgrenze in Betracht
Apoptose auch indirekte Mechanismen, wie z.B. eine weiterhin bestehende Immunaktivierung als
Folge der chronischen HIV-Infektion, widerspiegeln. Obwohl mehrere Studien eine Reduktion von
HLA-DR* CD4" und CD8" T-Zellen sowie CD38" CD8" T-Zellen im Verlauf einer effektiven
Kombinationstherapie beobachteten?®?°%2°72% kann eine residuale Aktivierung des Immunsystems

in Folge einer rezidiven HIV-Replikation nicht ausgeschlossen werden®**°

. Auch kénnten nachteilige
Effekte der antiretroviralen Kombinationstherapie als Erklarung herangezogen werden.

In diesem Zusammenhang stellten wir fest, dass die residuale Apoptose bei Patienten, die mit
einem Protease-Inhibitor (Pl) behandelt worden sind, im Vergleich zur gesunden Kontrollgruppe oder
Patienten ohne Pl-basierte cART signifikant erhéht war. Obwohl Pls die zelluldre Apoptose auf der
Ebene der mitochondrialen Poren-Proteine blockieren”™, wurden in in vitro Experimenten pro-

212,213

apoptotische Effekte in hamatologischen und Tumor-Zelllinien beobachtet . Neben weiteren

Studien, die Pls eine anti-apoptotische Wirkung zuschrieben®*, zeigten andere Arbeiten vor allem in

héheren Dosen pro-apoptotische Effekte, z.B. auf die Expression von Proteinen, die im

215,216

Zusammenhang mit der apoptotischen Signalkaskade stehen . Aber auch Apoptose-induzierende
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Wirkungen von Lamivudin und Zidovudin, zwei Substanzen der Gruppe der NRTI, wurden
beobachtet®’*%,

Unabhangig von moglichen pro-apoptotischen Nebenwirkungen antiretroviraler Medikamente
wurde untersucht, inwieweit sich die beobachtete Reduktion der Apoptoserate nach der Initiation
einer cART und die residuale Apoptoserate bei Patienten mit konsistenter Suppression der HIV-
Replikation mit Veranderungen der Rezeptor-vermittelten Apoptose erklaren lasst.

Beziiglich der Fas-Expression auf CD4" T-Zellen und der damit verbundenen Empfindlichkeit
gegenilber Fas-vermittelter Apoptose wurden bislang unterschiedliche Beobachtungen gemacht:
Wihrend einige Autoren eine signifikante Reduktion der Fas-Expression bei PBMC und CD4" T-Zellen

im Zuge einer effektiven cART feststellten®*¥?2%4

, zeigten Wasmuth et al. und de Oliviera et al., dass
im Vergleich zu HIV-negativen Probanden CD4" T-Zellen von HIV-positiven Patienten weiterhin
vermehrt Fas exprimieren und in Anwesenheit von anti-CD95 verstarkt Apoptose induziert wird?*»*"’.

Letztere Befunde stehen somit im Einklang mit unseren Beobachtungen, in denen trotz einer
konsistent nicht nachweisbaren HIV-Last eine erhohte Oberflaichendichte des Fas-Rezeptors und eine
starkere Sensitivitdat von T-Helferzellen gegenliber FasL-induzierter Apoptose festgestellt werden
konnte. Trotz einer Abnahme im Vergleich zu viramischen HIV-positiven Patienten war die Fas-
Expression bei HIV-monoinfizierten wie auch bei HIV/HCV-koinfizierten Patienten gegenuber
gesunden Probanden signifikant erhoht. Der Vergleich der beiden HIV-infizierten Patientengruppen
mit nicht-nachweisbarer HIV-RNA lasst zudem vermuten, dass eine effektive antiretrovirale Therapie
nur einen eingeschrankten Einfluss auf die HCV-induzierte Fas-Expression auf CD4" T-Zellen besitzt.
Die Oberflichendichte des Fas-Rezeptors war demnach bei behandelten HIV/HCV-koinfizierten
Patienten im Vergleich zur HIV-monoinfizierten Patientengruppe weiterhin signifikant erhéht. Dies
zeigt, dass die derzeitige antiretrovirale Therapie nur partiell in der Lage war, die HIV-assoziierte
Dysfunktion des Immunsystems riickgangig zu machen.

Dem gegeniiber stand jedoch eine Normalisierung des korrespondierenden Liganden bei HIV-
monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten, die mit einer effektiven cART behandelt
wurden. Die Reduktion der zelluldren Expression und der Serumspiegel des Fas-Liganden in beiden
HIV-infizierten Patientengruppen stellt mit grofer Wahrscheinlichkeit einen der Mechanismen dar,
die der Abnahme der CD4" T-Zell-Apoptose zugrunde liegen. Die Normalisierung des FasL hitte damit
einen wichtigen Anteil an der Wiederherstellung der Immunfunktion unter einer effektiven

antiretroviralen Therapie?****

. Weiterhin konnte dieser Effekt auch die dhnlichen Apoptoseraten von
T-Helferzellen bei HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten mit nicht-nachweisbarer
HIV-RNA erklaren: Trotz weiterhin erhdhter Sensitivitdt gegeniber FasL-induzierter Apoptose nimmt
durch die Normalisierung des FasL die Wahrscheinlichkeit eines extrinsischen Stimulus tGber den Fas-

Rezeptor ab (Abbildung 5.2).
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Abb. 5.2: Einfluss der cART auf die Fas-vermittelte Apoptose bei HIV- und HIV/HCV-Koinfektion.

Die Grafik stellt die beobachteten HAART-assoziierten Effekte auf die CD4" T-Zell-Apoptose modellhaft dar. Eine
effektive cART ist mit einer Normalisierung des l6slichen Fas-Liganden in HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-
koinfizierten Patienten assoziiert. Dagegen konnte keine signifikante Reduktion der Fas-Expression auf T-
Helferzellen beobachtet werden. Dennoch ist eine effektive antiretrovirale Therapie mit einer signifikanten
Reduktion der CD4" T-Zell-Apoptose assoziiert, die jedoch nicht das Niveau von gesunden Kontrollen erreicht.

Analog zum FasL war eine effektive HAART auch mit einer signifikanten Reduktion der TRAIL-
Serumspiegel assoziiert, sowohl bei HIV-monoinfizierten als auch bei HIV/HCV-koinfizierten
Patienten. Eine vollstdndige Normalisierung der TRAIL-Konzentrationen im Serum konnte jedoch

nicht erreicht werden und deckt sich damit mit den Beobachtungen von Herbeuval et al™"*%. |

n
unseren Untersuchungen war praktisch keine Expression der TRAIL-Rezeptoren auf CD4" T-Zellen
nachweisbar. Infolgedessen konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen behandelten und
unbehandelten, sowie HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten bzgl. der TRAIL-
Rezeptoren gefunden werden.

Zusammenfassend zeigt sich, dass sich auch bei Patienten mit einer effektiven antiretroviralen
Therapie die gemessenen Apoptoseraten bei HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten
Patienten durch die cART-assoziierten Verdanderungen der Rezeptor-vermittelten Apoptose erklaren

lassen. Auch hier scheint das Fas-System im Vergleich zur TRAIL-vermittelten Apoptose eine

hervorgehobene Rolle einzunehmen. Darliber hinaus sind jedoch auch Fas/FasL-unabhingige
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Mechanismen als Erklarung fiir die residuale Apoptoserate in den behandelten Patientengruppen

nicht auszuschlieRen?*?%,

5.3  Zusammenfassende Beurteilung des Einflusses der HCV-Koinfektion auf die HIV-

Progression

Der Einfluss der HCV-Koinfektion auf die Progression der HIV-Infektion sowie auf die
Immunrekonstitution wird immer noch kontrovers diskutiert. Diese Arbeit sollte daher den Zelltod
und die Neubildungsrate von T-Helferzellen als zwei wichtige Mechanismen der T-Zell-Homo6ostase,
bei Patienten mit einer HIV/HCV-Koinfektion ndher beleuchten.

Zusammenfassend weisen unsere Ergebnisse daraufhin, dass eine HCV-Koinfektion mit einem
beschleunigten Verlauf der HIV-Infektion bei unbehandelten Patienten assoziiert sein konnte.
Besonders die hohe Apoptoserate von T-Helferzellen kdnnte eine Erklarung fiir den verstarkten
Verlust von CD4" T-Zellen bei unbehandelten HIV/HCV-koinfizierten Patienten sein, der von Carlos
Martin et al. beobachtet worden war®. Uberdies liefern unsere Ergebnisse starke Hinweise auf eine
synergistische Interaktion von HIV und HCV auf die Fas/FasL-vermittelte Induktion von Apoptose in
CD4" T-Zellen und unterstreichen damit die bedeutende Rolle des Fas-Systems in der Pathogenese
der HIV- und HCV-Infektion und im Besonderen in der HIV/HCV-Koinfektion.

Ob eine verminderte Produktion des Thymus Anteil an dem schlechteren immunologischen
Verlauf der HIV-Infektion bei Patienten mit einer HCV-Koinfektion hat, ist nach unseren Ergebnissen
und der vorhandenen Literatur schwer zu beantworten, letztendlich jedoch eher zu verneinen.

Ein negativer Einfluss der HCV-Koinfektion auf die Immunrekonstitution im Rahmen einer

226,227,228

effektiven antiretroviralen Therapie wurde ebenfalls diskutiert . Neuere Studien an grofReren

Kohorten konnten jedoch keinen Unterschied mehr im Anstieg der T-Helferzell-Zahl zwischen HIV-

monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten finden?*°**

. Unsere Ergebnisse helfen die
widersprichlichen klinischen Daten bezlglich der HIV-Progression bei Patienten mit einer HCV-
Koinfektion zu erklaren. In unserer Vergleichsstudie konnte ein negativer Effekt der HCV-Koinfektion
nur bei unbehandelten Patienten festgestellt werden, wihrend sich die CD4" T-Zell-Apoptoseraten
von HIV-monoinfizierten und HIV/HCV-koinfizierten Patienten bereits kurz nach der Einleitung einer
cART anglichen.

Vor diesem Hintergrund ist eine friihe Initiation einer antiretroviralen Therapie bei HIV/HCV-
koinfizierten Patienten nicht nur ein Weg zur Reduktion der Leber-assoziierten Mortalitat®**, sondern

auch eine effektive MalRnahme, um einem exzessiven Verlust von T-Helferzellen in Patienten mit

HIV/HCV-Koinfektion vorzubeugen.
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Standardfehler des Mittelwertes (engl. standard error of mean)
Seitwartsstreulicht (engl. sideward scatter)

simianes Immundefizienz-Viren

engl. signal joint

Tabelle

engl. transactivator of transcription

Tumornekrosefaktor

engl. TNF-related apoptosis inducing ligand

T cell receptor excision circles

engl. TdT-mediated dUTP-FITC nick end labelling

Unit(s), Einheit von Enzymaktivitat

Verhaltnis Volumen zu Volumen (engl. volume to volume)
lat. versus

Verhaltnis Masse zu Volumen (engl. weight to volume)
zum Beispiel

Grad Celsius
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