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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologie
Laut UNAIDS gab es 2016 36,7 Mio. HIV-Infizierte weltweit. Davon waren
17,8 Mio Frauen, 16,7 Mio Manner und 2,1 Mio Kinder (< 15 Jahren). Die Zahl

der Neuinfektionen betrug im gleichen Jahr 1,8 Mio. Menschen. Medizinische

Hilfe in Form von antiretroviraler Therapie (ART) bekamen 53% der Betroffenen
im Jahr 2016 (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a).

Mit einem Blick auf die “Sustainable Development Goals“ der Vereinten Nationen
(UN) erkennt man die Wichtigkeit und Aktualitat der Erkrankung. Beim dritten Ziel
,Gesundheit” stellte HIV/AIDS im Rahmen der infektiosen Erkrankungen trotz des
Ruckgangs der Neuinfektionen von 45% zwischen 2000 und 2015 weiterhin ein
bedeutendes, medizinisches Problem dar. Dies gilt vor allem fur Subsahara-
Afrika, da sich dort im Jahr 2015 1,5 Neuinfektionen pro 1000 Menschen im
Vergleich zu 0,3 weltweit feststellen lieRen (United Nations - Economic and
Social Council, 2017). Anhand der Zahlen zur weltweiten Verteilung wird das
ungleiche Vorkommen sehr eindrucklich sichtbar. Mit einer Anzahl von
25,73 Mio. infizierten Menschen lebten 2016 70,1% aller Erkrankten weltweit in
Afrika. Innerhalb Afrikas sind dstliche und sudliche Lander (19,4 Mio. Erkrankte)
deutlich mehr betroffen als West- und Zentralafrika (6,1 Mio. Erkrankte) und
Nordafrika und der Mittlere Osten (230 000 Erkrankte) (Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a). Beim Blick auf die medizinische
Versorgung werden die Unterschiede noch deutlicher. Wahrend in West-,
Zentraleuropa und Nordamerika 2016 von 2,1 Mio. Erkrankten 1,7 Mio. ART
erhielten (81%), waren es in den afrikanischen Landern und im Mittleren Osten
im Durchschnitt nur 53,8% (13 854 400 von 25 730 000) (Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a). Erstaunlich ist somit auch nicht,
dass laut der WHO HIV/AIDS nach wie vor in Landern mit niedrigem Einkommen
die 5. haufigste Todesursache ist (World Health Organization (WHO), 2015).

Seit dem Hohepunkt der durch AIDS-verursachten Todesfalle im Jahr 2005
(1.9 Mio.) ist es zu einem Ruckgang um 48% gekommen. Dennoch waren es im

Jahr 2016 noch 1 Mio. Menschen, die an AlIDS-assoziierten Erkrankungen
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weltweit verstorben sind (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS), 2017a).

Gemal den Schatzungen des Robert Koch Instituts (RKI) lebten Ende 2016 circa
88 400 HIV-Infizierte in Deutschland. Davon erhielten 86% eine ART. In diesem
Jahr wurden 3100 Neuinfektionen geschatzt (an der Heiden et al., 2016).

Eine Tatsache, die nicht unterschatzt werden darf, sind die unterschiedlichen
Verteilungen der Art der Neuinfektionen im weltweiten Vergleich. Die Gruppe
derer, die Uber intravendsen Drogenkonsum im Jahr 2014 neuinfiziert wurden,
stellte mit 51% in Osteuropa und Zentralasien den groRten Teil der
Neuinfektionen dar, wahrend es in West-, Zentraleuropa und Nordamerika 15%
waren. Innerhalb Afrikas ist diese Art der Neuinfektion auch sehr stark von der
Region abhangig. Wahrend sich im Mittleren Osten und Nordafrika 28% der
Neuinfizierten durch injizierte Drogen an HIV ansteckten, waren es im Ostlichen
und sudlichen Afrika nur 2% (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS
(UNAIDS), 2016).

Neben den epidemiologischen Daten zeigen auch die immensen Kosten, die mit
der HIV-/AIDS-Bekampfung zusammenhangen, die Relevanz fur die
Gesellschaft. In Landern mit geringem und mittlerem Einkommen standen 2016
19,1 Milliarden US$ fiir die Bekampfung von HIV zur Verfigung. Fiir 2020 schatzt
UNAIDS, dass 26,2 Millarden US$ bendtigt werden (Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a).

1.2 Uberblick HIV-Infektion

Das HI-Virus befallt die Zellen des Immunsystems und schwacht dadurch die

menschliche Abwehr gegen Infektionen und bestimmte Tumorarten (World
Health Organization (WHO), 2017). Ubersetzt bedeutet HIV ,human
immundeficiency virus“ und es gehdrt zur Gruppe der Retroviren (Deutsche
AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG)). Im Zuge der Infektion werden vor allem CD4*-
T-Lymphozyten und Makrophagen angegriffen und zerstort. Die Replikation des
Virus innerhalb dieser Zellen hindert sie an der Ausfuhrung ihrer physiologischen
Funktion. CD4*-T-Lymphozyten haben eine elementare Rolle fiir die spezifische

(zellulare) Immunabwehr, wohingegen Makrophagen durch Phagozytose
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Bakterien, Viren und andere Fremdkorper aufnehmen und abbauen (Campell et
al., 2009, Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG)).

Die folgenden Ausfihrungen und Ergebnisse der Arbeit wurden mit Blutproben,
die mit HIV-1 infiziert waren, erarbeitet. Daneben gibt es die HIV-2-Infektion, die
vor allem in Westafrika vorkommt und weltweit betrachtet eine marginale

Position einnimmt.

1.3 Klinik/Klassifikation
1.3.1 Klinischer Verlauf

Der Erkrankungsverlauf der HIV-Infektion nimmt meist einen typischen Verlauf.

Nach der Primarinfektion kdbnnen Symptome wie Fieber, Myalgie, allgemeines
Unwohlsein und ein makulopapuldser Ausschlag auftreten. Die sogenannte
akute HIV-Erkrankung wird trotz medizinischer Betreuung haufig nicht als solche
diagnostiziert, da sie nach 2 — 6 Wochen selbststandig wieder abklingt und wie
zuvor erwahnt nur relativ unspezifische Krankheitserscheinungen mit sich bringt
(Longmore et al., 2014). Innerhalb dieses Zeitraums liegt neben dem Stadium
AIDS die hochste Viruslast vor. Entsprechend ist auch die Infektiositat sehr hoch
und birgt bei undiagnostizierter HIV-Infektion die Gefahr der Ubertragung auf das
Umfeld (Robb et al., 2016, Schacker et al., 1996). Die diagnostische Konsequenz
daraus ist, dass man sich wahrend der akuten HIV-Erkrankung nicht auf die
klinische  Manifestation  verlassen sollte, sondern fruhzeitig die
Zweistufendiagnostik  mittels  Antikérper-Suchtest und  Antigen-  bzw.
Nukleinsaure-Bestatigungstest einbeziehen sollte (Robb et al., 2016).

Uber die nachsten Jahre folgt eine asymptomatische Phase, in der die Zahl der
CD4*-T-Lymphozyten (kurz: CD4*-Zellzahl) allerdings stetig abnimmt. Bei 30%
der Betroffenen zeigt sich in dieser Zeit eine persistierende generelle

Lymphandenopathie (PGL) (Longmore et al., 2014).

Ab einer CD4*-Zellzahl unter 350/ul treten erneut klinische Symptome auf, die
mitunter abhangig von der verbleibenden CD4%*-Zellzahl ganz unterschiedlich

ausfallen konnen (Volberding and Deeks, 2010).
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Das Endstadium AIDS bedeutet ,acquired immunodeficiency syndrome® und ist
die chronische Folge der HIV-Infektion, die sich je nach Patient nach 2 — 15
Jahren entwickeln kann (World Health Organization (WHO), 2007, Deutsche
AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG)). Dieses Stadium liegt entsprechend der Tab. 2
vor, wenn ein Patient mit nachgewiesener HIV-Infektion entweder eine CD4"-
Zellzahl < 200/ul hat (Stadium 3) oder eine AIDS-definierende Erkrankung
vorliegt (Stadium C).

1.3.2 Klassifikationsmoglichkeiten

Zur Einteilung der HIV-Infektion werden aktuell die folgenden zwei

Klassifikationen angewendet.

Nach den U.S. Centers for Disease Control and Prevention (CDC) wird das
Erkrankungsstadium von Erwachsenen und Jugendlichen Uber 13 Jahren gemafn
einer laborchemischen Kategorie (CD4*-Zellzahl) und einer klinischen Kategorie
gemal der folgenden Auflistung (Tab. 1) festgestellt (US Centers for Disease
Control and Prevention (CDC), 1992).

Tab. 1: Einteilung der klinischen Kategorien nach den U.S. Centers for
Disease Control and Prevention (CDC) (MMWR 1993)

Kategorien Klinische Manifestationen

Kategorie A e asymptomatische HIV-Infektion
e persistierende generelle Lymphandenopathie
e akute HIV-Infektion (primar)

Kategorie B | > Krankheitssymptome oder Erkrankungen, die entweder einer
HIV-Infektion zugeordnet werden kénnen oder auf eine Stérung
der zellularen Immunitat hinweisen und nicht in die AIDS-
definierende Kategorie C fallen (Hartmann et al., 2017)
e Bazillare Angiomatose
e Oropharyngeale Candida-Infektion
e Vulvovaginale Candida-Infektionen, die entweder
chronisch (langer als ein Monat) oder nur schlecht
therapierbar sind
e Zervikale Dysplasien oder Carcinoma in situ
e Konstitutionelle Symptome wie Fieber Uber 38,5 Grad
Celsius oder langer als vier Wochen bestehende
Diarrhde
¢ Orale Haarleukoplakie
e Herpes Zoster bei Befall mehrerer Dermatome oder nach
Rezidiven in einem Dermatom
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Idiopathische Thrombozytopenische Purpura

Listeriose

Entzindungen des kleinen Beckens, besonders bei
Komplikationen eines Tuben- oder Ovarialabszesses
Periphere Neuropathie

Kategorie C | - AIDS-definierende Erkrankungen

Pneumocystis jirovecii-Pneumonie
Toxoplasma-Enzephalitis

Osophageale Candida-Infektion oder Befall von
Bronchien, Trachea oder Lunge

Chronische Herpes simplex-Ulcera oder Herpes-
Bronchitis,

-Pneumonie oder -Osophagitis

CMV-Retinitis

generalisierte CMV-Infektion (nicht von Leber oder Milz)
Rezidivierende Salmonellen-Septikamien
Rezidivierende Pneumonien innerhalb eines Jahres
Extrapulmonale Kryptokokken-Infektionen

Chronische intestinale Kryptosporidien-Infektion
Chronische intestinale Infektion mit Isospora belli
Disseminierte oder extrapulmonale Histoplasmose
Tuberkulose

Infektionen mit Mykobakterium avium complex oder M.
kansasii, disseminiert oder extrapulmonal
Kaposi-Sarkom

Maligne Lymphome (Burkitt’s, immunoblastisches oder
primar zerebrales Lymphom)

Invasives Zervix-Karzinom

HIV-Enzephalopathie

Progressiv multifokale Leukenzephalopathie
Wasting-Syndrom

Eine Zusammenfassung aller Erkrankungsstadien stellt Tab. 2 dar.

Tab. 2: HIV/AIDS-Klassifikation nach den U.S. Centers for Disease Control
and Prevention (CDC) (MMWR 1993)

Laborkategorie

Klinische Kategorie

CD4+-Zellzahl) A B c
> 500/pl A1 B1 C1
200 — 499/l A2 B2 c2
<200/l A3 B3 C3
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Die Klassifikation der WHO orientiert sich im Gegensatz zur amerikanischen
CDC-Klassifikation ausschliellich an klinischen Parametern und ist somit
unabhangig von laborchemischen Gegebenheiten, die je nach Land sehr
unterschiedlich vorhanden sind, anwendbar. Unterteilt wird in die primare HIV-
Infektion und weitere vier klinische Stadien (World Health Organization (WHO),
2007, AIDS Education and Training Center (AETC), 2014).

1.4 Immunpathogenese und Immunaktivierung

1.4.1 Allgemeines

Entsprechend des Namens fuhrt das Humane Immundefizienz-Virus (HIV) zur
Beeintrachtigung des Immunsystems. Wichtige Bestandteile dieses Systems, die
durch das HI-Virus entscheidend beeintrachtigt werden, sind die T- und
B-Lymphozyten (T-/B-Zellen). Hierbei ist vor allem interessant wie sich diese

beiden Zellgruppen und deren Subpopulationen gegenseitig beeinflussen.

Wahrend der frihen HIV-Infektion kommt es sowohl zum Absterben von
infizierten wie auch nicht infizierten CD4%-Zellen. Beim Vergleich der
CD47*-Zellzahl des peripheren Blutes und des Gastrointestinaltraktes (GIT) zeigt
sich in der Lamina propria des GIT eine Uber 50% starkere Depletion (Brenchley
et al., 2004, Mehandru et al., 2004, Marchetti et al., 2013). Des Weiteren zeigen
die gastrointestinalen CD4*-Zellen sowohl ein 3-90 fach hoheres Vorkommen
von HIV-DNA als auch eine durchschnittlich 10 fach groRere HIV-RNA-Anzahl im
Vergleich zu CD4*-Zellen im peripheren Blut (Mehandru et al., 2007).

Neben den genannten Faktoren, die zu einer Schwachung des Immunsystems
fUhren, tritt gleichzeitig eine Immunaktivierung auf. Deutlich wird das beim Blick
auf die prozentuale Zunahme der activated Memory-B-Zellen im GIT. Weiterhin
werden in der frihen Infektionsphase verstarkt zytotoxische Stoffe ausgeschuttet
(Mehandru et al., 2007).

Die Immunaktivierung tragt neben der Entstehung von AIDS-definierenden
Erkrankungen auch zur Zunahme von koronarer Herzerkrankung, Osteoporose,
hepatischen und renalen Erkrankungen und speziellen Formen des Non-
Hodgkin-Lymphoms bei (Stellbrink et al., 2010).
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Auch Monozyten und Makrophagen kommt eine entscheidende Rolle in der
Immunpathogenese der HIV-Infektion zu. Sie dienen dem HI-Virus als Reservoir
(v.a. Alveolarmakrophagen in der Lunge) und sind somit flr den therapeutischen

Zugriff wenig zuganglich (Merino et al., 2017).

1.4.2 Rolle und Veranderungen der B-Zellen

Neben den Veranderungen der T-Zellen wurde auch die Beeintrachtigung der
B-Zellen bereits frih beschrieben (Lane et al., 1983). Hierbei sind sowohl die Zu-
oder Abnahme bestimmter Subpopulationen als auch die damit
zusammenhangende Immunaktivierung zu nennen. Hauptmerkmale dieser
Aktivierung sind eine Hypergammaglobulinamie durch spontan sezernierende
Zellen  (kurzlebige Plasmablasten) und eine verminderte B-Zell-
Proliferationsantwort auf  T-Zell-unabhangige B-Zell-Mitogene. Die
Schlussfolgerung hieraus ist eine polyklonale Aktivierung der B-Zellen bei HIV-

infizierten Patienten (Lane et al., 1983).

Um genauer Uber die Immunaktivierung von B-Zellen sprechen zu kdnnen, ist
eine Unterteilung in Subpopulationen anhand von ,Cluster of differentation” (CD)-
Molekulen notwendig. In Tab. 3 sind bestimmte B-Zellpopulationen und deren

definierende Antikorper aufgefuhrt.

Tab. 3: B-Zellpopulationen und deren gebrauchliche Marker

Modifiziert nach (Amu et al., 2013)

Cellpopulation Antigens

CD19 CD10 CD27 CD21
Transitional B-Cell + + - high
Naive B-Cell + - - +
Resting Memory-B-Cell + - + +
Activated Memory-B-Cell + - + low
Tissue-like Memory-B-Cell + - - -

Beim Gesunden stellen die naiven B-Zellen zusammen mit den Memory-B-Zellen
die Mehrheit der B-Zellen aulierhalb des Knochenmarks dar (Moir and Fauci,
2009). Zu den bedeutsamsten Zellveranderungen im Rahmen der HIV-Infektion
zahlen die Abnahme der Memory-B-Zellen bzw. deren Untergruppe resting
Memory-B-Zellen (CD19" CD10" CD27* CD21%), der Anstieg der transitional
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B-Zellen (CD19* CD10* CD27- CD21"9") wie auch die Zunahme der activated
Memory-B-Zellen (CD19* CD10" CD27* CD21"%), der kurzlebigen Plasma-
blasten und der tissue like Memory-B-Zellen (CD19" CD10° CD27- CD21")
(Kaminski et al., 2012, Portugal et al., 2017, Amu et al., 2013, De Milito et al.,
2001).

Ein Mechanismus der Beeinflussung von HIV auf B-Zellen stellt die direkte

Bindung Uber den Komplement-Rezeptor CD21 dar (Kacani et al., 2000).

Ein weiterer Mechanismus wird gemal dem Ubersichtsartikel von Amu et al.
durch die Anhaufung von follikularen T-Helferzellen (TFH) im Keimzentrum
lympathischen Gewebes begriindet (Lindqvist et al., 2012). Hieraus resultiert
zwar ein Anstieg der B-Zellen bzw. der Plasmazellen und dadurch die bereits
erwahnte Hypergammaglobulinamie, jedoch sind sowohl die B-Zellen als auch

deren produzierte Antikdrper von niedriger Affinitat (Amu et al., 2013).

Um die genaue Differenzierung der bei HIV vorherrschenden Zellreihen und die
Entstehung der Hypergammaglobulinamie zu verstehen, sollte man auf die

folgenden drei Subpolulationen naher eingehen:
e Activated Memory-B-Zellen
o Kurzlebige Plasmablasten
e Tissue like Memory-B-Zellen

Sowohl Uber die Zwischenstufe der activated Memory-B-Zellen als auch direkt
entstehen bei HIV-Infizierten aus naiven B-Zellen sogenannte kurzlebige
Plasmablasten. Diese produzieren gemeinsam mit den activated
Memory-B-Zellen im Rahmen der HIV-Infektion den Grof3teil der Antikérper und
stellen somit die Ursache der Hypergammaglobulinamie dar. Beide Zellreihen
sind bei HIV-Erkrankten im peripheren Blut erhoht (Amu et al., 2013).

Eine weitere Subpopulation der B-Zellen, die von wissenschaftlichem Interesse
ist, sind die tissue like Memory-B-Zellen. lhre Erstberschreibung war 2008 (Moir
et al., 2008a). Die Besonderheit dieser Gruppe liegt darin begrindet, dass sie bei

mehreren chronischen Infektionskrankheiten wie der Tuberkulose, Malaria,
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Hepatitis oder eben HIV/AIDS auftritt. Sie zeichnen sich neben der
phanotypischen Unterscheidung (CD19* CD10" CD27- CD21°) von anderen
B-Zellen durch die Expression einer Reihe inhibitorischer Rezeptoren (z.B.
FcRL4) und einer Refraktaritat auf allgemein bekannte Stimulatoren (z.B.
B-Zell-Rezeptor) aus (Portugal et al., 2017). Die eventuelle Funktion, die sie im
Rahmen der jeweiligen chronischen Infektion spielen, sind weiterhin Bestand der

aktuellen Forschung.

1.4.3 Immunaktivierung am Beispiel weiterer Progressionsmarker

1.4.3.1 CD4*/CD8"*-Ratio

Als ein klinischer Biomarker zur Erfassung der chronischen Immunaktivierung hat
sich die CD4*/CD8*-Ratio herausgestellt (Serrano-Villar and Deeks, 2015). Diese

ist schwankungsunabhangiger als die reine CD4*-Zellzahl und beim

Gesunden > 1. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass trotz ART die
CD4*/CD8"-Ratio dauerhaft erniedrigt bleibt und somit eine Bedeutung fir die
erhdhte Mortalitat und Morbiditat, die nicht auf AIDS-definierende Erkrankungen
zurUckzufuhren ist, haben kdnne (Pollock et al., 2018, Seng et al., 2015, Mussini
etal., 2015). Nachdem sich diese Beobachtung trotz einer normalen oder nahezu
normalen CD4%-Zellzahl zeigt, deutet dies auf Beeintrachtigungen im CD8"-

Kompartment hin (Pollock et al., 2018).

1.4.3.2 CD38" HLA-DR*-Phanotyp bei CD8" T-Zellen

Wie im vorausgehenden Kapitel 1.4.3.1 bereits erwahnt, zeigt die HIV-Infektion

neben den Veranderungen der B- und CD4" T-Zellen auch Einfluss auf die
CD8* T-Zellen. Um deren Aktivierung anzuzeigen, verwendet man unter
anderem die Marker CD38" und HLADR®. Bei erkrankten Patienten mit Viramie
Uberwiegt der Phanotyp CD38" HLADR™ (Hua et al., 2014). Weiterhin zeigt die
Zahl der CD8" T-Zellen mit CD38-Expression eine negative Korrelation mit der
CD4" T-Zellzahl, die im Rahmen der HIV-Infektion abfallt (Xie et al., 2016).
Gleichzeitig fiihrt eine hohe Zahl an CD38" HLADR® CD8" T-Zellen bei
Therapiebeginn zu einem verringerten Wiederanstieg der CD4" T-Zellen unter
ART (Sandler et al., 2011).
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Eine kleine Gruppe, die als sogenannte HIV-Controller bezeichnet wird und durch
niedrige Virusreplikation gekennzeichnet ist, zeigt hingegen den Phanotyp
CD38 HLADR® (Hua et al., 2014).

1.4.3.3 suPAR

Der Biomarker “soluble urokinase plasminogen activator receptor” (suPAR) zeigt
systemische Entzindungsprozesse an und spielt eine Rolle bei der Fibrinolyse
und der Zellmigration (Langkilde et al., 2012). Er entsteht bei der Abspaltung des
membrangebundenen ,urokinase plasminogen activator receptor® (UPAR),
einem Protein, dass auf unterschiedlichen Immunzellen (u.a. aktivierten T-Zellen,
Monozyten und Makrophagen) vorkommt (Toldi et al., 2013). Die Expression von
uPAR ist im Rahmen der untherapierten HIV-Infektion deutlich gesteigert. Dies
fuhrt zu einer klinischen Relevanz, da erhdhte Werte mit héherem Risiko far
kardiovaskulare, chronische Lungen- und chronische Nieren- sowie
Lebererkrankungen und Tumoren und letztendlich mit einer erhdhten Mortalitat
assoziiert sind (Kirkegaard-Klitbo et al., 2017). Vor allem im Verlauf des ersten
Jahres unter ART sinkt suPAR wieder (Ostrowski et al., 2004).

1.4.3.4 sCD14

CD14 kommt entweder als losliches Protein (sCD14) oder gebunden an
Monozyten/Makrophagen vor und dient als Corezeptor fir mikrobielle Molekiile.
Insbesondere die durch sCD14 massiv gesteigerte Makrophagenantwort nach
Stimulation durch Lipopolysaccharide (LPS)' zeigt seine Bedeutung fiir die
Immunabwehr des Korpers (National Center for Biotechnology Information
(NCBI), 2014). Hierbei ist von besonderer Wichtigkeit, dass die gesteigerte
mikrobielle Translokation im GIT (vor allem durch LPS) malgeblich zu einer
generalisierten Immunaktivierung bei HIV-Infizierten beitragt (Brenchley et al.,
2006). Durch das gesteigerte Vorliegen von sCD14 im Blut kann die vorliegende
Immunaktivierung dargestellt werden (Sandler et al., 2011). Unterstitzt wird das
von Sandler et al. dadurch, dass zudem eine positive Korrelation von sCD14 und

[I-6-, CRP-, Serum Amyloid A- und D-Dimer-Konzentration nachgewiesen wurde.

' Molekdile auf der Zellmembran von gramnegativen Bakterien
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Ferner ist klinisch bedeutsam, dass bei erhdhten sCD14-Spiegeln auch die

Mortalitat bis auf das Sechsfache gesteigert ist (Sandler et al., 2011).

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass sCD14 als
Immunaktivierungsmarker, der sich speziell auf Monozyten/Makrophagen
bezieht, von Bedeutung ist, da dieser langfristiger erhoht bleibt als andere
Marker, die durch die ART bereits absinken (Wada et al., 2015).

144 Long-Term-Non-Progressors/Elite-Controllers

Dass die Immunaktivierung eine entscheidende Rolle im Krankheitsprogress
spielt, lasst sich auch am Beispiel der sogenannten ,Long-Term-Non-
Progressors” (LTNP) erkennen. Diese Gruppe von HIV-Infizierten hat auch nach
zehnjahriger Erkrankungsdauer keine klinischen Symptome bei einer relativ
normalen CD4*-Zellzahl von 500/pl (Gurdasani et al., 2014). Interessant ist
hierbei, dass die Progression von LTNPs trotz hoher Viruslast ausbleibt. Ein
mogliche Ursache hierfur stellt die niedrige Immunaktivierung dar, wobei
proliferiende und aktivierte CD4*- und CD8"-T-Zellen reduziert sind (Choudhary
et al., 2007). Wahrend sich LTNPs wie beschrieben durch Klinisch-
immunologische Kriterien auszeichnen, ist das Hauptkriterium bei sogennanten
,Elite Controllern” (ECs) die Kontrolle der Viruslast. Ein Jahr nach der Infektion
weisen sie HIV-RNA-Spiegel < 50 Kopien/ml auf (Gurdasani et al., 2014). Trotz
dieser niedrigen Viruslast haben ECs eine gesteigerte Anzahl aktivierter
CD4%-(3,8% vs. 2,2%, p <0,001) und CD8*-T-Zellen (15,5% vs. 5,1%, p < 0,001)
bei niedrigerer CD4*-Gesamtzellzahl (Median 727 vs. 943/mm?3, p = 0,059) als
Uninfizierte (Hunt et al., 2008).

1.5 Therapie
1.51 Therapeutische Grundsatze

Durch die ART sollen die klinischen Beschwerden verhindert bzw. reduziert, die
Lebenserwartung gesteigert, die HIV-Replikation unter die Nachweisgrenze
gedriickt, das Ubertragungsrisiko gesenkt und ein intaktes Immunsystem
wiederhergestellt werden (Volberding and Deeks, 2010, Cohen et al., 2011). Mit

der Umsetzung dieser Ziele kann man sowohl dem einzelnen Patienten helfen

11
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als auch die weitere Ausbreitung der HIV-Pandemie reduzieren (Behrens, 2012,
He et al., 2018).

Das finale Ziel stellt selbstverstandlich die Heilung dar. Um das zu erreichen
besteht trotz der effektiven Therapiemoglichkeiten ein zentrales Problem
weiterhin. Die Virusmenge kann zwar unter die Nachweisgrenze gedrickt
werden, schlussendlich persistiert das HI-Virus aber weiterhin im Korper. Eine
Ursache hierfur stellen vermutlich infizierte langlebige Memory-T-Zellen und
deren Proliferation dar (Deeks, 2011).

Infolgedessen muss die Therapie lebenslang eingenommen werden und darf

nicht unterbrochen werden (Kaufmann et al., 2011, Volberding and Deeks, 2010).

Nachdem eine im Plasma nachgewiesene Viruslast unabhangig von der
CD47*-Zellzahl ein erhohtes Risiko darstellt, ist ein wesentliches Therapieziel die

Senkung der Viruslast (Mellors et al., 1997).

1.5.2 Therapie in Deutschland

Gemal der deutsch-osterreichischen Leitlinie zur antiretroviralen Therapie der
HIV-Infektion besteht bei symptomatischen Patienten (CDC B und C) die
Indikation zur Behandlung (Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG), 2017). Im
Gegensatz dazu bemisst sich die Indikationsstellung zur Therapie bei
asymptomatischen Patienten an unterschiedlichen Entscheidungskriterien, allen

voran der CD4*-Zellzahl.

Wie in der Leitlinie empfohlen, ist bei einer CD4*-Zellzahl unter 500/ul auch bei
asymptomatischen Patienten eine ART eindeutig indiziert (Lundgren et al., 2015).
Die vorherigen Empfehlungen zur differenzierteren Abstufung des
Therapiebeginns bei CD4*-Zellzahlen zwischen 500/ul und 200/ul (Sterne et al.,
2009, Palella et al., 2003, Phillips et al., 2007, Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V.
(DAIG), 2014) wurden in Fassung von 2017 in eine ,soll-Empfehlung®

abgeandert.

Bei einer CD4%-Zellzahl Gber 500/pl ist die ART zwar auch indiziert, ein Abwarten

ist jedoch auch vertretbar.

12
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Hinsichtlich des Therapiebeginns ist auch zu bedenken, dass eine Verzégerung
der Therapie und somit ein weiteres Absinken der CD4"-Zellzahl eine spatere

Normalisierung dieser unwahrscheinlicher macht (Moore and Keruly, 2007).

Wie in der Arbeit von EI-Sadr et al. diskutiert, kann es durch die Einnahme der
ART unter anderem zu hepatischen und kardiovaskularen Komplikationen wie
auch zu Kopfschmerzen oder Diarrhoe kommen (Reisler et al., 2003, Friis-Moller
et al., 2003, Phillips et al., 2007), die Notwendigkeit der kontinuierlichen und
lebenslangen Substitution schrankt die Lebensqualitat ein, die Medikation ist
teuer (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017b) und es
besteht zusatzlich die Gefahr der Resistenzbildung (Clavel and Hance, 2004, El-
Sadr et al., 2006). Weiterhin stellt die Gefahr der Entwicklung von Pradiabetes
und Diabetes ein grofles Risiko der ART dar (Nansseu et al., 2018). Die
Mdglichkeit die Therapie mit Unterbrechungen durchzuflihren, um etwaige
therapieassoziierte Erkrankungen zu verhindern, stellte sich als nicht effektiv dar
und sollte zusatzlich aufgrund der Steigerung der Morbiditat und Mortalitat
verworfen werden (EI-Sadr et al., 2006).

Zur Therapie werden nukleosidische/nukleotidische Reverse-Transkriptase-
Inhibitoren (NRTI bzw. NtRTI oder Nukleosid- bzw. Nukleotidanaloga), nicht-
nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI), Ritonavir- oder
Cobicistat geboosterte Protease-Inhibitoren (,Pl/r“ bzw. ,Pl/c*) und Integrase-
Inhibitoren (INI) verwendet. Das empfohlene Schema ist eine Kombination aus
zwei NRTI mit einem NNRTI, einem INI oder einem geboosterten Pl (Walmsley
et al., 2013, Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG), 2017).

13
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Tab. 4: Ubersicht der empfohlenen Therapiekombinationen nach den
Deutsch-Osterreichischen Leitlinien zur antiretroviralen Therapie
der HIV-Infektionen (Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG), 2017)

INI =Integrase-Inhibitor, NNRTI = nicht-nukleosidische Reverse-
Transkriptase-Inhibitor, Pl = Protease-Inhibitor, TAF = Tenofovir-
Alafenamid, FTC = Emitricitabin, /c = Cobicistat, /r = Ritonavir

Kombinationspartner 1 Kombinationspartner 2
Tenofovi Dolutegravir
enofovir- :
Ral
Alafenamid / INI altegravir
. Emtricitabin Elvitegravir/c
Nukleosid-/ (+TAF/FTC)
Nukleotid- Rilpivirin
kombinationen . NNRTI (+-|-Ap|:/|:-|-C)
Abacavir / .
S Darunavir/r oder
Lamivudin ,
+ Pl Darunavir/c
(+TAF/FTC)
Tenofovir-
Disoproxilfumarat / Atazanavir/r
Emtricitabin
Alternative ; Alternative
Tenofovir-
Disoproxilfumarat + Atazanavir/c
Lamivudin

Der Therapieerfolg wird durch eine Plasmaviramie < 50 HIV-RNA-Kopien/ml

spatestens nach 6 Monaten beschrieben.

1.5.3 Therapie weltweit und in Entwicklungslandern

Die soeben aufgefuhrte Therapie in Deutschland entspricht im Wesentlichen der
in anderen entwickelten Landern. Unterschiede bei der therapeutischen Situation
sind hingegen in Entwicklungslandern festzuhalten. Aufgrund der finanziellen
Situation standen bisher z.B. neuere antiretrovirale Medikamente wie
Integraseinhibitoren in Landern mit niedrigem und mittlerem Einkommen kaum
zur Verfigung (Richardson et al., 2014). Des Weiteren stellt die in Deutschland
empfohlene Resistenztestung vor Therapiebeginn in Afrika nicht den Standard
dar (Deutsche AIDS-Gesellschaft e.V. (DAIG), 2017). Diese pratherapeutische
Untersuchung erfahrt aufgrund der steigenden Resistenzen gegen Medikamente

zusatzlich an Bedeutung. C. Kasang hat 2011 eine Pravalenz von Uber 19% bei
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Patienten Uber 25 Jahren in Mwanza/Tansania nachgewiesen (Kasang et al.,
2011).

Die empfohlene First-Line-Tripletherapie flr Lander mit niedrigem Einkommen
besteht aus Tenofovir kombiniert mit Emtricitabin oder Lamivudin und Efavirenz
(Richardson et al., 2014).

154 Kortikosteroide in der HIV-Therapie

In einer Studie von Ulmer et al. wurde gezeigt, dass HIV-Infizierte durch die

alleinige Gabe von 5 mg Prednisolon Uber sechs Monate eine Stabilisierung der
CD4*-Zellzahl vorweisen und somit die Zeit bis zur Einnahme von ART inklusive
deren unerwunschten Nebenwirkungen verlangert werden konnte (Ulmer et al.,
2005b). In der Studie war die CD4*-Zellzahl nach drei Jahren bei der
Prednisolongruppe um 50,1/ul gestiegen, wohingegen sich diese in der

Placebogruppe um 186,2/ul verminderte (p = 0,0021).

Auch im Rahmen der ProCort-Studie (siehe Kap. 1.6) hat sich gezeigt, dass
Prednisolon einen stabilisierenden Effekt auf die CD4*-Zellzahl bewirkt und die
CD4*/CD8"-Ratio steigert (Kasang et al., 2016). Die CD4"-Zellzahl stieg hier
wahrend zweijahriger Behandlungsdauer in der Prednisolongruppe um 77,42/uL,

wahrend sie in der Placebogruppe um 37,49/ul absank (p < 0,0001).

Weiterhin werden Kortikoide auch beim Immumrekonstitutionssyndrom (IRIS =
,Jmmune Reconstitution Imflammatory Syndrome®), das bei Patienten mit HIV-
Infektion als gesteigertes Entziingungsgeschehen meist durch opportunistische
Infektionen nach Beginn einer ART auftritt (French, 2009), verwendet. Vor allem
bei der Behandlung des mykobakteriellen IRIS wird die Gabe von Prednisolon
empfohlen (Meintjes et al., 2012, Lesho, 2006).

1.6 ProCort-Studie

Im Rahmen der ProCort-Studie wurde in unserer Arbeitsgruppe der Einfluss von

gering-dosiertem Prednisolon (5 mg/Tag) auf die Progression der Erkrankung
untersucht (ProCort-Studie, clinicaltrials.gov NCT01299948) (Kasang et al.,
2016). Es handelt sich um eine 24-monatige, Placebo-kontrollierte, randomisierte

Doppelblindstudie, die am Bugando Medical Center in Mwanza, Tansania, von
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2007 bis 2011 durchgefuhrt wurde. Der primare Endpunkt war die Zeit bis zum
Erreichen AIDS-definierender Erkrankungen oder eine CD4%-Zellzahl unter
200 Zellen/ul. Obwohl die Veranderungen der Progression zum primaren
Studienendpunkt nicht signifikant waren, konnte allerdings gezeigt werden, dass
gering-dosiertes Prednisolon bei weiblichen Studienteilnehmern zu einer

signifikant verlangsamten Progression gefluhrt hat.

Nachdem asymptomatischen HIV-Patienten in Tansania 2007 erst ab einer
CD4*-Zellzahl unter 200 Zellen/ul ART empfohlen wurde, stellte die Gabe von
Prednisolon eine therapeutische Option dar. Zudem war die lokale Verfugbarkeit

von ART sehr begrenzt.

1.7 Immunological Nonresponders

1.71 Inadaquater CD4"-Zellzahl-Anstieq trotz ausreichender

Suppression der Viruslast

Obwohl seit der EinflUhrung der ART die Morbiditat und die Mortalitadt gesunken
sind (Mocroft et al., 2003), gibt es HIV-Infizierte, die durch die ART zwar eine

Senkung der Viruslast erfahren, aber keinen adaquaten CD4*-Zellzahl-Anstieg

und resultierend eine erhohte Mortalitat zeigen (Engsig et al., 2014). Laut Engsig
et al. sei die Mortalitat bei einer CD4*-Zellzahl < 200 Zellen/ul nach 3 Jahren ART
deutlich erhéht. Des Weiteren stellen hoheres Alter, geringere CD4*-Zellzahl zu
Therapiebeginn  (Moore and Keruly, 2007), HIV-Ubertragung durch
heterosexuellen Sex und intravendsen Drogengebrauch sowie unbekannte
Ubertragungsart, ART-Beginn nach 1998 und Therapieverzégerung
Risikofaktoren dafir dar (Engsig et al., 2014).

1.7.2 Mangelnde Suppression der Viruslast

Neben dem fehlenden CD4*-Zellzahlanstieg kommt es bei manchen Patienten
auch zu einer unzureichenden Unterdrickung der Viruslast. Dieses Phanomen
bezeichnet man als ,virologic failure“ und wird von den amerikanischen National
Institutes of Health (NIH) definiert als die Unfahigkeit die Suppression der
Virusreplikation auf ein HIV-RNA-Level < 200 Kopien/ul zu erreichen bzw.
langfristig zu halten (National Institutes of Health, 2017). Eine bedeutende Gefahr
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in dieser Situation stellt fur den Patienten die Entwicklung von
Medikamentenresistenzen durch Mutationen dar. Dies wiederum kann
therapeutische Konsequenzen notwendig manchen. Beachten sollte man hierbei
insbesondere, dass Mutationen vor allem bei Patienten mit Zweit-/Drittlinien-
Therapeutika bereits bei geringerer Viruslast auftreten (Aleman et al., 2002).
Interessanterweise besteht bei einem Teil der Patienten auch eine Assoziation
zwischen der ungenigenden Senkung der Viruslast und einer dennoch
ansteigenden CD4"-Zellzahl (Aleman et al., 2002, Deeks et al., 2000). (Dieses

Situation stellt genau die Umkehrsituation zu Kapitel 1.7.1 dar.)
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2 Zielsetzunq

Die Immunaktivierung im Rahmen der HIV-Infektion stellt einen wesentlichen
Faktor zur Krankheitsprogression dar. Nachdem diese durch die etablierte und
gut wirksame ART nur teilweise verhindert wird, stellt sich die Frage nach
immunmodulatorischen Therapieerganzungen um bei allen Patienten einen

optimalen Therapieerfolg zu erzielen.

Afrikanische HIV-Infizierte haben als meist betroffenes Kollektiv der gesamten
Welt bei gleichzeitig eingeschrankten soziookonomischen Verhaltnissen die
grofdte Herausforderung zu meistern. Eine Konsequenz dessen ist die begrenzte
Verflugbarkeit von antiretroviralen Therapeutika in vielen Regionen Afrikas. Aus
diesem Grund und mit Hinblick auf die Frage nach mdglichen additiven
Therapieoptionen mit glinstigem Einfluss auf das Immunsystem wurde deshalb

ein Therapieversuch mit Glukokortikoiden in Tansania durchgeflhrt.

Die antiinflammatorischen und immunmodulatorischen Wirkungen von
Prednisolon sind seit Jahrzehnten bekannt und wurden in der ProCort-Studie
genauer untersucht. Hierbei handelt es sich um eine zweijahrige, Placebo-
kontrollierte, randomisierte Doppelblindstudie, bei der die Patienten 5 mg
Prednisolon taglich einnahmen. Ergebnisse liegen aus diesem Gesamtkollektiv
(n=326) bereits flur die Krankheitsprogression, T-Zellveranderungen und

Immunaktivierungsmarkern vor.
Die Hauptfragestellungen dieser Arbeit sind wie folgt:

Wie verandern sich die B-Zell-Populationen HIV-Infizierter unter niedrig-dosierter

Prednisolontherapie?

Welche Rolle spielen diese Veranderungen bei der vorliegenden

Hyperimmunaktivierung?

Decken sich die Ergebnisse des untersuchten Teilkollektivs (n = 141) mit bereits
bekannten  Einflissen  der  HIV-Erkrankung selbst und/oder der

Prednisolontherapie auf spezifische Immunaktivierungsmarker?
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3 Material und Methoden

Die methodische Umsetzung unter Verwendung der folgenden Materialien

erfolgte sowohl in einem BSL-2- als auch einem BSL-3-Labor der Arbeitsgruppe

von Herrn Prof. Dr. C. Scheller im Institut fur Virologie und Immunbiologie der

Universitat Wurzburg.

3.1 Material
3.1.1 Gerateliste
Gerat Typenbezeichnung Hersteller

Groliraum-Autoklav

MMM Munchener
Medizin Mechanik

Durchflusszytometer FACS-Calibur Becton, Dickinson &
Company
Eismaschine AF-10 Scotsman
Kuhl- & Gefrierschranke Bosch
Lichtmikroskop Fluorovent Leitz
MIDI-Rack 10 Platze A. Hartensteiner
Neubauer-Zahlkammer Marienfeld
Pipette 2 —20 ul, 50 — 200 pl, Gilson
100 — 1000 pl
Sterilwerkbank BSB 4A Gelaire Flow
Laboratories
Vortex Hartenstein
Zentrifuge Rotanta 460 R Hettich
3.1.2  Verbrauchsmaterialien
Material Volumen Hersteller
Cellstar Tube 50 ml Greiner Bio-One
Cellstar Tube 15 ml Greiner Bio-One
CryoTube™ Vials 1,8 ml NUNC
Einmalhandschuhe Medline
Sensicare Ice
FACS-Rohrchen 5ml Becton, Dickinson &
Company
Griffstopfen 12 mm J A. Hartensteiner
Pipettenspitzen 0,1-10 ul Roth
Pipettenspitzen 200 pl Biozym
Pipettenspitzen 1000 ul Gilson

Reagenzglaser
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3.1.3  Antikorper und Kits

Eigens verwendete AntikOrper:

Antikorper

Mouse Anti-
Human CD21
Mouse Anti-
Human CD27
Mouse Anti-
Human CD19
(CD10 (HI10a))

Konjugierter
Farbstoff

FITC

PE

PerCP-Cy™M 5.5

APC

Hersteller

Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company

Bestellnummer

RUO 561372

RUO 555441

RUO 561295

IVD 332777

Antikorper, die zur Erstellung der Fremdbefunde verwendet wurden:

Antikorper

Mouse Anti-
Human CD8
Mouse Anti-
Human CD38
Mouse Anti-
Human CD3
HLA-DR

Kits, die zur Erstellung der Fremdbefunde verwendet wurden:

Konjugierter
Farbstoff

FITC

PE

PerCP-Cy™M 5.5

APC

Hersteller

Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company
Becton, Dickinson &
Company

Kit
sCD14 ELISA-Kit
suPAR ELISA-Kit

Firma
Diaclone
ViroGates
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314 Puffer und Reagenzien

Puffer und Reagenzien Zusammensetzung
FACS-Farbung-Puffer e 0,1% BSA

e 0,1% Natriumazid
e inPBS

Paraformaldehydlésung 4% ¢ 11 ml Formaldehydl6sung
(37%)
e 89mlPBS

Phosphate Buffered Saline (PBS) e 137 mM NaCl
e 2,7mMKCI
e 4.3 mM NazHPO4
e 1,4 mMKH2PO4
e 1,5mM CaCl
e 1,0 mM MgCl2

RPMI R10 ¢ 0,5 ml Penicillin/Streptomycin
e 3,5 ml Glutamin

e in 500 ml RPMI 1640
(Rosswell Park Memorial
Institute Medium) (Invitrogen)

3.15 Software

Software Hersteller

EndNote X8 Clarivate Analytics

FlowJo Version 8.8 Flowdo LLC

GraphPad Prism Version 6.0 GraphPad Software

Microsoft Excel Microsoft Corporation
Microsoft Word Microsoft Corporation

Cell Quest Pro 3 Becton, Dickinson & Company

3.2 Methoden

3.21 Theoretischer Hintergrund der Zelldifferenzierung und

Definition der Subpopulationen

Der Phanotyp einer Zelle kann mit Hilfe des ,cluster of differentation“ (CD)
bestimmt werden. Dabei handelt es sich um unterschiedliche Proteine an der
Oberflache von Zellen, die eine Unterteilung in Subpopulationen moglich
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machen. Die Differenzierung erfolgt Uber unterschiedliche Antikorper, die an die
Oberflachenproteine binden. Von diesen sind mittlerweile Uber 350 bekannt
(Actor, 2014).

Eine Ubersicht Uber die untersuchten Zellpopulationen und ihre spezifischen
Antikorper findet sich in Tab. 5.

Tab. 5: Untersuchte Zellpopulationen und definierende Antikérper
. Antikorper
Zelipopulation CD19 CD27 CD21
Memory-B-Cell +
Resting Memory-B-Cell + + +
Activated Memory-B-Cell + + -

Nach dieser theoretischen Einfuhrung wird in den folgenden Kapiteln der Ablauf

der Laborarbeit im Detail erklart.

3.2.2 Vorversuche

3.2.21 Verdunnungsreihen der Antikorper

Zur Optimierung der Methodik wurde eine Verdunnungsreihe der jeweiligen
Antikérper durchgefuhrt. Damit minimale Konzentrationsunterschiede durch den
Pipettiervorgang nicht so stark ins Gewicht fallen, wurde die zu pipettierende
Antikdrpermenge verdreifacht und mit R10 zu einer Gesamtmenge von 150 pl
aufgeflllt. Fir die Farbung wurden deshalb im Anschluss nur je 50 ul der
entsprechenden Verdinnung verwendet. Das Verhaltnis der Verdunnung blieb

somit unverandert.

Von dem Anfangsvolumen (Réhrchen Nr. 1) wurden nach kurzem Vortexen stets
75 pl in das nachste Rohrchen tberflhrt. Die Réhrchen Nr. 2 — 10 wurden zuvor
mit jeweils 75 pyl R10 aufgeflllt, um letztendlich in jedem Roéhrchen das

Gesamtvolumen von 150 pul zu erreichen.

Tab. 6 zeigt einen Uberblick tiber die Verdiinnungsverhéltnisse am Beispiel des
Antikorpers CD21-FITC.
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Tab. 6: Verdiinnungsreihe der Antikérper am Beispiel von CD21-FITC

Réhrchen(Nr.) 1] 2 | 3 | 4 5 1 6 | 7 ] 8 9 [10
Verdunnungs- | | | .1 | 15 | 14 | 1.8 | 1:16 | 1:32 | 1:64 | 1:128 | ©
verhaltnis
Antikorper-
konzentration |5 |25 |125| 0625|032 0,16 | 0,08 0,04 | 0,02 | 0
(p1)

Die optimierte Testmethode wurde flr die Farbungen der ProCort-Proben mit

folgenden Antikorperkonzentrationen verwendet:
e 1,25 ul CD19-PerCP-Cy™ 5.5
e 1,25l CD21-FITC
e 10yl CD27-PE
e 5l CD10 (HI10a)-APC

3.2.2.2 Optimierung/Uberpriifung der Inkubationszeit

Anhand von zusatzlichen PBMCs wurden in diesem Versuch Messungen zur
Optimierung der Inkubationszeit der Antikorperfarbungen durchgefuhrt. Dazu
wurden jeweils 100 yl PBMC und einer der spater verwendeten Antikorper in
sieben Rohrchen miteinander inkubiert. Ab der Zugabe des Antikorpers wurde

ein Timer gestellt, der dann die unterschiedlichen Inkubationszeiten (siehe Tab.

7) vorgab.
Tab. 7: Inkubationszeiten
Réhrchennummer 1 3 4 5 6 7

a1[N

Inkubationszeit (min) | (Kein Ak) 10 15 20 25 30

Die Inkubationszeit wurde durch die Zugabe von 2 ml Formalin (4%) beendet.

Anhand der ausgewerteten FACS-Graphiken konnte man ab einer
Inkubationszeit von 20 min eine klare Unterteilung der angefarbten
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Zellpopulationen auf die unterschiedlichen Quads erkennen. Somit wurde diese

Inkubationszeit fur alle weiteren Messungen als Standard festgelegt.

3.2.3 Vorbereitung der Antikorper im BSL2-Labor

Im BSL2-Labor wurden die Antikdrpermischungen der zwei Mastermixe

vorbereitet. Der Mastermix CD21/27/10 soll spater die Unterteilung der B-Zellen
in unterschiedliche Subpupolationen (siehe Kap. 3.2.1) sichtbar machen. Geman

Tab. 8 wurde dieser erstellt.

Tab. 8: Zusammensetzung des Mastermixes CD21/27/10 fiir 10 Réhrchen
Antikérper Menge Multiplikator Gesamtmenge
CD21 1,25 pl 12 15 ul
CD27 10 pl 12 120 pl
CD10 5yl 12 60 pl
Antikorper gesamt =195 ul
R10 105l | 105 ul
Mastermix gesamt = 300 pl

Der Mastermix CD19 diente sowohl als primare Vorauswahl der B-Zellen zum
Mastermix CD21/27/10 als auch als reine Kontrollfarbung ohne zusatzliche

Antikorper. Die Zusammensetzung ist in Tab. 9 aufgeflhrt.

Tab. 9: Zusammensetzung des Mastermixes CD19 fiir 20 Réhrchen
Antikérper Menge Multiplikator Gesamtmenge

CD19 1,25 pl 22 27,5

R10 5225u | 522,5 i

Mastermix gesamt = 550 pl

Ein Durchgang bestand aus jeweils 10 Teilnehmern der Procort-Studie, die
sowohl fir die Farbung mit dem Mastermix CD21/27/10 als auch fur die
Kontrollfarbung verwendet wurden. Anhand von Tab. 8 und Tab. 9 erkennt man,
dass die jeweilige Antikbrpermenge durch den Multiplikator zwei zusatzliche
Réhrchen ermdglichen wirde (in Tab. 8: 12 statt 10 bzw. in Tab. 9: 22 statt 20).
Dies dient als Ausgleich fur mogliche Pipettierfehler.
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3.2.4  Auftauen und Vitalitatsprufung der Proben

Bei jedem Farbungsdurchgang wurden 10 tiefgefrorene Proben langsam

aufgetaut.

Um die Vitalitat der Zellen zu prifen, wurden sie zuerst gut resuspendiert und
anschlieend 50 ul der Proben, 50 pl Tryptanblaulésung und 100 pl PBS in ein
Roéhrchen pipettiert. Sowohl zur Bestimmung der Zellzahl als auch der Vitalitat
wurde eine Neubauer Zahlkammer benutzt. Diese besteht aus einer Grundplatte
aus Glas mit zwei erhdhten Seitenstegen und einem speziell vertieften Mittelsteg.
Auf diesem befinden sich 4 Groliquadrate mit jeweils 16 Kleinquadraten.
Nachdem auf diese Grundplatte eine kleine Deckplatte gelegt wurde, pipettierte
ich die angefarbte Zellsuspension an den Rand der Glasplatte in der Nahe der
Zahlfelder. Durch die entstehenden Kapillarkrafte wurde die Suspension unter
die Deckplatte gezogen. AnschlieRend konnte die Zellzahl unter einem
Lichtmikroskop gezahlt werden. Nachdem Tryptanblau bei toten Zellen die
Zellwand durchdringen kann, werden diese blau angefarbt. Im Gegensatz hierzu
bleiben die lebendigen Zellen davon unberlihrt und erscheinen unter dem

Lichtmikroskop farblos.

3.2.5 Extrazellulare Farbung der PBMCs

Sobald die Proben aufgetaut waren, erfolgte zuerst eine Resuspensierung durch

mehrmaliges Einziehen und Ausstolen der PBMCs mit einer Pipette.

Anschlieend wurden je 50 ul PBMC (entspricht einer Zellzahl von 10° Zellen) in
20 FACS-R6hrchen tUberfuhrt. Dadurch erhielt man 10 Réhrchen fir die Farbung
mit beiden Antikorper-Mastermixen fur die genauere Zelldifferenzierung
innerhalb der B-Zellen (Réhrchen A1 — A10) und 10 Rohrchen fur die nur mit
CD19-gefabten Kontrollen (Rohrchen B1 — B10).

In die Réhrchen A1 — A10 wurde jeweils 25 yl des Mastermixes CD21,27,10 und
25 ul Mastermix CD19 pippetiert. Ensprechend erhielt jedes Réhrchen B1 — B10
jeweils 25 pl des Mastermixes CD19 und zum Angleichen des Volumens
25 pl R10.

25



Material und Methoden

Damit sich die Proteine der Zelloberflachen gut mit den Antikrpern verbinden
konnten, wurden die Réhrchen nach kurzer Vermischung mit einem Vortexer
20 min bei 4°C inkubiert.

Nach der Inkubation erfolgte die Zugabe von 2 ml Formalin (4%), kurze
Vermischung mittels eines Vortexers und anschlieBender Wartezeit von
20 Minuten, damit die Zellen mit den Antikoérpern fixiert werden. Dieser Schritt
soll Stérungen bei der Auswertung mittels Durchflusszytometrie verhindern und
zusatzlich die vollstandige Inaktivierung des HIV-Viruses der infizierten
Patienenproben erreichen. Dadurch wurde eine weitere Bearbeitung aulRerhalb

des BSL-3-Labors ermdglicht.

Vor der Auswertung mittels Durchflusszytometrie wurden die Proben zunachst
bei 1200 Umdrehungen 5 min zentrifugiert. Wahrenddessen sammelten sich die
Zellen am Boden des Réhrchens und erméglichten ein Abkippen und Verwerfen

der Ubrigen Flussigkeit.

3.2.6 Durchflusszytometrie

Wie in Kapitel 3.2.1 beschrieben kdnnen Zellen nach der Konjugation mit
spezifischen Antikdrpern auf unterschiedliche Zellpopulationen aufgeteilt
werden. Eine Moglichkeit dies sichtbar zu machen, stellt die Verwendung der
Durchlusszytometrie dar. Die Antikorper, die fur die Messungen verwendet
wurden, waren jeweils an einen Fluoreszenzfarbstoff gebunden. Dieser Farbstoff
emittiert nach Bestrahlung mit einem Laser Licht in einer bestimmten
Wellenlange. Das Durchflusszytometer (FACS-Calibur von Becton, Dickinson &
Company) saugt die zu untersuchende Zellsuspension Uber eine dinne Kapillare

in den Messungsbereich und detektiert und verarbeitet die Emissionen.

Die Gatingstrategie, die wahrend mehrere Vorversuche erstellt wurde, ist in Abb.
1 dargestellt. Uber einen FSC/SCC-Plot (Forward Scatter / Side Scatter) wurde
die Lymphozyten-Population aufgrund der charakteristischen Groéfde und
Granularitat von Monozyten und Granulozyten unterschieden (Lymphozyten-
Gate). Aus diesem Lymphozyten-Gate wurden die Zellen in einem CD19/FSC-
Plot analysiert. CD19-positive Ereignisse wurden als B-Zellen definiert (B-
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Lymphozyten-Gate). Aus diesem Gate wurden die Zellen in einem CD27/CD21-

Plot analysiert. Es wurden folgende Zellreihen definiert:
e Memory-B-Zellen (CD19* CD27%)
e resting Memory-B-Zellen (CD19* CD27* CD21")

e activated Memory-B-Zellen (CD19* CD27* CD21")

1000 7.79 209
. KRR TR
800 1034 - _'w :r,-\.::g:
; AN
- ~ Y iy
g 600 - s 8 X 34 'd\'l“':-
3 3107 S il
@ B g 5
3 400 b : 'S_- o
2 B i
<o 10" 4 ;
200 £:.3
0 T T T T 100—-'2.'7. A 5.88
0 1000 0 200 400 600 800 1000 10° 10 102 10° 104
FSC-H: FSC-Height FL1-H: FL1-CD21-FITC
Ungated lymphocytes B lymphocytes
CD 19,27 multitest Procort 239 stain CD 19,27 multitest Procort 239 stain CD 19,27 multitest Procort 239 stain
Event Count: 15091 Event Count: 9904 Event Count: 1681
Abb. 1: Gatingstrategie der Durchflusszytometrie

Fenster 1: alle gezéhlten Signale
Fenster 2: Lymphozyten-Gate

Fenster 3: B-Lymphozyten-Gate durch CD19-Markierung (oberer,
rechter Quadrant = resting Memory-B-Zellen; oberer, linker Quadrant =
activated Memory-B-Zellen)

Die Auswertung der Daten erfolgte mit Hilfe der FACS-Software Cell Quest Pro 3
(Becton, Dickinson & Company) und Flow Jo Version 8.8 (FlowJo LLC).

3.3 Statistik
Anschlief3end erfolgte die statistische Auswertung mit dem Programm Prism 6.
Die Werte wurden zuerst mit Hilfe des D’Agostino & Pearson-Test auf

Normalverteilung Uberpruft. Bei einem p < 0.05 gelten sie als nicht normalverteilt.

Die Placebogruppe und die Prednisolongruppe sind 2zwei unabhangige
Stichproben, da ich in dieser Arbeit nur Visite zwolf untersucht habe und jeder

Patient zwingend nur einer Stichprobe angehort.
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Die normalverteilten Werte wurden mit Hilfe eines t-Test nach Student
ausgewertet. Die nicht normalverteilten Werte wurden mit einen U-Test nach
Mann & Whitney statistisch interpretiert. Statistische Signifikanz lag bei einem
p-Wert < 0,05 vor.

3.4 Korrelation mit weiteren Befunden aus der Arbeitsqruppe

Neben den eigenen Messungen standen fremderhobene Daten aus der gleichen
Studie bzw. von den gleichen Patienten zur Verfigung. Diese wurden genutzt um
die eigenen Ergebnisse damit zu korrelieren. Vor allem mit Hinblick auf die
Bedeutung der B-Zellen fir die Immunaktivierung wurden diese erweiterten

Analysen durchgefuhrt. Die Arbeitsgruppe stellte dafur die Daten zur Verfigung.

Im Rahmen der Doktorarbeit von Christa Kasang wurde die
Medikamentencompliance und die CD4* Zellzahl bereits im Bugando Medical
Center in Tansania bestimmt. Ferner erfolgte die Bestimmung der Konzentration
von suPAR und sCD14 durch sie in Wirzburg (Kasang et al., 2016).

Die Ergebnisse aus der Doktorarbeit von Nadja Averbeck zur Feststellung der
CD38" HLADR* CD8" T-Zellen wurden entsprechend der in meiner Arbeit
beschriecbenen Methodik mittels Durchflusszytometrie (siehe Kap. 3.2.6)

bestimmt (voraussichtliches Abgabedatum 2019).
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4 Ergebnisse

4.1 Stichprobenbeschreibung

Die PBMCs entstammen ausschlielich der Visite 8 (12. Monat) aus der ProCort-
Studie (siehe Kap. 1.6). Hierbei handelt es sich um PBMCs von HIV-infizierten
Patienten, die entweder mit Prednisolon oder Placebo behandelt wurden. Die

Proben waren bei -140°C tiefgefroren gelagert.

In der Prednisolon-Gruppe konnten von den initialen 163 Studienteilnehmern 126
im Monat 12 visitiert werden. Davon waren 84 Proben flr die Labormessungen
vorhanden. Aufgrund von mangelnder Probenqualitdit wurden 10 Proben
aussortiert, was eine Gesamtzahl der auswertbaren Proben von 74 ergab.
Hierbei betrug die Anzahl der Frauen 59 (80%) und die Anzahl der Manner 15
(20%). Weiterhin war die Prednisolondosis bei den Frauen 81,9 pg/kg
Korpergewicht und 80,7 ug/kg Korpergewicht bei den Mannern. Die Manner
haben demnach 1,5% weniger Prednisolon entsprechend ihres Gewichts

bekommen.

Von den insgesamt 163 Studienteilnehmern der Placebo-Gruppe waren es in
dieser Gruppe 121 Teilnehmer bei Visite 8. Von diesen waren 79 PBMCs
vorhanden und wurden gefarbt. Nach dem Abzug von 12 Proben, die nicht
ausgewertet werden konnten, wurden letztendlich 67 PBMCs ausgewertet.

Davon waren 56 Proben weiblich (84%) und 11 Proben mannlich (16%).

Einen zusammenfassenden Uberblick geben Abb. 2 und Tab. 10.
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CONSORT Flow Diagram

Enrollment

Assessed for eligibility (n = 406)

Excluded (n = 80)

* Not meeting inclusion criteria (n = 76)
* Declined to participate (n = 2)

o Other: lost to follow up (n = 2)

Randomization 1:1 (n = 326)

:

r

[ Allocation }
Allocated to placebo (n = 163) Allocated to prednisolone (n = 183)
* Received intervention (n = 163) * Received intervention (n = 163)
* Did not receive intervention (n = 0) * Did not receive intervention (n = 0)
Follow-Up (24 months)

Lost to follow-up (n = 41; 25.15%), because of
* withdrawal from study (n =41)
Discontinued intervention (n = 43), because of
* progression to endpoint (n = 28)
(CD4 < 200 or CDC-C)
progression to WHO3/< 350 (n=1)
start of ART (endpoint violation) (n = 1)
pregnancy (n = 11)
adverse event (n = 2)

L 4

B cell flow
cytometry
(month 12)

Lost to follow-up (n = 36; 22.09%), because of
o withdrawal from study (n = 36)

Discontinued intervention (n = 34), because of
* progression to endpoint (n = 19)

(CD4 <200 or CDC-C)

progression to WHO3/< 350 (n = 3)

start of ART (endpoint violation) (n = 2)

pregnancy (n = 8)

adverse event (n = 2)

Total n = 163 study participants
Study participants at month 12: n = 121
PBMC samples available: 79
samples stained: 79
* samples discarded (low sample quality): 12

* samples analyzed: 67

Abb. 2:

Consort-Flow-Diagramm

h 4

otal n = 163 study participants
Study participants at month 12: n = 126
PBMC samples available: 84
samples stained: 84
* samples discarded (low sample quality): 10

* samples analyzed: 74

Uberblick der Patienten im Studienverlauf und deren Auswertung im

12. Monat
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Tab. 10: Geschlechterverteilung der ausgewerteten Studienteilnehmer
Prednisolon Placebo
Frauen 59 56 115
Manner 15 11 26
74 67

4.2 Veranderungen der B-Zell-Subpopulationen

In Abb. 3 sieht man, dass die HIV-infizierten Patienten, die mit Prednisolon
behandelt wurden, einen groReren Anteil an Memory-B-Zellen aufweisen als die
Placebo-Gruppe (Mean 41,13 [95% CI 38,01 — 44,25] vs. 32,81 [29,64 — 35,98],
p = 0,0003 (unpaired T-Test nach Student fur normalverteilte Werte)). Wahrend
dieses Ergebnis auch bei den Frauen signifikant ist (p =0,0007), war der

Unterschied bei den Mannern nicht signifikant (p = 0,2133).
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Abb. 3: Anteil der CD27* Memory-B-Zellen

A, B, C: Anteil der CD27" Memory-B-Zellen sowohl in der Placebo- (rot)
als auch der Prednisolon-Gruppe (blau) bei allen Geschlechtern (A),
Frauen (B) und Ménnern (C)
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Dieser Anstieg des Anteils der Memory-B-Zellen in der Prednisolon-Gruppe
(siehe Abb. 3) wird insbesondere durch den Anstieg der resting Memory-B-Zellen
hervorgerufen. In Abb. 4 wird der statistisch signifikante Anstieg bei beiden
Geschlechter (Median 20,10 [95% CI 19,57 — 23,86] vs. 13,80 [13,61 — 17,77],
p < 0,0001 (U-Test nach Mann & Whitney fur nicht-normalverteile Werte)) und
bei den Frauen (Median 20,60 [95% CI 19,83 — 24,85] vs. 14,50 [13,56 — 18,13]
p <0,0001 (U-Test nach Mann & Whitney flr nicht-normalverteile Werte))
deutlich. Die Manner verfehlen hier knapp einen signifikanten Anstieg
(p = 0,0554).
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Abb. 4: Anteil der CD27* CD21* resting Memory-B-Zellen

A, B, C: Anteil der CD27" CD21" resting Memory-B-Zellen sowohl in der
Placebo- (rot) als auch der Prednisolon-Gruppe (blau) bei allen
Geschlechtern (A), Frauen (B) und Ménnern (C)
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Beim Blick auf die activated Memory-B-Zellen (siehe Abb. 5) zeigte sich weder
ein grolRer Unterschied zwischen der Prednisolon- und der Placebogruppe bei
allen Geschlechtern (Median 17,70 [95% CI 17,31 — 21,53] vs. 15,60 [15,10 —
19,14] (U-Test nach Mann & Whitney fur nicht-normalverteile Werte)), noch war
dieser statistisch signifikant (p =0 ,0998). Dementsprechend waren auch die

geschlechtergetrennten Ergebnisse nicht aussagekraftig.
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Abb. 5: Anteil der CD27* CD21 activated Memory-B-Zellen

A, B, C: Anteil der CD27* CD21" activated Memory-B-Zellen sowohl in
der Placebo- (rot) als auch der Prednisolon-Gruppe (blau) bei allen
Geschlechtern (A), Frauen (B) und Ménnern (C)
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4.3 Korrelation mit Fremddaten aus der gleichen Studie

Um spezifische Aussagen bezliglich der Veranderungen der B-Zellen und deren
Einfluss auf die Immunaktivierung treffen zu kénnen, wurden meine Ergebnisse
mit bereits publizierten und zuvor erhobenen Daten aus der gleichen Studie
korreliert. Somit konnten die Veranderungen wahrend der Prednisolongabe

anhand mehrerer Parameter derselben Patienten analysiert werden.

4.3.1 Korrelation zur Medikamentencompliance

Nachdem die erwlinschte Wirkung eines Medikaments von der Compliance des
Patienten abhangt, wurden die laborchemischen Ergebnisse auch mit der
Medikamentencompliance der Teilnehmer korreliert. Die Compliance wurde
durch die Anzahl der Medikamente, die die Patienten zurlickgebracht und somit
nicht eingenommen hatten, berechnet. Wie in Abb. 6 ersichtlich zeigte sich eine
signifikante, positive Korrelation sowohl der Memory-B-Zellen (p = 0,0402,
lineare Regression) als auch der resting Memory-B-Zellen (p = 0,0210, lineare

Regression) mit der Medikamentencompliance.

Die Daten der Medikamentencompliance stammen aus der Doktorarbeit von C.
Kasang (2012) und wurden mit den eigens gemessenen Zellparametern

korreliert.

Die positive Korrelation zwischen der Memory-B-Zellzahl bzw. der Zahl der
resting Memory-B-Zellen und der Medikamentencompliance deutet auf eine

Dosis-Wirkungs-Beziehung hin.
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A, B, C: Korrelation zwischen dem Anteil der CD27* Memory-B-Zellen
(A), der CD27* CD21" resting Memory-B-Zellen (B), der CD27* CD21
activated Memory-B-Zellen (C) und der Medikamentencompliance
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Alle folgenden Abbildungen des Ergebnisteils wurden aussschlieBlich aus
Werten der Prednisolon-Gruppe erstellt, um den Einfluss des Medikaments auf

die jeweilige Zellreihe bzw. den Immunaktivierungsmarker zu beobachten.

4.3.2 Korrelation mit T-Zellen

Anhand der Korrelation der B-Zellreihen mit der T-Zellzahl ist erkennbar, dass

die Anzahl der resting Memory-B-Zellen bei steigender T-Zellzahl auch signifikant

anstieg (p = 0,0313, lineare Regression).

Die Memory-B-Zellen bzw. activated Memory-B-Zellen zeigten in Korrelation mit
der T-Zellzahl kein signifikantes Ergebnis (p = 0,1310 bzw. p = 0,9311).

Die Daten der CD4%-Zellzahl stammen aus der Doktorarbeit von C. Kasang
(2012) und wurden bereits im Bugando Medical Center in Mwanza, Tansania

bestimmt.
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In Abb. 8 ist eine signifikant positive Korrelation zwischen den Memory-B-Zellen
(p = 0,0228, lineare Regression) bzw. den resting Memory-B-Zellen (p = 0,0027,

lineare Regression) und der CD4*/CD8*-Ratio festzustellen.

Die Daten der CD4*/CD8"-Ratio stammen aus der Doktorarbeit von C. Kasang
(2012).
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Abb. 8: Korrelation zwischen dem Anteil der B-Zell-Subpopulationen und
der CD4*/CD8*-Ratio in der Prednisolon-Gruppe

A, B, C: Korrelation zwischen dem Anteil der CD27* Memory-B-Zellen
(A), der CD27° CD21" resting Memory-B-Zellen (B), der CD27° CD21
activated Memory-B-Zellen (C) und der CD4*/CD8*-Ratio

42



Ergebnisse

4.3.3 Immunaktivierung

Als nachstes wurde die Immunaktivierung anhand unterschiedlicher Parameter

bestimmt.

Nachdem CD38" HLADR* CD8" T-Zellen eine Immunaktivierung des
T-Zellkompartiments  anzeigen, wurden diese mit unterschiedlichen
B-Zellpopulationen korreliert, um die Immunaktivierung genauer zu untersuchen.
Hierbei wurden signifikant sinkende Memory-B-Zellzahlen (p = 0,0049, lineare
Regression) bzw resting Memory-B-Zellzahlen (p = 0,0137, lineare Regression)
bei steigender Zahl der CD38* HLADR™* CD8" T-Zellen festgestellt.

Die Daten der CD38* HLADR* CD8" T-Zellen stammen aus der Doktorarbeit von
Nadja Averbeck (voraussichtliches Abgabedatum 2019)
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Negative Korrelation zwischen dem Anteil der B-Zell-
Subpopulationen und der CD8*/CD38*/HLADR* activated CTL

A, B, C: Korrelation zwischen dem Anteil der CD27+ Memory-B-Zellen
(A), der CD27* CD21" resting Memory-B-Zellen (B), der CD27* CD21
activated Memory-B-Zellen (C) und dem Anteil der zytotoxischen

T-Lymphozyten

CTL = cytotoxic T lymphocytes (zytotoxische T-Lymphozyten)
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Zur weiteren Betrachtung der Immunaktivierung im B-Zell-Kompartment wurden
die suPAR-Konzentrationen aus den Daten der Doktorarbeit von C. Kasang
(2012) verwendet. Hierbei konnte entsprechend der
CD38" HLADR* CD8"* T-Zellen  gezeigt werden, dass sowohl die
Memory-B-Zellen (p =0,0215, lineare Regression) als auch die resting
Memory-B-Zellen (p =0,0560, lineare Regression) steigen, wenn die

Konzentration von suPAR sinkt.
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(A), der CD27* CD21" resting Memory-B-Zellen (B), der CD27* CD21
activated Memory-B-Zellen (C) und der Konzentration von suPAR
SUPAR = soluble urokinase-type plasminogen activator receptor
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Als letzter Parameter zur Untersuchung der Immunaktivierung wurde sCD14 und
dessen Verhaltnis zu unterschiedlichen B-Zellgruppen untersucht. Die Werte der
sCD14-Konzentrationen stammen aus der Doktorarbeit von C. Kasang (2012).
Auch hier konnte die Tendenz gezeigt werden, dass sowohl die Memory-B-Zellen
(p =0,0051, lineare Regression) als auch die resting Memory-B-Zellen
(p=0,0112, lineare Regression) in groRer Zahl vorliegen, wenn der

Immunaktivierungsmarker sCD14 in geringer Konzentration vorliegt.
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434 Krankheitsprogression

Abb. 12 soll die Zeit bis zur Krankheitsprogression hin zum Studienendpunkt
bezuglich der drei untersuchten B-Zellreihen zeigen. Bei Betrachtung der
p-Werte sieht man, dass die Unterschiede zwischen den beiden Graphen der

jeweiligen Abbildung meist nicht signifikant sind.

Der lilafarbene Verlauf (Q1) zeigt das Viertel mit den niedrigsten Messwerten der
jeweiligen Zellgruppe. Anhand des roten Verlaufs (Q2 - Q4) stellen sich die drei

Viertel mit den gréRReren Zellzahlen dar.

Grafik D erreicht als einzige Grafik statistische Signifikanz (p = 0,0337) und zeigt,
dass eine reduzierte Anzahl von resting Memory-B-Zellen (Q1) mit einer

schnelleren Progression korreliert.

Die Daten der Krankheitsprogression stammen aus der Doktorarbeit von C.
Kasang (2012).
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Abb. 12: Krankheitsprogression (Kaplan Meier)

Progressionszeit zum Studienendpunkt bei Memory-B-Zellen (A + B),
resting Memory-B-Zellen (C + D) und activated Memory-B-Zellen (E + F)
im Vergleich zwischen der Placebo- (A + C + E) und der Prednisolon-
Gruppe (B+ D + F)

Q1 = Viertel mit den niedriegsten Messwerten der jeweiligen
Zellpopulation (lila)

Q2-4 = restliche drei Viertel aller Messwerte der jeweiligen
Zellpopulation (rot)
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5 Diskussion

Bei der globalen Betrachtung der HIV-Infektion zeigt sich, dass Afrika die grofite
Last zu tragen hat. Deutlich wird das mit der Tatsache, dass im Jahr 2016 70,1%
aller Erkrankten weltweit in Afrika lebten (Joint United Nations Programme on
HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a). Die meist betroffene Region innerhalb Afrikas ist
Subsahara-Afrika, in der die Rate der Neuinfektionen mit 1,5 pro 1000 Menschen
deutlich Uber der weltweiten Rate von 0,3 liegt (United Nations - Economic and
Social Council, 2017). Des Weiteren zeigt die medizinische Versorgungssituation
die prekare Lage Afrikas. Wahrend dort im Jahr 2016 nur 53,8% der Infizierten
mit ART versorgt waren, erhielten in West-, Zentraleuropa und Nordamerika 81%
ART (Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a). Die
Bewaltigung dieser Aufgabe wird zusatzlich durch  dramatische
soziodkonomische Grundvoraussetzungen dieser Lander erschwert. Tansania
hat mit 0,022 Arzten pro 1000 Einwohner eine der schlechtesten Arzt-zu-
Patienten-Verhaltnisse der Welt (World Health Organization (WHO), 2014).
Deutschland liegt im Vergleich hierzu bei 4,191 Arzten pro 1000 Einwohner.
Weiterhin ist das HIV-Programm des Landes zu 97,5% von auslandischer
Finanzierung abhangig. Zudem wurde der Anteil der inlandischen Gelder fir den
Gesundheitssektor von der Regierung Tansanias von 13% in den Jahren
2006/2007 auf 6% in den Jahren 2013/2014 reduziert (PEPFAR (The US
President's Emergency Plan For AIDS Relief), 2015, AVERT, 2018).

Diese Beobachtungen filhrten zu Uberlegungen beziiglich  einer
Therapieoptimierung der etablierten ART durch eine Kombination mit weiteren
Medikamenten.

Ein wesentlicher Schwerpunkt aktueller HIV-Forschung liegt auf der
Immunaktivierung. Nachdem Prednisolon immunmodulatorische Wirkungen hat
und bereits im Rahmen zahlreicher Therapien etabliert ist, waren Uberlegungen
Prednisolon als Therapieoption im Rahmen von HIV/AIDS einzusetzen,
naheliegend. Mit Blick auf die soeben erwahnten 6konomischen Hirden fir die
therapeutische Versorung in Afrika ist auch der gunstige Preis von Prednisolon,
das seit Jahrzehnten verfugbar ist, anzufuhren.
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Bereits im Jahr 1995 stellten Andrieu et al. fest, dass bei HIV-Patienten 0,5 mg/kg
KG uber 6 Monate und anschlielend 0,3 mg/kg KG nach einem Jahr zu einem
CD47-Zellzahlanstieg von 119/l fiihrte (Andrieu et al., 1995). Dieser Effekt wurde
auch durch Ergebnisse von Wallis et al. unterstitzt, die nach der Gabe von
40 mg/Tag uber 8 Wochen gefolgt von 20 mg/Tag uber 4 Wochen bei
gleichzeitiger Gabe von ART einen CD4*-Zellanstieg >40% beschrieben haben
(Wallis et al., 2003). Eine weitere, wesentliche Grundlage der ProCort-Studie war
die Arbeit von Ulmer et al.. Die Autoren beschrieben im Rahmen einer
sechsmonatigen Prednisolontherapie einen Anstieg der CD4*-Zellzahl nach drei
Jahren um 50,1/ul (Ulmer et al., 2005a). Neben diesen Studien, die hauptsachlich
die Veranderungen auf zellularer Ebene dokumentierten, beschaftigten sich
Hapgood und Tomasicchio mit dem Glukokortikoidrezeptor und den molekularen
Mechanismen der HIV-Pathogenese (Hapgood and Tomasicchio, 2010). Bei der
aktuellen Arbeit lag der Schwerpunkt auf B-Zellen, Immunaktivierung und deren

Zusammenspiel.

5.1 B-Zellveranderungen und Immunaktivierung

Um die Veranderungen im B-Zellkompartiment, deren Einfluss auf die
Immunaktivierung und weitere Marker der Immunaktivierung zu untersuchen,
wurde in dieser Studie eine Gruppe mit Prednisolon behandelter HIV-Infizierter

(74 Patienten) mit einer Placebo-Gruppe (67 Patienten) verglichen.

Wie in Abb. 3 zu sehen ist, fuhrte die Gabe von 5 mg Prednisolon im Vergleich
zur Placebogruppe zu hdheren Memory-B-Zellen (Mean 41,13 vs. 32,81,
p =0,0003), was insbesondere durch die grélRere Anzahl der resting
Memory-B-Zellen (Median 20,10 vs. 13,80, p < 0,0001) (siehe Abb. 4) bedingt
war. Diese Ergebnisse legen einen positive Einfluss durch die Medikation hin zu
normalen Konzentrationen von Memory-B-Zellen bzw. resting Memory-B-Zellen
nahe. Diese Subpopulationen reprasentieren bei Gesunden die grofiten Anteile
der B-Zellen (Moir and Fauci, 2009) und fallen im Rahmen der HIV-Infektion ab.
De Milito et al. stellten 2001 einen Anteil der Memory-B-Zellen von 11,9% aller
B-Zellen bei Erkrankten im Vergleich zu 19% bei Patienten ohne AIDS fest
(p <0,001) (De Milito et al., 2001). Nachdem die Baseline-Proben (Proben vor
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Therapiebeginn) der ProCort-Studie nicht verfugbar waren, waren
Verlaufsuntersuchungen nicht moglich (siehe Kap. 5.6). Hinsichtlich weiterer
Studien ware allerdings speziell der Verlauf der Memory-B-Zellen unter weiteren
Therapieoptionen/-erganzungen wie das hier verwendete Prednisolon
interessant, da diese Subpopulation selbst unter ART sich nicht vollstandig
normalisiert (De Milito et al., 2001, Moir et al., 2008b). Dass die verminderte
Anzahl der Memory-B-Zellen klinische Auswirkungen hat, zeigten Titanji et al. am
Beispiel von viralen und bakteriellen Infektionen bei HIV-infizierten Patienten. Sie
wiesen erniedrigte Antikdrperkonzentrationen gegen Masern und Pneumococcus
pneumoniae und eine positive Korrelation derer mit den Memory-B-Zellen bei
chronisch HIV-Infizierten nach (Titanji et al., 2006, Amu et al., 2013).

Weiterhin zeigten sowohl die CD4*-Zellen als auch die CD4*/CD8*-Ratio eine
positive Korrelation mit den resting Memory-B-Zellen (p =0,0313 bzw.
p =0,0027), die CD4*/CD8'-Ratio zusatzlich mit den Memory-B-Zellen
(p = 0,0228). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen von Titanji
etal. (r=0,43, p <0,001) und deuten darauf hin, dass resting Memory-B-Zellen
maoglicherweise ein Marker der Krankheitsprogression sein kénnen (Titanji et al.,
2006).

Beim Blick auf die Korrelation zwischen der Konzentration von suPAR und den
B-Zellpopulationen zeigte sich, dass die suPAR-Konzentration ansteigt, wenn die
Memory-B-Zellen und die resting Memory-B-Zellen abfallen (siehe Abb. 10).
Diese Beobachtung deckt sich mit der Tatsache, dass im Rahmen der HIV-
Infektion die suPAR-Konzentration bei untherapierten Patienten im Vergleich zu
Patienten unter ART 17 fach erhoht ist (p <0,001) (Langkilde et al., 2012).
Gleichzeitig sind die Memory-B-Zellen und die resting Memory-B-Zellen gesenkt
(Amu et al., 2013). Umgekehrt wurde ebenso festgestellt, dass unter ART die
suPAR-Konzentration um 1%/Jahr (p = 0,006) abfallt (Langkilde et al., 2012) und
die Memory-B-Zellen bzw. die resting Memory-B-Zellen wieder ansteigen (Moir
et al.,, 2010, Tanko et al., 2017). Wie in Kapitel 1.5.2 beschrieben, fuhrt die
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langfristige Einnahme von ART zu einer Zunahme des relativen Risikos (RR) fur
Herzinfarkt innerhalb der ersten vier bis funf Jahre nach ART-Beginn um 26%
(p <0,001) (Friis-Moller et al., 2003, El-Sadr et al., 2006). Wenn man
bertcksichtigt, dass laut Rasmussen et al. das Risiko flr einen Herzinfarkt bei
einem Anstieg der suPAR-Konzentration von 1 ng/ml ein Jahr vor dem
Herzinfarkt um 29% (p < 0,05) erhoht ist, konnte der Biomarker eine Rolle fur die
Friherkennung und folgende praventive Interventionen einnehmen (Rasmussen
etal., 2016). Neben dem genannten kardiovaskularen Risiko erhéhen gesteigerte
suPAR-Konzentrationen auch die Hazardrate von chronischen Nieren- und
Lungenerkrankungen, Lebererkrankungen und Krebs und flhren bei einem
Anstieg der suPAR-Konzentration um 1 ng/ml zu einem Anstieg der Mortalitat um
23% (Kirkegaard-Klitbo et al., 2017).

Die festgestellte negative Korrelation zwischen der niedrigen resting
Memory-B-Zellzahl und der hohen sCD14-Konzentraion steht im Einklang mit der
Aussage von Sandler et al., dass gesteigerte Konzentrationen von sCD14 eine
hohe Immunaktivierung widerspiegeln (Sandler et al.,, 2011). Diese hat die

Abnahme der resting Memory-B-Zellen zur Folge (Amu et al., 2013).

Um die Veranderungen der B-Zellen unter dem Einfluss von Prednisolon genauer
einzuordnen zu kénnen, wurde die Literatur zu andere Anwendungsgebiete von

Glukokortikoiden recherchiert.

Im Rahmen des Erythema nodosum leprosum, das als eine Komplikation bei
lepromatdser oder Borderline-lepromatdser Lepra auftreten kann, untersuchten
Negera et al. B-Zell-Populationen unter Prednisolonbehandlung (Negera et al.,
2017). Im Bezug auf die vorliegenden Ergebnisse ist hierbei vor allem
interessant, dass sowohl die activated — als auch die resting Memory-B-Zellen
wahrend der Therapie (12. Monat: 3,8% bzw. 15,2%) angestiegen sind und nach
der Therapie (24. Monat: 1,3% bzw. 3,7%) jeweils unter die Werte vor
Therapiebeginn (2,6% bzw. 5,8%) abgesunken sind. Um den Erfolg der
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Prednisolongabe bei HIV-Infizierten zu untersuchen, sind somit Messungen vor
Therapiebeginn, wahrend der Therapie und nach abgeschlossener Therapie

notwendig.

Zu den Veranderungen von B-Zellen wahrend der Therapie der rheumatoiden
Arthritis, die eine klassische Indikationen zur Prednisolontherapie darstellt,
wurden ausschliel3lich Studien unter Rituximab und nicht unter Prednisolon
gefunden (Calero et al., 2010). Ferner zeigten weitere Studien zur Therape bei
der rheumatoiden Arthritis nur die klinischen Auswirkungen einer

Prednisolontherapie und nicht deren Einfluss auf B-Zellen (Safy et al., 2017).

Die ART ist bei HIV/AIDS-Patienten als die Therapie der ersten Wahl
unangefochtener Standard. Deren Wirkung hat die Therapie der HIV-Infektion
entscheidend verbessert (Volberding and Deeks, 2010, Cohen et al., 2011).
Aufgrund dessen bezieht sich der hier diskutierte Therapieversuch mit
Prednisolon auf eine kleine Population und es liegt hierfur keine umfangreichere
Literatur vor. Es ist auch nicht zu erwarten, dass bei den Fortschritten der
Therapie von HIV-infizierten Patienten, die weltweit beobachtet werden kénnen,
wesentliche neue Daten in absehbarer Zeit verfigbar sein werden. Dies limitiert

die Beurteilung dieses Therapieansatzes auch in Zukunft.

5.2 Probleme der Probensammlung und Qualitatskontrolle

Die Durchfuhrung und Auswertung der ProCort-Studie war maf3geblich von den
ortlichen Gegebenheiten des afrikanischen Landes und der rdumlichen Trennung
des eigentlichen Studienortes Mwanza, Tansania, vom auswertenden Labor in
Wirzburg, Deutschland, gepragt. Als eine Folge dessen war die nicht
durchgangig eingehaltene Kihlkette ein Problem. Hierdurch war nur ein Teil der
Proben messbar. Eine Ubersicht (ber die ausgewerteten Proben ist unter

Kap. 4.1 dargestellt.

Zur Methodenevaluation und Qualitatskontrolle wurden Vorversuche
durchgefuhrt. Hierbei wurden Verdlinnungsreihen der Antikdrper (siehe
Kap. 3.2.2.1) und eine Optimierung der Inkubationszeit (siehe Kap. 3.2.2.2)
durchgefuhrt. Die Durchflusszytometrie erfolgte nach Standardprotokoll des

Herstellers.
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5.3 Bewertung des Kollektivs

Eine weitere Folge der drtlichen Gegebenheiten ist die relativ hohe Drop-out-
Rate von 24% innerhalb von 2 Jahren. Ein Grund hierfur stellt der Wegzug bzw.
das Wegbleiben der Patienten von den Visiten, die bereits in die Studie
aufgenommen wurden, dar. Drop-out-Raten in dieser Hohe sind allerdings bei
Studie in Subsahara-Afika bekannt (Barnighausen et al., 2011). Letzendlich
standen 74 Prednisolon- und 67 Placebo-Proben zur Auswertung zur Verfligung.
Dies beeinflusste die statistische Auswertung der Studie und beeintrachtigte die
Aussagekraft hinsichtlich der Uberlebenszeit (nach Kaplan-Meier) (siehe
Kap. 4.3.4).

Die Ergebnisse der mannlichen Studienteilnehmer verfehlten die statistische
Signifikanz. Ein Grund hierfir ist vermutlich der geringen Probenanzahl von 15
Patienten in der Prednisolongruppe (20%) und 11 Patienten in der
Placebogruppe (16%) geschuldet. Nachdem im 6&stlichen und sudlichen Afrika
59% der HIV-Infizierten weiblich sind, spiegelt die ungleiche Verteilung zwischen
Mannern und Frauen allerdings das tatsachliche Vorkommen in Afrika wider
(Joint United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a, Kharsany and
Karim, 2016). Weiterhin war die Dosis von 5 mg Prednisolon fiur die mannlichen
Patienten vermutlich zu niedrig, und zwar aufgrund ihres Korpergewichtes, der
bekannten pharmakokinetischen Unterschiede zwischen Mannern und Frauen
(Magee et al., 2001) und der ebenfalls differierenden Folgen im Rahmen der HIV-
Infektion (Addo and Altfeld, 2014). In dem hier untersuchten Teilkollektiv der
ProCort-Studie war der Unterschied hinsichtlich der Prednisolondosis im Bezug
zum Korpergewicht bei Mannern 1,5% im Vergleich zu Frauen (80,7 ug/kg vs.
81,9 pg/kg) und somit verschwindend gering. Dagegen war der Unterschied in
der Gesamtstichprobe der ProCort-Studie mit 8,8% (80,6 ug/kg vs. 87,7 pg/kg)
deutlich héher (Kasang et al., 2016). Aufgrund dessen ist das Teilkollektiv mit
dem Gesamtkollektiv nicht vollstandig vergleichbar und hier nicht der

ausschlaggenbende Grund fur die Veranderungen.

Weitere Beispiele zu Unterschieden zwischen Mannern und Frauen mit Bezug

auf die ausgewerteten Daten stellen die suPAR-Konzentration und die Anzahl
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der CD38" HLADR* CD8" T-Zellen dar. Frauen weisen 7% hohere suPAR-
Konzentrationen (p = 0,02) und im Durchschnitt 5% mehr CD38* HLADR* CD8"
T-Zellen bei gleicher Viruslast im Vergleich zu Manner auf (Langkilde et al., 2012,
Addo and Altfeld, 2014). Diese Beobachtung deckt sich mit den Ergebnissen aus
dem Ubersichtsartikel von Addo und Altfeld, dass Frauen auch eine hohere
Immunaktivierung (héhere Interferon a-Produktion (Berghofer et al., 2006) und
konsekutiv starkere Aktivierung der CD8*-T-Zellen (Meier et al., 2009)) vorweisen
und dementsprechend auch eine 1,6 fach schnellere Progression als Manner
zeigen (Farzadegan et al., 1998, Addo and Altfeld, 2014).

5.4 Begleiterkrankungen und unerwiinschte Nebenwirkungen

Im Rahmen des  Gesamtkollektivs der  ProCort-Studie  wurden
Begleiterkrankungen und unerwiinschte Nebenwirkungen festgehalten. Bei HIV-
Infizierten fanden sich am haufigsten Infektionen des Respirationstrakts,
Bauchschmerzen, Malaria und Hauterkrankungen. Unter Prednisolontherapie
waren Hauterkrankungen besonders haufig, Malaria und Schmerzen dageben
seltener (Kasang et al., 2016). Nachdem sich die Beobachtungszeit flr jeden
Patienten der Studie Uber zwei Jahre erstreckte, gibt es keine Ergebnisse flr

noch langerfristigere Folgen der therapeutischen Intervention.

Von weiterem klinischem Interesse sind beispielsweise endokrine
Veranderungen im Rahmen einer Glukokortikoidtherapie. Dass sowohl die HIV-
Infektion als auch deren Therapie Einfluss auf endokrine Regulationen haben, ist
lange bekannt (Sellmeyer and Grunfeld, 1996). Metabolische Komplikationen wie
Glukoseintoleranz, Insulinresistenz, Hyperlipidamie oder Lipodystrophie,
Hypogonadismus, Nebenniereninsuffizienz und ein erhdhtes Risiko flr eine
verminderte Knochendichte sind als einige Beispiele zu nennen (Mirza et al.,
2018). Neben diesen Stérungen, die allgemein im Rahmen der HIV-Erkrankung
und deren Therapie auftreten koénnen, sind hinsichtlich  der
Prednisolonbehandlung im Rahmen der untersuchten Patienten die endogene
Cortisolausschuttung, der Vitamin D-Stoffwechsel sowie die Knochendichte von

grol3er Bedeutung.
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Nachdem eine exogene Prednisolongabe die engodene Cortisolausschuttung
beeinflusst, ware die Analyse bezuglich einer moglichen sekundaren
Nebennierenrindeninsuffizienz sinnvoll gewesen (Bestimmung von freiem
Cortisol im 24-Stunden-Urin). Nebennierensteroide sind sehr stabil und bleiben

auch bei langerer, ungekuhlter Lagerung messbar.

Das Review von Joseph et al. belegt anhand einer Metyanalyse von 673 Studien,
dass innerhalb von 73 bewertbaren Studien im Mittel bei 37,4% der Patienten
eine Nebennierenrindeninsuffizienz bei systemischer Glukokortikoidtherapie
vorliegt (Joseph et al., 2016). Die bei HIV-Infizierten haufig beobachteten
Symptome wie Fatigue, Energieverlust und Gewichtsabnahme bis hin zur
Anorexie konnten mdglichweise durch die klassischen Symptome der
Nebennierenrindeninsuffizienz Uberlagert und verstarkt worden sein (Arlt and
Allolio, 2003).

Wie im Ubersichtsartikel von Biro und Roux beschrieben, stellt die Glukokortikoid
induzierte Osteoporose die haufigste Ursache fur eine sekundare Osteoporose
vor dem 50. Lebensjahr dar (Kok and Sambrook, 2009, Kanis et al., 2004). Neben
der Reduktion der Knochendichte um 5 — 15% innerhalb des ersten Jahres geht
die Behandlung mit Glukokortikoiden mit einer nahezu zweifachen Erhéhung des
Frakturrisikos einher (RR = 1,91) (van Staa et al., 2002, Briot and Roux, 2015).
Zusatzlich zur Risikoerhohung durch die Prednisolontherapie stellt die
Osteoporose sowohl eine Komplikation der HIV-Infektion als auch der ART dar
(Compston, 2015, Brown and Qaqish, 2006). Des Weiteren beschreibt Compston
eine reduzierte Knochendichte in ihrem Review (Compston, 2015). Shiau et al.
haben, allerdings bei deutlicher Heterogenitat der bertcksichtigten Studien, in
ihrer Metaanalyse gezeigt, dass das Frakturrisiko im Rahmen der HIV-Infektion
um 58% steigt. Die Risiken, die man flr Frakturen bei HIV-Infizierten gefunden
hat, werden auf HIV-abhangige Risikofaktoren (geringe CD4%-Zellzahl, ART,
Koinfektion mit Hepatits C) und Risikofaktoren, die sich auch ohne AIDS negativ
auf Osteoporose auswirken (z.B. hohes Alter, geringer BMI, Rauchen,
Glukokortikoide), aufgeteilt (Shiau et al., 2013). Hinsichtlich der ProCort-Studie,
bei der es sich um tansanische Patienten handelt, ist allerdings zu erwahnen,

dass sich der GrofRteil der Studien bezuglich Osteoporose auf Nordamerika und
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Europa bezieht. Eine der wenigen Studien, die aus einem afrikanischen
Patientenkollektiv bestand, hat gezeigt, dass pramenopausale Frauen keine
reduzierte Knochendichte im Vergleich mit Uninfizierten aufweisen (Hamill et al.,
2013).

Dass die angesprochenen Untersuchungen nicht durchgefuhrt werden konnten,
ist den eingeschrankten Mdglichkeiten einer Labordiagnostik vor Ort und der
fehlenden Moglichkeit zur Knochendichtebestimmung (DXA-Verfahren) in der
tansanischen Klinik geschuldet. Hierbei wird die Schwierigkeit der Durchfuhrung
und Auswertung von klinischen Studien in Landern mit begrenzten Ressourcen
deutlich. Trotz dieser gegebenen Herausforderungen kénnte eine Einschatzung
des Frakturrisikos zum Beispiel mit Hilfe des Fracture Risk Assesment Tool
(FRAX®) der WHO getroffen werden (Leib et al., 2011). Diese Beurteilung stiitzt
sich auf klinische Kriterien (z.B. Raucherstatus, Alkoholkonsum u.a.m.) und ist

somit unabhangig von apparativer Diagnostik.

5.5 Immunmodulierende Therapieoptionen

Die hier bei Frauen belegte Wirksamkeit von Prednisolon als additive Therapie
zur ART fuhrt zu der Frage nach weiteren Therapiemoglichkeiten, die ebenfalls
Einfluss auf das Immunsystem nehmen. Im Folgenden werden einige Optionen,

die in der klinischen Forschung diskutiert werden, aufgeflhrt.

Eine Kombinationstherapie der etablierten ART mit Interleukin 2 zeigte in zwei
grof3en Phase llI-Studien (SILCAAT, ESPRIT) ausschliel3lich einen Anstieg der
CD4*-Zellen um 53/mm?3 bzw. 159/mm?® im Vergleich zur alleinigen ART, jedoch
keine Reduktion des Risikos flr opportunistische Infektionen oder Mortalitat.
Daruber hinaus flhrte die kombinierte Therapie mit Interleukin 2 zu einem
Anstieg der unerwinschten Ereignisse Grad 4 (gastrointestinale bzw.
psychiatrische Erkrankungen, tiefe Beinvenenthrombose) (Abrams et al., 2009,
Della Chiara et al., 2010).

Der Nachweis einer therapeutischen Wirkung des PD-1-blockierende Antikorper
(programmed cell death protein 1) auf T- als auch auf B-Zellen bei SIV-infizierten
Rhesusaffen, konnte mdoglichweise auch fur Patienten mit HIV-Infektion von
Bedeutung sein (Amu et al., 2013, Titan;ji et al., 2010).
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In der Vergangenheit wurde mit Hilfe von Ciclosporin A eine Stabilisierung der
CD4*-Zellzahl nachgewiesen (Andrieu et al., 1988, Levy et al., 1995). Dieser
Effekt zeigte sich insbesondere in der frihen Phase der HIV-Infektion und liel
somit auf eine positive Beeinflussung des langfristigen Verlaufs der Erkrankung
in Kombination mit ART hoffen (Rizzardi et al., 2002). Diese Ergebnisse wurden
in aktuellen Studien allerdings nicht bestatigt (Markowitz et al., 2010, Nicolas et
al., 2017). Interessant flr weitere Studien ist allerdings dennoch der Nachweis
von Nicolas et al.,, dass die Ciclosporingabe das Vorkommen der nicht-

integrierten Virus-DNA steigert.

Eine weitere wichtige Therapiestrategie konnte die gezielte Immunrekonstitution
des Darmes sein. Dabei wird der Ubertritt von mikrobiellen Proteinen und
anderen Substanzen ins Blut reduziert. Da ART bereits zu einer Reduktion der
LPS-Spiegel fuhrt und somit die Immunaktivierung verringert (Brenchley et al.,
2006), ist ein positiver Effekt der gezielten Therapie des Gastrointestinaltrakts zu
erwarten. Entsprechend des Ubersichtartikels von Marchetti et al. hat der Einsatz
von Antibiotika (dreimonatige Kombination aus Rifaximin und Sulfasalazin)
positive laborchemische Effekte (Reduktion von sCD14, aktivierten
CD38" HLADR* CD8* T-Zellen und D-Dimeren) bei Makaken gezeigt (Pandrea
et al., 2012). Weiterhin fuhrte die Gabe von Probiotika (Lactobacillus rhamnosus
Fiti) zu einem Anstieg der CD4"-Zellen im Blut tansanischer HIV-Patienten (Irvine
et al., 2010) und einer nahezu zweifachen Steigerung der CD4*-Zellen im Colon
von Makaken (Klatt et al., 2013). Ferner wurde sowohl auf die gestorte
Enterozytenbarriere und deren immunologische Bedeutung fir die Therapie
(Klatt et al., 2012) als auch auf die mogliche Neutralisierung mikrobieller Produkte
aus dem Darm im peripheren Blut (Hauser et al., 2010) hingewiesen (Marchetti
etal., 2013).

5.6 Limitationen

Im Folgenden werden einige Limitationen der Studie aufgezeigt.

Im Kapitel 5.3 wurde bereits darauf hingewiesen, dass die Vitalitat der Zellen der
Baseline-Proben (vor dem Start der Behandlung) durch eine unterbrochene
Kuhlkette geschadigt wurde. Aufgrund dessen war ein Vergleich der

60



Diskussion

untersuchten Visite 8 mit der Baseline nicht moglich. Die gezeigten Ergebnisse
spiegeln somit den aktuellen Stand der Patienten bezuglich der untersuchten
Parameter im 12. Monat und nicht die Veranderungen im Verlauf der Behandlung

wider.

Ferner ist eine Ubertragung der Ergebnisse von afrikanischen Patienten aus
Tansania auf westeuropaische HIV-Erkrankte nicht ohne Weiteres mdglich.
Wahrend Frauen dort 59% aller Infizierten darstellen, sind in West- und
Zentraleuropa und Nordamerika 49% der Betroffenen homosexuelle Manner
oder unabhangig davon gleichgeschlechtliche sexuelle Aktivitdten hatten (Joint
United Nations Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2017a, Joint United Nations
Programme on HIV/AIDS (UNAIDS), 2016). Um die Situation flr Deutschland
beurteilen zu kdnnen, musste das mannliche Kollektiv auf eine vergleichbare

Grofle des weiblichen Kollektivs erweitert werden.

Des Weiteren stellt die gleiche Prednisolondosierung fir alle Patienten
unabhangig von ihrem korperlichen Status (Korpergewicht, BMI,
Erndherungszustand), ihrer Komorbiditdten und ihres Geschlechtes eine
wesentliche Limitation dar. Eine Differenzierung z.B. durch gewichtsadaptierte

Therapie ware flr weitere Studien winschenswert.

Eine weitere Limitation stellt die Erfassung der Compliance dar. In der ProCort-
Studie wurde diese durch die zurlickgebrachten Medikamente berechnet.
Nachdem Compliance-Werte Uber 100% vorhanden waren, wird klar, dass diese

Ergebnisse nur mit eingeschrankter Verlasslichkeit zu beurteilen sind.

Zur genaueren Bewertung von Nutzen und Risiko einer Prednisolontherapie
mussten Uber die zwei Jahre der bisherigen therapeutischen Intervention hinaus
Langzeitverlaufe dokumentiert und ausgewertet werden. Die hier durchgefihrten
Untersuchungen sprechen mit den genannten Einschrankungen fur ein
Uberwiegen des Nutzens der Therapie bei Patientinnen, nicht jedoch bei

Patienten innerhalb der zwei Behandlungsjahre.
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5.7 Ausblick

Im Rahmen der ProCort-Studie wurde gezeigt, dass Frauen durch eine
Prednisolontherapie signifikant mehr Memory-B-Zellen und hierbei insbesondere
mehr resting Memory-B-Zellen im Vergleich zur Placebogruppe aufweisen. Diese
Ergebnisse konnte bei den Mannern nicht gezeigt werden. Deshalb sollte

aufgrund des kleinen mannlichen Kollektivs die Patientenzahl erweitert werden.

Daneben sind weiterhin genauere Untersuchungen bezuglich endokriner
Stérungen, insbesondere der Frage einer moglicherweise induzierten
Nebennierenrindeninsuffizienz mit additiver Morbiditat zu untersuchen. Ferner
musste darauf geachtet werden, ob die Therapie mit Prednisolon zu Stérungen
des Knochenstoffwechsels und einer vorzeitigen Osteopenie/Osteoporose
fuhren kann. Unbericksichtigt blieb bisher auch, ob ein Vitamin D-Mangel vorlag.
Zum jetzigen Zeitpunkt kann aufgrund der durch Leitlinien gesicherten ART
hdchstens von einer additiven Therapie mit immunmodulierenden Substanzen
ausgegangen werden. Der Einsatz weiterer Therapeutika muss stets einer
Risikoabwagung zwischen klinischem Nutzen und unerwunschten

Nebenwirkungen unterliegen.
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6 Zusammenfassung

Die HIV-Infektion wird von einer Hyperimmunaktivierung begleitet, die vermutlich
eine treibende Kraft in der Pathogenese der Entwicklung von AIDS darstellt. Die
Rolle der B-Zellen im Rahmen dieser Veranderungen und dem Einfluss einer
Prednisolontherapie wird durch die ProCort-Studie genauer beschrieben. Diese
stellt eine zweijahrige, Placebo-kontrollierte, randomisierte Doppelblindstudie
dar, bei der die Patienten 5 mg Prednisolon taglich einnahmen. Mittels
durchflusszytometrischen Messungen wurden bestimmte B-Zellpopulationen
differenziert und quantifiziert. Die resultierenden Ergebnisse wurden weiterhin mit

bekannten Immunaktivierungsmarkern korreliert.

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass Studienteilnehmer durch eine
Prednisolontherapie signifikant mehr Memory-B-Zellen im Vergleich zur
Placebogruppe aufweisen (Mean 41,13 [95% CI 38,01 — 44,25] vs. 32,81 [29,64
— 35,98], p = 0,0003). Dieser Unterschied begrindete sich insbesondere durch
die hdéhere Zahl an resting Memory-B-Zellen (Median 20,10 [95% CI 19,57 —
23,86]vs. 13,80 [13,61—-17,77], p < 0,0001). Wahrend diese Unterschiede auch
geschlechtergetrennt bei den Frauen signifikant waren (p =0,0007 bzw.
p < 0,0001), zeigte sich dies bei den Mannern nicht (p = 0,2133 bzw. p = 0,0554).
Ferner konnte die Bedeutung der B-Zellen als prognostischer Marker der
HIV-Infektion dadurch unterstutzt werden, dass signifikante Korrelationen zu
anderen, bereits etablierten Progressionsmarkern vorlagen. So zeigte der Anteil
der Memory-B-Zellen eine positive Korrelation mit der CD4/CD8-Ratio
(p = 0.0228, lineare Regression), bzw. negative Korrelationen mit bekannten
Risikomarkern wie der CD8/CD38/HLADR-Aktivierung (p = 0.0049, lineare
Regression) und den Plasmaspiegeln von suPAR (p =0.0215, lineare

Regression) und sCD14 (p = 0.0051, lineare Regression).

Zusammenfassend zeigt die Arbeit, dass die Veranderungen im
B-Zellkompartment Teil des Immunaktiverungsprozesses im Rahmen der HIV-
Infektion sind und Prednisolon modulierende Einflisse darauf hat. Somit tragt sie

zum besseres Verstandis der Immunpathogenese und zukUnftiger
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Therapieoptionen bei. Ferner werden durch die Korellationen mit spezifischen

Immunaktivierungsmarkern Hinweise fur zukunftige Prognosemarker aufgezeigt.
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