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ZUSAMMENFASSUNG

HIV verursacht eine progressive Zerstorung des Imsystems und fiihrt zusatzlich durch
Veranderungen im ZNS zu neurokognitiven StdrungeiV{associated neurocognitive
disorders, HAND). Die HIV-Infektion geht mit einer Dysfunktiorvon dopaminergen
Signalwegen einher, die sich unter anderem in eemkedhten Dopamin-Verflugbarkeit im
Liqguor von Therapie-naiven HIV-Patienten &ufRertr @und fur die Dysregulation der
dopaminergen Signalwege in HIV-Patienten ist nigbklart. Aufgrund dessen war das
Hauptziel dieser Arbeit die Identifizierung deshmajenetischen Mechanismus, der zu einer
erhohten Dopamin-Konzentration im Liquor von HIVtieaten fuhrt. Die primare Hypothese
war, dass die erhdhte Dopamin-Verfiigbarkeit niehtcd das Virus selbst, sondern vielmehr
durch die genetische Konstitution der HIV-Patientervorgerufen wird. Deshalb wurden
Polymorphismen untersucht, die die dopaminerge dteamsmission beeinflussen. Es wurde
vermutet, dass a) verschiedene Genotypen diesgmBgdhismen in nicht-infizierten und
HIV-infizierten Personen mit anderen Haufigkeiteritgeten, b) verschiedene Genotypen mit
veranderten Dopamin-Verfugbarkeiten assoziiert ,simdl unterschiedliche Genotypen
Auswirkungen auf Marker der Progression der HIVekifon haben und d) verschiedene
Genotypen die Immunaktivierung beeinflussen. Daauden in 190 HIV-infizierten und
nicht-infizierten Teilnehmern unterschiedlicher &#n die Polymorphismen BDNF
Val66Met, COMT Val108/158Met, DAT 3-UTR VNTR, DRDZagk, DRD3 Ser9Gly und
DRD4 VNRT mit PCR, ggf. Restriktionsverdau und Agse-Gelelektrophorese analysiert
und die Expression des Dopamin-Transportersreat time PCR bestimmt. Darlber hinaus
wurden zur weiteren klinischen Charakterisierung ldimunmarker MCP-1, sCD14, suPAR
und RANTES mit ELISA analysiert, da eine Erhohungesdr Parameter mit einer
beschleunigten HIV-Progression assoziiert ist. Biestimmung der T-Zell-Aktivierung
(CD3/CD8/CD38/HLA-DR) wurde mit einer durchflussagietrischen Analyse durchgefiuhrt.
In dieser Arbeit haben wir gezeigt, dass HIV-Paganhochsignifikant haufiger homozygot
fur das 10-repeat Allel des Dopamin-TransporterPolrphismus sind als nicht-infizierte
Personerf57,1 % bzw. 26,8 %, p = 0,001, OR = 3,93, 95 %4 P — 8,96, direkte logistische
Regression). HIV-Patienten und nicht-infizierte $&gren mit diesem Genotyp weisen eine
signifikant h6here Dopamin-Verflugbarkeit im Liquauf als Personen mit dem 9/10-Genotyp
(p = 0,03) und eine signifikant geringere Expressies Dopamin-Transporters auf PBMCs
(p = 0,05). Der DAT 10/10-Genotyp ist im Gegensatz anderen Genotypen in HIV-
Patienten jedoch weder mit unterschiedlichen GPdlzahlen und Viruslasten noch mit

einer veranderten Haufigkeit von HAND verbunden.
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Zusatzlich weisen deutsche und siuidafrikanischet-mdizierte und HIV-infizierte Personen
mit dem DAT 10/10-Genotyp eine signifikant hoher€Rt1-Konzentration im Plasma auf
als Personen mit anderen DAT-Genotypen (p = 0,00%&ner der Immunmarker ist mit der
Dopamin-Verfligbarkeit assoziiert. Dennoch ist diemiunaktivierung in sidafrikanischen
HIV-Patienten im Vergleich zu nicht-infizierten Safdkanern signifikant erhoht: HIV-
Patienten zeigen im Vergleich zu nicht-infiziertearsonen eine starkere T-Zell-Aktivierung
(p = 0,0001), eine erhdohte Plasma-Konzentration M&@P-1 (p = 0,0014), eine gesteigerte
sCD14-Konzentration (p =0,0004) und eine vermelu®AR-Konzentration im Plasma
(p =0,006). In der vorliegenden Arbeit konnte ké&liachweis erbracht werden, dass die
erhohte Immunaktivierung in den stdafrikanischelW-Rhtienten durch die Koinfektion mit
Echinoccocusoder durch genetische Polymorphismen bei Chemokivezvorgerufen wird.
Eine chronisch erhéhte Immunaktivierung stellt eiébende Kraft fur die Virusreplikation
dar und kann letztendlich zu einer Erschopfungloesunsystems fuhren.

Der 10/10-Genotyp des DAT VNTR koénnte einen Ridhiaktor fur die HIV-Infektion
darstellen, da dieser eine erhdhte Dopamin-Verfikgiianach sich zieht. Dopamin aktiviert
HIV in chronisch infizierten T-Lymphoblasten unchftizudem zu einer erhéhten Expression
und Sezernierung von TN&- das wiederum die Expression von HIV induzierteda
Ergebnisse untermauern den Zusammenhang von DopamdinHIV. Es ist jedoch nicht
vollig geklart, ob die erhbhte Dopamin-Konzentratiausschliel3lich durch den Genotyp

hervorgerufen oder auch durch die HIV-Infektion iestigt wird.
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ABSTRACT

HIV infection has adverse effects on the immundesysand also leads to a HIV-associated
neurocognitive disorder (HAND) due to changes witktihe CNS. It is associated with a
dysfunction of dopaminergic pathways which amorgfsers involves an increased dopamine
availability within the cerebrospinal fluid (CSH) therapy naive HIV patients. The reason for
the dysregulation of dopaminergic pathways haseen found yet. Therefore, the main goal
of this work was the identification of the pathogga mechanism leading to an elevated
dopamine availability. The primary hypothesis what tthe higher dopamine availability is
not caused by the virus itself but rather by theefje background of HIV patients. That is
why we analyzed genetic polymorphisms which infkeen the dopaminergic
neurotransmission. We hypothesized that a) diftegemotypes of these polymorphisms
occur with different frequencies in HIV infected damininfected individuals, b) different
genotypes are associated with changes in dopamaikalility, c) different genotypes have
an impact on markers of HIV disease progression @ndlifferent genotypes influence
immune activation. We analyzed the polymorphisms NBD Val66Met, COMT
Val108/158Met, DAT 3-UTR VNTR, DRD2 Taql DRD3 Ser9Gly und DRD4 VNRT in
190 HIV infected and uninfected participants offeliént ethnicities by PCR, restriction
digestion and agarose gel electrophoresis andxpeession of the dopamine transporter by
real time PCR. For further clinical characterizatthe immune markers MCP-1, RANTES,
sCD14 and suPAR were measured by ELISA as theyasseciated with HIV disease
progression. The analysis of T cell activation (QCIB38/CD38/HLA-DR) was performed
using flow cytometry. We found that HIV patientseahighly significantly more often
homozygous for the 10-repeat allele of the dopanmtamsporter polymorphism than
uninfected individuals (57.1 % and 26.8 %, respetyi p = 0.001, OR =3.93, 95 % CI 1.72
— 8.96, direct logistic regression analysis). Hlgtients and uninfected subjects with this
genotype display a significantly higher dopaminailability in CSF compared to people with
the 9/10 genotype (p = 0.03) and significantly dased mRNA expression of the dopamine
transporter on PBMCs (p = 0.05). However, the DAT10 genotype compared to other
genotypes is neither linked to a difference in CD4ell counts and viral loads nor to an
altered frequency of HAND. Additionally, German a8duth African uninfected and HIV
infected participants with the DAT 10/10 genotyp@w higher concentrations of MCP-1 in
plasma (p = 0.0076). None of the immune markeassociated with dopamine availability.
In contrast, immune activation is significantly hey in South African HIV patients compared

to uninfected subjects. HIV patients display anmaegted T cell activation (p = 0.0001), an
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elevated plasma concentration of MCP-1 (p = 0.0014¢reased sCD14 plasma levels
(p = 0.0004) and a higher suPAR concentration asmpl (p = 0.006) compared to uninfected
participants. In this study, we could not providedence that the higher immune activation in
South African HIV patients is due to the parasitifection Echinococcusor due to genetic
polymorphisms of chemokines. A chronically elevatadhune activation represents a driving
force for viral replication and can lead eventuétiyhe exhaustion of the immune system.
The 10/10 genotype of the DAT VNTR could be a raktor for HIV infection as this
genotype causes a higher dopamine availability. dbope activates HIV in chronically
infected T lymphoblasts and leads to an enhancpressgion and secretion of TNFwhich in
turn results in an induction of HIV expression. $@eaesults emphasize the interaction of
dopamine and HIV. However, it has not been complettucidated whether the elevated
dopamine availability is entirely associated witle genotype or it might be a consequence of

HIV infection.
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1 EINLEITUNG

1.1 HIV

Ende 2012 waren weltweit 35,3 Millionen Menschen de@mhuman immunodeficiency virus
(HIV) infiziert (UNAIDS, 2013). In 2012 waren aufgiem 2,3 Millionen Neuinfektionen zu
verzeichnen, wobei 70 % aller Neuinfektionen siidtler Sahara auftraten (UNAIDS, 2013).
Die HIV-Infektion ist durch einen progredienten West von CD4-positiven (CD%
Leukozyten gekennzeichnet, wodurch Patienten inadeired immunodeficiency syndrome
(AIDS)-Phase an opportunistischen Infektionen erkem und sterben, welche bei normaler
Funktion des Immunsystems meist gut zu behandelanw@&. Janeway, 2009).

Die Ubertragung erfolgt lber Korperflussigkeiten ewiz.B. Blut, Samenflissigkeit,
Vaginalsekret und Muttermilch (S. J. Flint, 200®ie Priméarinfektion geht haufig mit
grippeéhnlichen Symptomen einher oder verlauft gggmatisch (S. J. Flint, 2009). Es
kommt zu einer voriibergehenden starken Virusveramghund einem Verlust von CD4
Zellen (Kornfeldet al, 1982). Durch das Einsetzen der Zell-vermittei@munitat und der
Bildung von neutralisierenden Antikorpern (Serokersion) innerhalb weniger Wochen sinkt
die Viruslast (S. J. Flint, 2009). Diese bleibt riilver langere Zeit stabiVifal setpoint) die
Zahl der CD4-Zellen steigt voriibergehend wieder an. Nun komsrtleeiner symptomfreien
Latenzphase, die bis zu mehreren Jahren andauem Karch eine allm&hliche Erh6hung
der Viruslast und das allmahliche Sinken der GRdlizahl (S. J. Flint, 2009) kommt es
schlie3lich zum Ausbruch der Immunschwache, damasunsystem den Korper nicht mehr

vor opportunistischen Infektionen schitzen kannJg@eway, 2009).

1.1.1 Struktur von HIV

HIV ist ein Retrovirus und gehort zur Gattung dentiviren (S. J. Flint, 2009). Das behiillte
Virus enthalt zwei positiv-strangige RNA-Molekule.(Janeway, 2009). Die drei wichtigsten
Gene von HIV sindgag, polund env. Gag (group-specific antigenkodiert fur Matrix-,

Kapsid- und Nukleokapsidproteine, dpsl-Gen (polymerase)fur die Enzyme Protease,
reverse Transkriptase (RT) und Integrase endfir die die Hillproteingenvelope)siehe

Abb. 1.1). Die Hdullproteine bestehen aus der Trambran-Doméne Glykoprotein 41
(Gp41) und dem stark glykosyliertem OberflachergirotGp120 (S. Modrow, 1997). Das
Virus besitzt des Weiteren essentielle regulatbesdProteine (Tat und Rev) und
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akzessorische Proteine (Vif, Vpr, Vpu, Nef), dig flie Infektiositdt eine wichtige Rolle
spielen (S. J. Flint, 2009).

\ >
U3 R US \ 7 B ENV U3 R US

LTR vpu I nef LTR

-| :

Abb. 1.1: Organisation des Genoms von HIVDas Genom wird an beiden Seiten \ong terminal repeats
(LTR) flankiert, diese enthalten Promotoren thancer Das Genom von HIV besteht aus gag, pol, env und
akzessorischen und regulatorischen Proteinen. Hetailliertere Darstellung der pol-Region ist véfgert
dargestellt, modifiziert nach (Emerman, 1996).

1.1.2 Der HIV-Replikationszyklus

HIV infiziert CD4"-Zellen, v.a. T-Helferzellen, aber auch Monozyteie w.B. Dendritische
Zellen, Makrophagen und Mikroglia. Es bindet Gbier\d3-Schleife(V3 loop von Gp120 an
den CDA4-Rezeptor der Wirtszelle und zuséatzlich amere der beiden hauptséchlich
verwendeten Korezeptoren CXCR4 (CXC-Motiv-Chemaogaaptor 4) oder CCR5 (CC-
Motiv-Chemokin-Rezeptor 5) (Clapham & McKnight, 200 Monozyten exprimieren nur
CCRS5, T-Helferzellen sowohl CCR5 als auch CXCR4 J@neway, 2009). Nach Rezeptor-
Bindung, Fusion und Eintritt in die Zelle erfolgini Zytoplasma die Freisetzung des
Nukleokapsids (uncoating) Nun wird die RNA durch reverse Transkription (R
komplementdre DNA (cDNA) umgeschrieben, die ans@dnd in den Kern importiert und
mit der Integrase in die genomische DNA der Willszentegriert wird. Nach der
Transkription durch die zellulare DNA-abh&ngige RIRAlymerase Il erfolgt der Export der
MRNA aus dem Zellkern; im Zytoplasma an den Ribasokommt es zur Proteinsynthese.

Anhand von Signalpeptiden assemblieren alle Pretemit den RNA-Genomen und neue
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Viruspartikel werden an der Zytoplasma-Membran abgetrt(budding. Die Reifung dieser
Virionen erfolgt durch die Spaltung der Vorlaufexf@ine in die reifen Proteine durch das
virale Enzym Protease (S. Modrow, 1997).

1.1.3 Subtypen von HIV

Bis heute sind zwei Arten von HI-Viren bekannt, HIVund HIV-2. Die Aminosaure-
Sequenzen beider Arten stimmen zu 45 bis 50 % liibebée HIV-2 Infektion verursacht
ebenso wie HIV-1 AIDS, hat aber eine langere Inkioipszeit und eine geringere Mortalitat
der Infizierten zur Folge (S. J. Flint, 2009). HIVwird in die Gruppen M(major), O
(outlier), N (non-M, non-O)und P eingeteilt, wobei die globale PandeMien der Gruppe
M zuzuschreiben ist (Perrigt al, 2003). Diese Gruppe wird weiter in die SubtyperBAC,
D, F, G, H, J und K unterteilt, von denen A, B, 6duD am haufigsten auftreten. Die
Unterteilung in Subtypen erfolgte anhand von Segliemologien von Env auf Aminosaure-
Ebene. Die Homologie in den unterschiedlichen Sudnybetragt ca. 75 %. Innerhalb eines
Subtyps kommt es zu einem Sequenz-Unterschied igoru20 %. Der Unterschied demnv
Sequenz aller Quasispezies innerhalb eines in@etndividuums betragt bis zu 10 %
(Perrinet al, 2003). Die Evolution von HIV wird durch die hoh&ehlerraten der viralen
reversen Transkriptase (3x)0und der Wirts RNA-Polymerase Il (2)) ebenso wie der
hohen Replikationsrate vorangetrieben (C. Janew2§09). Rekombination und der
Selektionsdruck, der vom Immunsystem des Wirts antiviralen Medikamenten ausgeht,
spielen ebenso eine Rolle in der raschen EvolaemVirus (Perriret al, 2003).

In den Jahren 2004 bis 2007 handelte es sich h8i%1lder HIV-Infektionen weltweit um
Subtyp B, wobei dieser in Europa und Nordamerikdeeamsch ist (Hemelaagt al, 2011;
Paraskevist al, 2009). Subtyp C kommt mit 48,2 % weltweit am hgsten vor (Hemelaar
et al, 2011), auf den in Sudafrika 89 % der HIV-Infekiém zurlckzufihren sind (Jacodis
al., 2009).

1.1.4 Pathophysiologie der HIV-Infektion

Die Pathophysiologie der HIV-Infektion ist kompleéxeben der andauernden Replikation des
Virus und dem Verlust von CD4ellen liegt in HIV-Patienten eine chronische Adgirung
des Immunsystems vor (Kla¢t al, 2013). Diese ist ein besserer Marker flr einenslié
Progression der HIV-Infektion als die Viruslastisl(Giorgiet al, 1999).
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Die Immunaktivierung ist durch eine erhdhte Aktaeg von T-Zellen, eine Veranderung der
Zytokinproduktion sowie einer Dysfunktion speziellBellen (T-Zellen, Naturliche Killer
(NK)-Zellen, Monozyten) gekennzeichnet. Ferner kdmras zu einer erhdhten
Durchlassigkeit des Darms fur Bakterien und infdiggsen zu einer mikrobiellen
Translokation in den Korper sowie zu einer allgereai Immunaktivierung (z.B. Interleukin-
6 (IL-6)) (Lichtfusset al, 2011).

Einer der bekanntesten Immunaktivierungs-Marker vbfZellen ist der cluster of
differentiation38 (CD38), der in die Zelladhasion und Signaltdarksion involviert ist. CD38
knock-out Mause zeigen eine geschwéchte Immunantwort (Mslast al, 2008). Eine
erhéhte Aktivierung von CD4T-Zellen vor der Serokonversion ist mit einem higne
Risiko, an AIDS zu erkranken, verbunden (Hazenbetgal, 2003). Eine erhohte
Immunaktivierung in Form von CD38-Expression auf4Dund CD8-Zellen (T-Helfer-
Zellen bzw. zytotoxische T-Zellen) ist zudem in HP&tienten mit einer geringeren
Lebenserwartung assoziiert (Giorgt al, 1999). Ein weiterer gangiger Marker fur die
Aktivierung von CD8-T-Zellen ist das humane Leukozytenantigen (HLA-D&9r Ligand
fur den T-Zell-Rezeptor und den Korezeptor CD4. &wderen Wirbeltieren wird HLA MHC-
Il (major histocompatibility complex Iigenannt. Durch gehéufte Prasentation von Peptiden
von Antigen-préasentierenden Zellen nimmt die Exgigesvon HLA auf T-Zellen zu.

Die erhohte Permeabilitat des Darms von HIV-Pagientihrt daher, dass es in den ersten
zwei bis drei Wochen der HIV-Infektion zum Abstembeon bis zu 60 % der CD4I-Zellen
der Darmschleimhaut kommt (Mehandgtial, 2006). Dieser T-Zell-Verlust ist in der HIV-
Infektion wichtig, da sich die Mehrzahl der CBO#-Zellen im gastrointestinalen Trakt, den
Lymphknoten und anderen lymphatischen Geweben dmfirund nicht in der Peripherie
(Brenchleyet al, 2004). Dieser Zellverlust wurde auch simian immunodeficiency virus
(SIV)-infizierten RuBmangaben, einem Tiermodell IV, untersucht. Die Infektion dieser
Affen verlauft apathogen. Der Zellverlust im Darmtttzwar ebenfalls auf, jedoch findet nur
eine limitierte lokale und systemische Immunaktiviegy statt sowie eine geringere
Apoptoserate der T-Zellen im Gegensatz zur pathey&iV- und HIV-Infektion (Gordort
al., 2007; Silvestret al, 2003).

Durch den ,l6chrigen® Darm von HIV-Patienten kdnnerikrobielle Produkte leicht vom
Darmlumen ins Blut gelangen. Diese zirkulierendenktériellen Bestandteile sind
mitverantwortlich fir die chronische Immunaktiviagy wahrend der HIV-Infektion. Ein
bekannter Marker fur bakterielle Translokation ligiopolysaccharid (LPS), ein Bestandteil

der aulBeren Membran gram-negativer Bakterien (Biteget al, 2006), das Uber I6sliches
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CD14 (sCD14) und die Bindung an den Toll-like-Repep} (TLR4) zur Aktivierung von
Monozyten fuhrt. sCD14 ist zudem mit einem erh6hWortalitatsrisiko wahrend der HIV-

Infektion assoziiert (Sandlest al, 2011). Zusatzlich ist der l6sliche Urokinase-Reae

(soluble urokinase plasminogen activator recep{euPAR, CD87)) wahrend der HIV
Infektion erhéht und ist ebenso ein Anzeichen fille enbhere Mortalitat (Ostrowslat al,
2005; Sideniuset al, 2000). suPAR ist mit Fibrinolyse assoziiert ustin immunologische
Prozesse wie Zelladhasion und Zellmigration invetviMadsenret al, 2007). Ein weiterer
Immunmarker fir Monozyten ist dasonocyte chemoattractant proteinlMCP-1), das von
aktivierten Monozyten sezerniert wird, was zur Réllerung weiterer aktivierter Monozyten
und T-Zellen fuhrt (Leonard & Yoshimura, 1990).

Eine andauernde Hyperaktivierung des Immunsystemégt t wahrscheinlich zur
Beeintrachtigung von T-Zellen bei und fuhrt schlief® zur Erschopfung des T-Zell-Pools
(Hazenberget al, 2003). Eine Senkung der Immunaktivierung kénnie ahtiretrovirale
Therapie in Landern, in denen die Therapie spabiegn wird, erganzen. So fuhrte in einer
Studie von unserer Arbeitsgruppe die Behandlung wdiV-Patienten mit dem
immunsuppressiven Kortikosteroid Prednisolon zeeBenkung der Immunaktivierung und

tendenziell zu einem Anstieg der CB2ellzahl (Kasanget al, 2012).

1.1.5 Genetische Polymorphismen bei Chemokinen ur@hemokin-Rezeptoren

Die Analyse des genetischen Hintergrundes nimmdean Erforschung der HIV-Infektion
immer mehr an Bedeutung zu (siehe Review (Lewhel, 2009). Tritt ein Allel in der
Bevolkerung mit einer Haufigkeit von mehr als einBrnozent Allelfrequenz auf, wird dieses
als genetischer Polymorphismus bezeichnet (Levd@2} ist dies nicht der Fall, spricht man
von einer Mutation oder einer Sequenzvariation. &dahen in Genen, die zu einer
Veréanderung des Proteins fuhren, gehen meist meinBéchtigungen von physiologischen
Prozessen einher. Es kdnnen verschiedene ProzstssHdn sein, z.B. die DNA-Replikation,
die Transkription, die Genexpression, die Funkiibdiades entsprechenden Proteins oder die
Aktivitdt des zugehorigen Enzyms. Hat eine Mutat@ne physiologische Veranderung zur
Folge, wie zum Beispiel eine 50 %ige Veranderung Tanskription in einem Reporter-
Assay, spricht man von einem funktionellen Polynhgsmus (Albert, 2011). Bei einem
nicht-funktionellen Polymorphismus haben verschiedé&senvarianten keine funktionelle
Anderung zur Folge. Im Zusammenhang mit der HI\ektibn spielen v.a. Einzelnukleotid-

Polymorphismen (SNPsjngle nucleotide polymorphismpd Kopienzahlvarianten (VNTR,



1 EINLEITUNG | 10

variable number of tandem repeatshe Rolle. In einem SNP ist ein einziges Nukkatirch
ein anderes ersetzt, was zu einer anderen Amin®&egquenz fuhren kann und folglich zu
einer Veranderung der Proteinaktivitat (Chorktyal, 2008). SNPs, die im regulatorischen
Teil eines Gens, also dem nicht-kodierenden Berdiebgen, fihren haufig zu einer
veranderten Transkription (Chorley al, 2008). VNTRs oder Minisatelliten sind durch die
10- bis 100-fache Wiederholung eines bestimmtenu&szpbschnitts von 10 bis 100
Basenpaaren (bp) gekennzeichnet (Ramel, 1997;e3e\#003). Mikrosatelliten bestehen aus
Sequenzwiederholungen zwischen 2 und 4 bp (Rar@@l)1Zudem gehdren Insertions- und
Deletions-Polymorphismen (INDEL) zu den méglichesrriRen der Polymorphismen, die zu
einer Verschiebung des Leserasters und damit zumemcht-funktionellen Protein fihren.

Es wurden einige Polymorphismen identifiziert, ché der Pathogenese der HIV-Infektion
bzw. der Krankheitsprogression zusammenhangen. eDiéolymorphismen liegen
insbesondere in Genen, die fur Zytokin-Rezeptorder aZytokine kodieren, wie es im
Review von Levine und Mitarbeitern detailliert bleseben wird (Levineet al, 2009). Der
bekannteste Polymorphismus ist die 32 BasenpaatiDelim Korezeptor CCR5, die zu
einem nicht-funktionellen Korezeptor fuhrt und sontozygote Tréager vor der sexuellen
Transmission von HIV schitzt (Liet al, 1996). Weitere Gene, bei denen eine bestimmte
Variante die Progression der HIV-Infektion verangdeetreffen die chemotaktisch wirksamen
Zytokine regulated upon activation, normal T-cell expressed secreteRANTES) und
MCP-1.

MCP-1 rekrutiert Monozyten, T-Gedachtniszellen unDendritische Zellen an
Entzindungsstellen. Ein SNP iotl2-Gen (MCP-1-2518A>G-Polymorphismus) fihrt zu
einem Austausch von A durch G. Der SNP liegt in genregulatorischen Region (-2518
relativ zur Transkriptionsstartstelle) (Rovet al, 1999). Erwachsene mit dem G/G-Allel
haben ein 50 % geringeres Risiko, sich mit HIV amfizieren. Nach der Etablierung einer
HIV-Infektion ist derselbe Genotyp jedoch mit einesohnelleren Krankheitsverlauf und
einem 4,5-fach erh6hten Risiko, an HIV-Demenz Zurastken, assoziiert (Gonzalet al,
2002). Interleukin-13 (IL-1p)-stimulierteperipheral blood mononuclear cel(®BMCs) von
Personen mit mindestens einem G an dieser StelleGams produzieren mehr MCP-1 als
PBMCs von Individuen, die homozygot fur A sind (Roet al, 1999). McDermott und
Mitarbeiter zeigten auclhn vivo, dass Personen mit dem G/G-Genotyp hohere MCP-1-
Konzentrationen im Serum aufweisen als solche mieeen Genotypen (McDermatt al,
2005).
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RANTES (CCL5) rekrutiert Leukozyten, v.a. T-Zellemd eosinophile Granulozyten an
Entztiindungsstellen. Da RANTES (ebenso wie MiPahd MIP-38) an CCR5 bindet, ist es
neben MIP-& und MIP-B einer der wichtigsten nattrlichen HIV supprimieden Faktoren,
der v.a. von CD8Leukozyten produziert wird (Coccht al, 1995; Coffeyet al, 1997). Ein
Polymorphismus von RANTES (RANTES Intl.1) liegt ensten Intron descl5-Gens auf
Chromosom 17. RANTES Intl.1 Cytosin (C) fuhrt zunesi geringeren RANTES-
Transkription durch geringere Bindung an KernpraeejAn et al, 2002). Intl.1 C korreliert
in vivo auch mit erhdhter Ausbreitung von HIV, was wahesclich einen schnelleren
Verlauf der Infektion beginstigt (Aet al, 2002). HIV-infizierte Personen mit mindestens
einem C-Allel zeigen eine schnellere ProgressioAlRS (An et al, 2002). Das Thymin (T)-
Allel konnte dagegen ein Risikofaktor fur die Tramssion von HIV-1 sein (Rathoret al,
2008).

RANTES -403G~A ist ein Polymorphismus in der Promotorregion @ens. Adenin (A) an
der Stelle — 403 relativ zur Transkriptionsstatlstéihrt in einer Mastzelllinie und Jurkat-
Zellen zu einer erh6hten RANTES-Transkription (Mickt al, 2000). Menschen mit dem
RANTES-403Adenin/Guanin (G)-Genotyp zusammen mih dRANTES -28C/C-Allel hatten
eine hoéhere Wahrscheinlichkeit, sich mit HIV zuizidren als solche mit dem 403G/G-
Genotyp; zudem war dieser Genotyp mit einer langsamProgression zu AIDS verknUpft
(McDermottet al, 2000). Dieser Genotyp (RANTES-403A/G und -28CkGhnte also bei

HIV-Infizierten einen schitzenden Faktor darste(lgicDermottet al, 2000).

1.1.6 Therapie und Resistenz

Im Jahr 1996 wurde die antiretrovirale Kombinatibesapie, die aus drei verschiedenen
antiretroviralen Medikamenten besteht, eingefiBie. enthalt in der Regel eine Kombination
aus zwei nukleosidischen/nukleotidischen reverseangkriptaseinhibitoren (NRTI) mit
entweder einem nicht-nukleosidischen RT-InhibitNINKRTI), einem Proteaseinhibitor (PI)
oder einem Integraseinhibitor (AIDS-Gesellschafil4®), siehe Abb. 1.2. Die Kombination
dieser Praparate wird heute als hoch-aktive ardvwetle Therapie (HAART) oder
Kombinations-antiretrovirale Therapie (CART) berwiet (S. J. Flint, 2009). In vielen
Landern, so auch in groRen Teilen Afrikas und amcBidafrika, werden aus finanziellen
Grunden ausschlieBlich NRTIs, NNRTIs und PlIs angelee (Abb. 1.2, rot). Andere
Medikamente, die v.a. in der westlichen Welt eiregets werden, inhibieren die

Rezeptorbindung, die Fusion mit der Wirtszelle, ldigegration in die genomische DNA und
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die Reifung der Viruspartikel, Beispiele der Meditente sind in Abb. 1.2 dargestellt (Abb.
1.2, blau). Eine Heilung der HIV-Infektion ist higute nicht mdéglich. Zudem haben weltweit
nur 54 % der HIV-Infizierten, die die Voraussetzengfir eine Behandlung mit HAART
erfullen, Zugang zu Medikamenten (UNAIDS, 2012).

Fusionsinhibitoren

-
oo ‘S
Eintritt
Rezeptorbindung " -~

Rezeptorantagonisten

Uncoating
S

Integraseinhibitoren / NRTIs
Reverse  NNRTIs
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Freisetzung

Aggregation
° /
*

N

Genom-Replikation Protein-Reifung
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7 o
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il
Proteaseinhibitoren‘-}f\

Abb. 1.2: Replikationszyklus von HIV und Wirkstationen antiretroviraler Medikamente. In armeren
Landern sind derzeit nur NRTIs, NNRTIs und Pls wighfar (rot). In Industrielandern stehen auch Meuiate
zur Verfuigung, die die Korezeptor-Bindung, die Basiind die Integration unterbinden (blau).

Etwa 10 % der Infizierten in Deutschland sind mirevi infiziert, die gegen eines oder
mehrere Medikamente resistent sind. Vor BeginnTderapie ist deshalb die Analyse des
Resistenzprofils unerlasslich, um eine geeigneteniination wirksamer Medikamente
auswéhlen zu konnen. Die Pravalenz der Ubertrageesistenz-assoziierten Mutationen von
HIV in LAndern mit mittlerem oder geringem Einkommweird auf 6,6 % geschatzt (WHO,
2012). Im Gegensatz dazu wurden von unserer Adrappe in einer Studie in einem
Krankenhaus in Mwanza, Tansania 19,1 % der Ubgéltgen HIV-Patienten als Trager
resistenter HI-Viren identifiziert und 0 % der ent25-Jahrigen (Kasangt al, 2011). Da
Resistenzen nach den WHO-Kriterien nur in unted@Brgen untersucht werden, legt diese
Studie eine dramatische Unterschatzung der Prévalem Resistenzen nahe (Kasagigal,
2011). Die meisten der gefundenen Mutationen voW WEerursachen eine Resistenz
gegeniber NRTIs und NNRTIs.
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1.2 HIV im ZNS

Das Virus gelangt innerhalb der ersten beiden Wode Infektion, d.h. wahrend eine sehr
hohe Viruslast im Korper herrscht (Viramie), in dantrale Nervensystem (ZNS) (Daws
al., 1992; Hugheset al, 1997). Obwohl die Blut-Hirn-Schranke und die Bliguor-
Schranke das ZNS vor dem Eintritt von Krankheitsgern und Toxinen aus der Peripherie
schitzen, infiltriert HIV dennoch das ZNS. Wie digsnau geschieht, ist bis heute nicht
genau geklart. Es gibt vier Hypothesen (Arendt,72208) HIV kdnnte die Endothelzellen und
Astrozyten der Blut-Hirn-Schranke direkt infizierend anschlielRend in das ZNS abgesetzt
werden (Mosegt al, 1993; Strelowet al, 1998), b) Das Virus kdnnte als zell-freies FRaiti

in das Gehirn eindringen, indem es von Endothemedufgenommen wird. c) Das Virus
konnte zufallig und unspezifisch tUber die beeititiéte Blut-Hirn-Schranke ins Gehirn
gelangen (Arendt, 2007). d) HIV kdnnte durch irdize Monozyten ins Gehirn gelangen.
Derzeitigen Annahmen zufolge ist die zuletzt gemartie wahrscheinlichste Hypothese, sie
wird als Modell des ,trojanischen Pferdes” bezeathfGendelmaret al, 1989; Kaulet al,
2001; Liuet al, 2000).

1.2.1 Neuropathogenese der HIV-Infektion

Das Virus etabliert nun im Gehirn eine Infektionnvperivaskularen Makrophagen und
Mikroglia. Es wurde besonders in diesen beiden ty®h sowie in multinukledren
Riesenzellen virales Antigen identifiziert (Pumar&8uneet al, 1987), siehe auch Reviews
(Kaul et al, 2001; Liuet al, 2000). Durch die Infektion von Makrophagen undkidglia
schitten diese vermehrt proinflammatorische Zytelkaas, wodurch, neben einer Aktivierung
durch HIV selbst, auch nicht-infizierte Makrophagerd Mikroglia aktiviert werden (Kaudt
al., 2001). Die Mikroglia-Aktivierung tritt bei viele@NS-Erkrankungen auf, ist aber meist
eine Folge der Erkrankung. Im Zusammenhang mit i$t\die Mikroglia-Aktivierung keine
Folge, sondern die Initiation einer inflammatoriech Kaskade und neurotoxischer
Mechanismen (siehe Abb. 1.3). Man unterscheidet dieekte und die indirekte
Neurotoxizitat. Die direkte Toxizitat wird von viem Molekulen verursacht, deren Einfluss
zur Schadigung und Apoptose von Neuronen fuhrts®iwird v.a. durch Gp120 und Tat
hervorgerufen (Brennemaet al, 1988; Newet al, 1997). Die indirekte Toxizitat entsteht
durch die Sezernierung von Zytokinen und Neurotexigellularen oder viralen Ursprungs,

die zur Schadigung und Apoptose von Neuronen fukdamen.
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1. HIV-Infektion und ® »
periphere Immunaktivierung Y
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Abb. 1.3: HIV im ZNS. Schematische Ubersicht iiber die neuronale SchagligurGehirn. HIV gelangt tiber
Monozyten ins Gehirn, wodurch andere Monozyten Miktoglia im Gehirn aktiviert und/oder infiziert ween.
Durch die vermehrte Expression von Zytokinen weréstrozyten aktiviert. Zusatzlich exprimieren inéte
und aktivierte Monozyten/Mikroglia virale Molekilend neurotoxische Substanzen wie z.B. Glutamatzudie
Schéadigung von Neuronen fuhren.

Die wichtigsten involvierten Zytokine sind Interéery (IFN-y), Tumornekrose-Faktou
(TNF-0) und IL-1B (Geniset al, 1992). Als Neurotoxine sind Quinolinsédure (Ketr al,
1998), Arachidonsaure, PAplatelet activating factorfGelbardet al, 1994), Glutamat und
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) von Bedeutung.clbudiese Neurotoxine werden
Astrozyten aktiviert und die sezernierenden Fumdioverandert. So bilden Astrozyten z.B.
MCP-1 (Conantet al, 1998) und Stickstoffmonoxid (NO) (Mollact al, 1993), was zur
Schadigung der Neuronen bzw. zu einer veranderignalsibermittlung fihrt. Zuséatzlich
wird die Blut-Hirn-Schranke durch die Veranderurgy éstrozyten durchlassiger, wodurch
mehr Entztindungszellen ins Gehirn migrieren koni#ne wichtige Rolle spielt in diesem
Zusammenhang die Exzitotoxizitat (Koutsiliet al, 1999); dieser Mechanismus beinhaltet
die exzessive oder andauernde Uberstimulation veiMebhyl-D-Aspartat-Rezeptoren
(NMDA) durch oben genannte Neurotoxine und fuhhlie8lich zur Apoptose (Doble, 1999).
Aus der Uberstimulation folgt ein Calciuminflux, darch zahlreiche zellulare Enzyme
aktiviert werden, was zu einer Schadigung zellul&teukturen fihrt. Ebenso sind hier eine

mitochondriale Dysfunktion und eine Aktivierung v@aspasen, die zu neuronalem Zelltod
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fuhren, zu nennen. Studien zeigen auch, dass eihdaze Isoform des apathogenen Prion-
Proteins (sPr® in die Pathogenese neuropsychiatrischer StérumgeRahmen der HIV-
Infektion involviert ist (Megraet al, 2013). sPrPist an der Signaltransduktion und
Zelladhasion beteiligt und wird als potentielleroBiarker fur die neuropsychiatrische
Beeintrachtigung bei der HIV-Infektion diskutieda es im ZNS von HIV-Patienten mit
neuropsychiatrischen Auffalligkeiten im Gegensatz solchen ohne neuropsychiatrische
Storungen erhoht ist (Mouillet-Richaet al, 2000; Robertet al, 2010). Die letztendliche
Schadigung der Neuronen wird also wahrscheinlidhtpiwie anfanglich vermutet, durch
eine direkte Infektion der Neuronen ausgeldst (RolagSuneet al, 1987), sondern durch
eine Vielzahl schadigender Substanzen, die durehAdiivierung von Makrophagen und
Mikroglia freigesetzt werden (S. J. Flint, 2009%. $pielen sowohl degenerative Mechanismen
als auch die Neuro-Immunaktivierung eine Rolle. Dissfunktion bzw. die Degeneration von
Neuronen kann letztendlich zu neuropsychiatrisairehneurokognitiven Beeintrachtigungen
von HIV-Patienten fuhren. Mehrere Studien habenemgz dass der Neurotransmitter
Dopamin eine wichtige Rolle in der HIV- und SIV-ékition spielt (Czulet al, 2004; Czulet
al., 2001; Lopezet al, 1999; Schelleet al, 2010; Schelleret al, 2005). Darauf wird in
Kapitel 1.4.1 ndher eingegangen, da die Wirkung Dopamin auf die HIV-Infektion einen

Schwerpunkt dieser Arbeit darstellt.

1.2.2 Neuropathologie der HIV-Infektion

Die HIV-Infektion ist histopathologisch durch eignzephalitis, also eine Entziindung des
Gehirns charakterisiert und ist neuropathologischrchl vielkernige Riesenzellen
(multinucleated giant cel)s perivaskulare Infiltrate von Lymphozytéperivascular cuffing)
und Mikrogliaknoétchen gekennzeichnet (Naw al, 1986a). Vielkernige Riesenzellen
bestehen aus Mikroglia und Makrophagen und entstehech die Fusion der viralen
Glykoproteine auf infizierten Zellen mit den zedutn Rezeptoren benachbarter Zellen.
Weitere histopathologische Kennzeichen sind sowlalsl Auftreten von diffuser Gliose, das
Ausbleichen der Myelinscheiden von Neuronen und dastreten einer Meningitis
(Hirnhautentziindung) als auch die Aktivierung voikidglia (Mikrogliose) und Astrozyten
(Astrogliose) (Anet al, 1996). Zudem ist die Neuronendichte in HIV-Patengeringer als
in nicht-infizierten Menschen, die SynapsendicimeHiV-Demenz-Patienten ist ebenso wie
das Volumen der Basalganglien reduziert. Dies égug allgemeine Gehirnatrophie bei HIV-
Demenz-Patienten nahe (Aylwagtal, 1993; Everalkt al, 1999; Everalkt al, 1991).
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1.2.3 Bedeutung des ZNS als Virus-Reservoir

Durch die Trennung des ZNS von der Peripherie ddrelBlut-Hirn-Schranke und die Blut-
Liguor-Schranke liegt eine sogenannte Kompartimé&htbg vor, d.h. HIV kann im ZNS und
in der Peripherie unabhangig voneinander evolvi¢Ratito, 2004). Das bedeutet, dass HIV
im ZNS autonom repliziert; so wurden im Gehirn undler Peripherie andere Quasispezies
identifiziert (Epstein et al, 1991). Daneben liegt eine pharmakologische
Kompartimentbildung vor, da nicht alle Medikamente der Lage sind, die Blut-Hirn-
Schranke gut zu durchdringen (Letendreal, 2010). Medikamente, die das ZNS nicht
penetrieren kénnen oder nur eine dauerhaft nieddgezentration der Medikamente im
Gehirn erreichen, flihren einerseits dazu, dasGCadsrn zu einem Reservoir fur das Virus
wird und andererseits zur Selektion von resisterteXiren (Kramer-Hammerlet al, 2005;
Smitet al, 2004). Zudem kdnnen die resistenten Quasispezisn Korper zuriickgelangen,

wodurch es zum Therapie-Versagen kommen kann.

1.3 HIV-assoziierte Demenz und HIV-assoziierte newokognitive Stérung
(HAND)

1.3.1 Epidemiologie von HAND

Vor der Einfuhrung dehighly acitve antiretroviral therapyHAART) (vor 1989) waren in
der westlichen Welt ca. 50 % der HIV-Patienten wvoeuropsychiatrischen Stérungen
betroffen; ungefahr 15 bis 20 % litten an der salstem Form der Erkrankung, die v.a. im
AIDS-Stadium auftritt (McArthuret al, 1993; Reinvanget al, 1991). Diese Storungen von
HIV-Patienten wurden in dieser Zeit als HIV-assezgé Demenz bezeichnet, welche zu den
subkortikalen Demenzen gehoért (Nawe al, 1986a). Bei einer solchen Demenz sind
Gehirnbereiche unterhalb der Grol3hirnrinde (Korteetyoffen. Bei den neuropsychiatrischen
Storungen wahrend der HIV-Infektion sind v.a. diasBlganglien, die besonders stark
dopaminerg innerviert und reich an dopaminergenrdien sind, betroffen (Kuret al,
1990).

Seit der Einfihrung von HAART wird dieser Symptomiaex zusammenfassend als HAND
(HIV-associated neurocognitive disorderpezeichnet. Diese Bezeichnung schliel3t
verschiedene Schweregrade der Erkrankung ein, wdlidi-assoziierte Demenz die
schlimmste Form darstellt. Durch die Kombinatioesépie ist die Pravalenz von HIV-

Demenz auf unter 5 % gefallen (Ances & Ellis, 20(R¢view). Jedoch zeigen heute immer
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noch ca. 50 % der therapierten Patienten neurokegnKomplikationen (Clifford, 2008),
wobei die milderen Formen haufiger vorkommen. NdehEinfihrung von HAART ist zwar
die Inzidenz von HAND gefallen (Sacktet al, 2001), die Pravalenz ist aber immer noch
steigend, da die Lebenserwartung von HIV-PatiesshHAART gestiegen ist (Mothobi &
Brew, 2012).

Uber die Epidemiologie von HAND in Afrika ist im @ensatz zu der westlichen Welt sehr
wenig bekannt. In einer Studie aus Uganda wurdefbo6dls ,wahrscheinliche HAND-
Patienten” diagnostiziert (Nakket al, 2013). In Kamerun wurden 21 % und in Sambia 33 %
der HIV-Patienten als HAND-Patienten identifiziéjamnshiet al, 2008; Robertsoet al,
2010).

HAND tritt moglicherweise nicht bei allen HIV-Sulpgn gleich haufig auf. Eine Studie von
Sacktor und Mitarbeitern zeigte in einem kleinetiddenkollektiv, dass in Uganda 89 % der
Patienten, die mit dem Subtyp D infiziert sind, rogische Symptome zeigen, jedoch nur
24 % der Subtyp A-Infizierten (Sackt@t al, 2009). Von Subtyp C-infizierten Personen
zeigen 23,5 % neurokognitive Defizite (Josital, 2010).

Die neuropsychiatrische Beeintrachtigung von HI\ti#¢tden wurde erstmalig von Navia und
Mitarbeitern und Price beschrieben (Naefal, 1986a; Naviaet al, 1986b; Priceet al,
1986). Sie ist weltweit die haufigste Form der Damedie bei unter 40-J&ahrigen auftritt
(Sacktoret al, 2005), Review). Oft tritt HIV-assoziierte Demenls erster Hinweis des
AIDS-Stadiums auf, es ist mit einer geringen CZ4llzahl und einer hohen Viruslast
assoziiert. Leidet ein Patient an HIV-assoziief@amenz, stirbt er meist innerhalb eines
halben Jahres (McArthwat al, 1993; S. J. Flint, 2009).

1.3.2 Symptomatologie von HAND

Die Klassifizierung von HAND wurde von Antinori urMitarbeitern tberarbeitet (Antinoeit

al., 2007). Das friheste Stadium wird als asymptoriagisieurokognitive Beeintrachtigung
(ANI, asymptomatic neurocognitive impairmeniezeichnet. In diesem Stadium haben
Patienten flr den AulRenstehenden keine offensitiethi Einschrankungen, sie zeigen jedoch
in zwei Domanen eines neuropsychologischen TesiB. (Bprache, Arbeitsgedachtnis,
Lernen) eine Standardabweichung von mindestengah@inem Normwert, der auf das Alter
und die Ausbildung angepasst ist. Das zweite Stadidas milde neurokognitive Defizit,
MCMD (minor cognitive motor disorderfdas auch als MNmild neurocognitive disorder)
bezeichnet wird, ist durch leichte motorische umgrktive Symptome gekennzeichnet. In

neuropsychologischen Tests weisen Patienten ebemso zwei Domanen eine
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Standardabweichung von 1,0 auf (Antinetial, 2007). Zusatzlich berichtet der Patient Gber
leichte Schwierigkeiten im Haushalt oder Ineffizdrei der Arbeit und/oder andere Personen
berichten Uber leichte mentale Einschrdnkungen asenten. Im Stadium der HIV-
assoziierten Demenz konnen Patienten einfachstetibnen des Alltags nicht mehr

selbststandig ausfuhren und sind nicht mehr irLdge zu arbeiten.

Bei HAND/HIV-assoziierter Demenz treten motorischied kognitive Beeintrachtigungen
und Verhaltensveranderungen auf (Naaal, 1986b), Review. Die motorischen Symptome
sind auf eine Beeintrachtigung der Feinmotorik elrufihren und fihren zu
Tollpatschigkeit, Rigiditat (Steifheit), Bradykines (Verlangsamung von Bewegungen),
Tremor (Schittellahmung) (Navieet al, 1986b) und einer Beeintrachtigung des
Gleichgewichts. Insgesamt erinnern die motoriscHeimschrankungen stark an die
Beeintrachtigungen, welche auch bei Morbus Parkireaftreten (Arendet al, 1990). Die
kognitive Symptomatologie kann, wie bei anderenksuikalen Demenzen auch, wegen
einer Veranderung der dopaminergen  Neurotransmissi@u  Demotivation,
Unkonzentriertheit, Beeintrachtigung des Planend &mtscheidens, Vergesslichkeit und
schlielich dem Verlust des Gedéachtnisses fiuhremmf{@ings & Benson, 1984).
Verhaltensanderungen sind von einem Verlust derivdton, Initiative und Spontaneitat
gepragt, was sich z.B. im sozialen Rickzug undeailgin geringerer Emotionalitéat aul3ert.
Patienten leiden haufig an Depressionen und Apathieim Gegensatz dazu auch an Manie
und Psychosen (Naviat al, 1986b). Das Endstadium der Erkrankung ist duremeénz,
Inkontinenz, Stummbheit, Paraplegie (Lahmung derrebeder unteren Extremitaten) und
manchmal Myoklonie (unwillkirliche Muskelzuckungertharakterisiert (Naviaet al,
1986Db).

1.3.3 Diagnose von HAND

HAND wird in erster Linie durch einen HIV-Test ureine neurologische Untersuchung
diagnostiziert, zusatzlich werden neuropsycholdgstests angewendet. Zur Bekréftigung
der Diagnose HAND und fir den Ausschluss anderdpldgien konnen bildgebende

Verfahren, wie z.B. eine Magnetresonanztomograptigchgefihrt werden (Arendt &

Nolting, 2012). Fir den Ausschluss von opportusesten Erkrankungen ist auch die
Diagnostik von Krankheitserregern im Liquor von Batling, die zu neuropsychologischen
Beeintrachtigungen fuhren kénnen. Als andere Umsackhnlicher Symptome sind u.a. die

zerebrale Zytomegalie-Virus-Infektion, zerebrale xdplasmose und Kryptokokken-
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Meningitis zu nennen, aber auch Schéadel-Hirn-Trgukilehol- oder Drogenmissbrauch und
Depressionen. Zusatzlich ist eine FremdanamnesePeosonen aus dem Alltag des HIV-
Patienten wichtig, da Patienten ihre neurokogniti¥&higkeiten héaufig falsch einschatzen
(Arendt & Nolting, 2012).

Anfangs wurde HIV-Demenz mit einem Screening-Tdstn Mini Mental Status Test, der
auch fur Morbus Alzheimer verwendet wird, diagrnastit. Da die Alzheimer Erkrankung
eine kortikale Demenz ist, stellte sich dieser Bésthicht spezifisch genug fur die Diagnostik
einer subkortikalen Demenz heraus. Power und Mitgb entwickelten 1995 einen ebenso
schnellen und einfach durchzufihrendeedside Screening Test, die HIV-Demenz Skala
(HDS) (Poweret al, 1995). Die HDS setzt sich aus vier Einheiten ausan: der Analyse a)
der Aufmerksamkeit, b) der psychomotorischen Gesuiligkeit, c¢) der visuellen
Raumvorstellung und d) des Gedachtnisses. Dabedenem) die Fehlerrate bei anti-
sakkadischen Augenbewegungen, b) die Zeit, dieds Aufschreiben des Alphabetes
bendtigt wird, c) die Zeit, die fur das Abmalenesrperspektivischen Wirfelbildes bendtigt
wird und d) das Wiedergeben von vier vor Beginn @ests genannten Begriffen, gemessen
(Poweret al, 1995). Ab einer Punktzahl vanl0 ist der Patient ein Kandidat fir HAND

Die Weiterentwicklung der HDS, die internationalerenz Skala (IHDS), bietet ebenso die
Maoglichkeit einer schnellen Diagnose fiir HAND, &ier auch fur HIV-Patienten aul3erhalb
der westlichen Welt einsetzbar (Sacks#bral, 2005). Diese besteht aus drei Einheiten, a) die
Zeit, die fur ,Finger klopfen“fingertapping mit der nicht-dominanten Hand benétigt wird b)
die Zeit, die flr eine bestimmte Sequenzabfolged®mitnicht-dominanten Hand benétigt wird
und c) die Wiederholung von vier vor Beginn dest3egenannten Begriffen. Dabei wird
getestet a) die motorische Geschwindigkeit, b)pdychomotorische Geschwindigkeit und c)
das Gedachtnis (Sackter al, 2005).

Ist ein Patient laut Testergebnis der HDS oder IHi28Brokognitiv beeintrachtigt, wird fur
eine genaue Klassifikation eine detailliertere nesychologische Test-Batterie durchgefuhrt.
Daraus wird letztendlich deylobal deficit scordGDS) errechnet (Carest al, 2004). Diese
beinhaltet neben der Analyse von Aufmerksamkeitddshtnis und psychomotorischer
Geschwindigkeit, die auch bei der HDS/IHDS getestatden, ferner die Kategorien Lernen,
exekutive Funktionen und Sprache. Fir die Kategbeenen miussen Worter bestimmter
Kategorien gelernt werden. Um die exekutiven Fumdn zu analysieren, muss z.B. eine
Karte anhand eines Symbols oder einer Farbe andeaeten mit diesen Symbolen und
Farben zugeordnet werden. Die Wortflussigkeit wjamessen, indem ein Patient so viele

Frichte oder Gemusesorten wie moglich innerhallereliestimmten Zeit nennt. Ab einer
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Punktzahl von> 0,5 ist ein Patient neuropsychiatrisch beeintigthtDie genauen

angewendeten Tests sind in Kapitel 2.2.1 in Matend Methoden aufgefuhrt.

1.4 Dopamin

Das dopaminerge System wird in Kapitel 1.4.2 dietaier beschrieben. Zunachst soll die

Interaktion von Dopamin und HIV erlautert werden.

1.4.1 Rolle von Dopamin in der Pathogenese der HIVhfektion

Wie in Kapitel 1.2.1 erwahnt, spielt Dopamin waldener HIV-Infektion und der
Pathogenese von HAND eine essentielle Rolle. Sertrgp41-positive Zellen in Gehirnen
von AIDS-Patienten mit Enzephalitis hauptsachlioshden Dopamin-reichen Basalganglien
wie z.B. dem Globus pallidus, dem Striatum, demIdinas und der Substantia nigra auf
(Kure et al, 1990).

Die Rolle des dopaminergen Systems wahrend derlkiidéktion wird kontrovers diskutiert.
HIV-Patienten zeigen zum einen Symptome, die ané eéfypoaktivitdit des dopaminergen
Systems schliel3en lassen, wie z.B. Bradykinesiggokipesie, Tremor, Depressionen und
Apathie (Koutsilieri et al, 2002c). Zum anderen treten Symptome auf, die e&oé
Hyperaktivitat des dopaminergen Systems zuriickzefulsind; diese sind z.B. Manie und
Psychosen.

In AIDS-Patienten wurde eine geringere intrazetllRopamin-Konzentration im Vergleich
zu nicht-infizierten Probanden im Nucleus caudatashgewiesen (Sardat al, 1996). Die
Dopamin-Konzentration ist in HIV-Patienten auchaimderen Gehirnbereichen wie z.B. dem
Putamen, dem Globus pallidus und der Substantia nvigrringert (Kumaset al, 2009). In
den Gehirnregionen, in denen die hdchsten Virtehaswftraten, fand auch die groRi3te
Reduktion von Dopamin statt (Kumat al, 2009). Alle eben genannten Gehirnbereiche
gehoren zu den Basalganglien. Die Basalganglied basonders reich an dopaminergen
Neuronen und sind malR3geblich an der Regulatiorvidorik (M. Bear, 2007), aber auch an
exekutiven und kognitiven Funktionen, beteiligt &@viel, 2000). Zu den exekutiven
Funktionen gehdren Antrieb, Initiative, Planen, Sjpoeitat, Setzen von Prioritdten und
Affekt, zu den kognitiven Fahigkeiten gehotren sarache, Wahrnehmung, Problemlésung
und Aufmerksamkeit. In der Substantia nigra von HA&tienten wurde zudem eine
erhebliche neuronale Degeneration nachgewieseh ¢ltal, 2000). Zusatzlich ist in HIV-

Patienten eine Reduktion des Gesamt-Volumens dasrSeauffallig, die in HIV-Demenz-
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Patienten starker als in nicht-dementen HIV-Patierdusgepragt ist (Aylwaret al, 1993).
Dies legt eine allgemeine Gehirn-Atrophie nahe (ardet al, 1993).

Zudem wurde in SlV-infizierten Rhesusaffen im Putamim Hippocampus und im
Frontalkortex eine geringere intrazellulare Dopaonzentration im Vergleich zu nicht-
infizierten Tieren nachgewiesen (Czebal, 2001; Schelleet al, 2005). Neuropathologische
Veranderungen in Dopamin-reichen Gebieten (Glokalkdps und Substantia nigra) treten
nicht nur bei HIV, sondern auch bei SIV auf und gyelmit einer Reduktion von Dopamin
einher (Czubet al, 2004; Marcarioet al, 2004). Zur Kompensierung des intrazelluléaren
Dopamin-Verlustes wurden SlV-infizierte Rhesusaffdgrarmakologisch mit Medikamenten
behandelt, die die Dopamin-Verfluigbarkeit erhdoheres dfihrte zu einer signifikanten
Inhibierung der Aktivitdt der Monoaminoxidase A uml (Czub et al, 1999), die eine
Erhéhung der Dopamin-Verfugbarkeit im Putamen zotg& hatte (Czubet al, 2001).
Allerdings fuihrte diese Behandlung zu einer Verschterung der Neuropathologie und zu
einer Beschleunigung der Infektion (Czabal, 2004). Besonders in den Dopamin-reichen
Basalganglien in SIV-infizierten und behandeltefeAfwaren diese Prozesse relevant (Czub
et al, 2004).

Des Weiteren ist im Liquor von Therapie-naiven HPdtienten wahrend der
asymptomatischen Infektion eine erhbhte Dopaminz€otration vorhanden (Schellet al,
2010).

Es ist bekannt, dass Drogen wie MethamphetamineKhkain die extrazellulare Dopamin-
Konzentration erhéhen. Purohit und Shurtleff besitden zudem, dass bei HIV-Patienten, die
Drogen konsumieren, der Schweregrad der Infektientldher ausgepragt ist als bei
Patienten ohne Drogenkonsum (Purdtitl, 2011). In diesen HIV-Patienten tritt signifikant
haufiger eine HIV-Enzephalitis auf (Davieet al, 1997). HIV-Patienten, die
Methamphetamine konsumierten, zeigten auch sigmfikhaufiger neuropsychologische
Defizite als HIV-Patienten ohne DrogenmissbraucipiBthet al, 2004). Auch war die Blut-
Hirn-Schranke in einem HIV-Patienten, der Methamamene und Kokain konsumierte,
besonders nahe der Basalganglien zusammengebr@d¢airet al, 2001).

Wahrend der HIV-assoziierten Demenz sind auch Wokeede in der subkortikalen
Stoffwechselaktivitat auffallig. In HIV-Patientermi AIDS-Stadium zeigte sich in den
Basalganglien und im Parietallappen ein Hypermédistbas, der nach sechs Monaten starker
ausgepragt war (Hinkiret al, 1995). Der Hypermetabolismus ist moglicherweise e
Mechanismus, um die neuronale Dysfunktion, die dat Zeit auftritt, zu kompensieren

(Levine et al, 2009). Am Anfang der HIV-Demenz tritt ebenso esubkortikaler
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Hypermetabolismus im Thalamus und den Basalgangheinfortschreitender Krankheit ein
kortikaler und subkortikaler Hypometabolismus a@Rbitenberget al, 1987). HIV-Patienten
weisen in der Substantia nigra im Gegensatz zu rktbem auch eine Dysfunktion auf, wie
von Obermann und Mitarbeitern mit einer Ultraschaitersuchung herausgefunden wurde;
diese war mit geringeren Dopamin-KonzentrationerLigquor, geringeren CD4Zellzahlen
und schlechterem Abschneiden in einem neuropsyglsaloen Test assoziiert (Obermagin
al., 2009).

Ein schnelleres Auftreten von neurologischen Symmgto wurde auch in Murinen
Leukadmievirus (MLV)-infizierten Ratten beobachtelije mit einer Substanz, die die
Dopamin-Verfuigbarkeit erh6ht, behandelt wurden.sBi®atten zeigten ebenso eine erhdhte
Viruslast im ZNS (Czulet al, 1999). Eine weitere Beobachtung stitzt die Vdestiterung
der intrazerebralen Infektion durch dopaminerge aédellung, namlich die erhdhte TNF-
MRNA-Expression in Gehirnen von SlIV-infizierten Rheaffen mit erhéhter Dopamin-
Verfugbarkeit (Czulet al, 2004).

In vitro-Studien geben ebenso Hinweise auf eine InteraktboonDopamin und HIV bzw. auf
den Einfluss von Dopamin auf Neuronen (zusammesgefa (Koutsilieriet al, 2002b)). So
aktiviert Dopamin HIV in chronisch infizierten ACB-Zellen (Schelleret al, 2000). Die
Aktivierung wurde durch einen Mechanismus ausgeldst oxidativen Stress beinhaltet, da
die Zugabe der Antioxidantien Glutathion oder N-Bt®ystein die Aktivierung von HIV
durch Dopamin verlangsamte (Schelletr al, 2000). Tatsachlich wurden Hinweise auf
oxidativen Stress in Gehirnen von HIV-Demenz-Patienm Gegensatz zu nicht-dementen
HIV-Patienten gefunden, die durch erhdhte NitragymeKonzentrationen gekennzeichnet
waren (Bovenet al, 1999). Es ist bekannt, dass Dopamin rasch augkidnd dadurch
oxidativen Stress verursacht, was zur SchadigungNeuronen beitragt.

Dopamin stimuliert zudem die Expression von HN\Jurkat-Zellen tber die Aktivierung von
NF-«xB (Rohr et al, 1999). Rekombinantes TN¥-nduziert die Expression von HIV in
chronisch infizierten Zellen (Folket al, 1989), endogenes TNk-reguliert ebenso die
Transkription von integriertem HIV in chronisch igierten Zellen hoch (Polet al, 1990).
Die TNF-u-Expression war auch in Gehirnen von SlIV-infiziarRhesusaffen erhéht, die mit
Medikamenten behandelt wurden, die die Dopamin{grérkeit erhéhen (Czubkt al,
2004).



1 EINLEITUNG | 23

1.4.2 Das dopaminerge System

Der Neurotransmitter Dopamin wurde zum ersten M@&9lvon Avid Carlsson beschrieben,
der dafiir mit dem Nobel-Preis ausgezeichnet wu@gl¢son, 1959). Dabei handelt es sich
um ein biogenes Amin, das neben Noradrenalin urréedin zur Gruppe der Katecholamine
gehort. Katecholaminerge Neuronen sind durch dasharmlensein des Enzyms Tyrosin-
Hydroxylase charakterisiert. Dopamin ist ein sogdaolierender Neurotransmitter und besitzt
sowohl exzitatorische (erregende) als auch inhiisitbe Funktionen. Im ZNS kommt er vor
allem als Neurotransmitter und als Intermediat der Noradrenalin-Synthese vor. Im
peripheren Nervensystem ist Dopamin sowohl bei MNeradrenalin- als auch bei der
Adrenalin-Synthese als Zwischenprodukt vorhanded teguliert dort die Durchblutung
innerer Organe.

Es spielt eine essentielle Rolle im Belohnungs-&ystYokel & Wise, 1975), was wiederum
fur elementare Prozesse wie z.B. Essen, TrinkenFangbflanzung wichtig ist (Arias-Carrion
et al, 2010). Zudem ist Dopamin fur die Motorik, Motii@at, Gedachtnis, Aufmerksamkeit,
Lernen und Suchtverhalten unerlasslich (Philgpsal, 2008; Smith & Villalba, 2008). Fur
die Regulation dopaminerger Signalwege sind dieaBasglien von zentraler Bedeutung, die
im Folgenden naher betrachtet werden.

Neuronen, in denen Dopamin synthetisiert wird, vwardopaminerge Neuronen genannt. Sie
kommen im ZNS hauptsachlich im Mittelhirn, im Zwhenhirn und im Riechkolben vor. Die
Somata (Perikaryi) der Nervenzellen befinden sigbptsachlich in der Substantia nigra pars
compacta, der Area tegmentalis ventralis (VTA) dedretro-rubralen Region (Arias-Carrion
et al, 2010). Von dort projizieren die dopaminergen Neen in Bereiche des Zwischen- und
GroR3hirns hinein, in denen sich die Synapsen dgamdmergen Neuronen befinden. Die
Synapsen liegen v.a. im Striatum, in der Amygddar{delkern), im Hippocampus und im
Frontallappen.

Im ZNS gibt es acht dopaminerge Signalwege, vieodaspielen eine Ubergeordnete Rolle
und sind im Review von Arias-Carri@t al. zusammengefasst (Arias-Carriehal, 2010).
Das nigrostriatale System entspringt der Substagiaa pars compacta und projiziert v.a. in
das Striatum. Dieser Verarbeitungspfad ist an damtidlle von willkirlichen Bewegungen
beteiligt und ist Teil des sodpasal ganglia motor loop§Smith & Villalba, 2008). Dieses
System ist haufig beim Auftreten von hypokinetisti{bewegungsarmen) Symptomen von
Morbus Parkinson betroffen (Bjorklund & Dunnett, 0Z). Das mesolimbische System
entspringt der Area tegmentalis ventralis (VTA) wnrdjiziert in das limbische System, also

v.a. die Amygdala, den Hippocampus und den Nuclewsumbens. Es ist das
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Belohnungssystem, das bei zu geringer AktivitatAniriebs- und Lustlosigkeit fuhrt. Bei
Einnahme von Substanzen wie z.B. Kokain oder Angrhaten und bei natirlichen
Belohnungen wie z.B. Essen wird dieser Signalwemuiert (Baik, 2013; Nestler &
Carlezon, 2006). Das mesokortikale System entspangh der VTA und projiziert zum
Frontallappen. Dieses ist fur exekutive Funktionem Motivation von Bedeutung (Arias-
Carrionet al, 2010). Das tuberoinfundibulére System geht vomd#yalamus aus und zieht
zum Hypophysenvorderlappen. Dort wird die Freisegzuon Prolaktin und daher bspw. die
Milchsekretion gehemmt.

Wichtige Schritte der Synthese und des Abbaus vapainin in einer dopaminergen Synapse
sind in Abb. 1.4 dargestellt.
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Abb. 1.4: Synthese und Abbau von DopaminA: Dopamin wird ausgehend von L-Tyrosin Uber das
Intermediat L-DOPA synthetisierB: Der Abbau von Dopamin erfolgt Giber die IntermealiBXOPAC oder 3-

MT zu HVA. Quelle: http://de.wikipedia.org/wiki/D@min, http://de.wikipedia.org/wiki/Catechol-O-
Methyltransferase.

Die Vorstufe von Dopamin ist die nicht-essentiéleinosdure L-Tyrosin, die auch aus der
essentiellen Aminosaure Phenylalanin gebildet werdlann. L-Tyrosin wird durch die
Tyrosin-Hydroxylase zu L-DOPA (L-Dihydroxyphenylaia) hydroxyliert. L-DOPA wird
mit der aromatischen L-Aminosaure-Decarboxylase &4 zu Dopamin decarboxyliert und
mit dem VMAT (vesicular monoaminotransporjein Speichervesikel gepumpt und dort
gelagert (Allenet al, 2013; Moriyamaet al, 1993). Der Geschwindigkeits-limitierende
Schritt in der Dopamin-Synthese ist die Umwandlwan L-Tyrosin zu L-DOPA. Die
Dopamin-Synthese kann durch synaptisches Dopamirengmt werden, was auch als

Endprodukt-Hemmung bezeichnet wirDie Freisetzung von Dopamin geschieht durch
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Exozytose oder einen reversen Transport durch dgpamin-Transporter (DAT). Dopamin
gelangt schlieBlich Uber den synaptischen Spaldem Rezeptoren des postsynaptischen
Neurons und leitet so Informationen weiter. Zur m#igung der Signalibertragung kann
Dopamin mit dem DAT wieder in die prasynaptischdl&Zeaufgenommen, metabolisiert
werden oder wegdiffundieren (siehe Abb. 1.5).

Tyrosin

l

L-DOPA

Reserpin,

Amphetamin Dopam|n MAO-B DOPAC
ATP ’g
Dopamln
2 H+
4
ADP + P, l VMAT

Mitochondrium

° DAT )
<—— Kokain,
. .' l/ Amphetamine
L] ° [ ] . [ ]
[] [] L ° L] ¢ ° = Na+
°, o o DopaminNa
' o* ¢ \

G, Effektor G,

second messenger ——> Zelluldre Effekte

Abb. 1.5: Dopaminerge Synapse.Schematische Ubersicht (iber die Synthese, die cBgreing, den
Metabolismus von Dopamin und der Effekt auf nachbakete Neuronen und Gliazellen.

Im ZNS erfolgt der Abbau von Dopamin hauptsachticinch die intrazellular vorkommende
Monoaminoxidase (MAO) durch Desaminierung zu 3#ydroxyphenylessigsaure
(DOPAC). Dies wird anschlieBend mit der CatechdiA&hyltransferase (COMT), die
hauptséachlich in Astrozyten vorkommt, zu Homovamsidure (HVA) methyliert (Westerink,
1985).

Die dopaminerge Neurotransmission findet durch Bingdvon Dopamin an Rezeptoren der
postsynaptischen Zelle statt. Alle Dopamin-Rezept@ind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
(Missale et al, 1998). Die Dopamin-Rezeptoren (DR) wurden anhaiider
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pharmakologischen und biochemischen Eigenschafteawei Hauptgruppen eingeteilt:;D
und D»-Rezeptoren. DRDPund DRDE gehéren zur Gruppe der;{Rezeptoren und wirken
exzitatorisch auf das Neuron (Emiliet al, 1999). Durch die Bindung des Liganden an den
Rezeptor wird ein stimulatorisches G-Proteins-Feotein) aktiviert. Dieses stimuliert das
Enzym Adenylatzyklase, das fur die Synthese desursklten Botenstoffs zyklisches
Adenosin-Monophosphat (cAMP) aus AdenosintriphospltATP) verantwortlich ist
(Kebabian & Calne, 1979). cAMP aktiviert die Protéhase A, die essentiell fur die
Phosphorylierung zellularer Enzyme und Natrium-Kanid damit deren Offnung ist. Somit
kommt es zu einer Depolarisation des Neurons, etstednh ein exzitatorisches
postsynaptisches Potential (EPSP).

DRD;, DRD; und DRD, gehdéren zur Gruppe der,{Rezeptoren und verursachen eine
Hyperpolarisation des postsynaptischen NeuronsclbiBindung des Liganden an den
Rezeptor wird ein inhibitorisches G-Protein -f&otein) aktiviert, die Adenylatzyklase
inhibiert und ein IPSP (inhibitorisches postsynsqiies Potential) ausgeldst. Dies hat die
Aktivierung von Kalium-Kanalen zur Folge, das Rubimtial wird demzufolge stabilisiert
(fur eine Ubersicht Giber Dopamin-Rezeptoren sig¥isgale et al, 1998; Valloneet al,
2000)).

DRD; kommt v.a. in Striatum und dem Nucleus accumbens zudem im Kortex und im
Tuberculum olfactorium (Mengoet al, 1991; Takahashi, 2013). Der ebenfalls exzitatbris
wirkende DRI wird im Hippocampus und in der Amygdala exprimi@fteador-Woodruffet
al., 1994).

DRD; ist abundant u.a. im Nucleus accumbens und dest&utita nigra vorhanden (Vallone
et al, 2000).DRD; und DRD werden hauptsachlich in Regionen des limbischestefys
exprimiert. DRI tritt im Nucleus accumbens, Thalamus und Cerefvellmd DRD v.a. im
Hippocampus auf (Amygdala, Frontallappen) (Chkoial, 1995; Meador-Woodrufet al,
1994; Suret al, 2012).

Dopamin-Rezeptoren werden auch aul3erhalb des ZNfregrt. In der Peripherie kommt
hauptsachlich DRpvor und dort v.a. in der Niere und im vaskularest&m (Valloneet al,
2000). Zudem werden alle Dopamin-Rezeptoren auledelles Immunsystems z.B. in T-
Zellen, B-Zellen und Monozyten exprimiert (McKenegtal, 2002; Ostadalet al, 2004).
Dopamin und Dopamin-Rezeptoren auf Lymphozyten send der Regulation von
zytotoxischen T-Zellen, regulatorischen T-Zelleer &roliferation und Differenzierung von
Lymphozyten und der Expression bestimmter Zytokoeeiligt (Bergquistet al, 1994;
Besseret al, 2005; Cosentinet al, 2007; Kipniset al, 2004; Saheet al, 2001). Einige
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neuropsychologische Erkrankungen sind mit einerr@ydation von Dopamin-Rezeptoren
und mit verdnderten Dopamin-Konzentrationen assdziso wurde gezeigt, dass Parkinson-
Patienten im Gegensatz zu gesunden Personen didbteerDichte - und D-&hnlicher
Dopamin-Rezeptoren auf Lymphozyten und SchizopbkrBraitienten eine erhdohte DRD
MRNA-Expression auf Lymphozyten aufweisen (Barbantal, 1999; Meador-Woodrufét

al., 1994; Zvareet al, 2005).

Die extrazellulare Dopamin-Konzentration wird ha#mhlich von DAT reguliert. Dieser ist
ein integrales Membran-Protein und gehdrt zur Hender solute carrier molecule family
(SLC). Diese Transporter spielen eine wichtige &aoll der Regulation der Neurotransmitter-
Homoostase (Giros & Caron, 1993). Das humdeteGen besteht aus 15 Exons und ist 64 kb
lang. Das Protein besteht aus 620 Aminosauren. Diimt zwei Natrium-lonen und ein
Chlorid-lon zusammen mit Dopamin aus dem extralm Raum auf, transportiert diese in
die Zelle und beendet daher die dopaminerge Traassom (Giroset al, 1996; Kristenselet

al., 2011). AulRerhalb der Zelle herrscht eine hoheitdakonzentration, innerhalb der Zelle
eine niedrigeDie treibende Kraft des Transportes ist somit denzéntrationsgradient bzw.
der elektrochemische Potentialunterschied, der hdurdatrium-Kalium-ATPasen
aufrechterhalten wird (Uhl, 2003). DAT kann, wieeoberwéahnt, aber auch die Freisetzung
von Dopamin bewirken; so ist der Transporter auohdie dendritische Freisetzung von
Dopamin wichtig (Falkenburget al, 2001). Er wird hauptséchlich in Dendriten und Ao
exprimiert, v.a. aul3erhalb der Synapsen (Kristeesah, 2011).

DAT spielt eine Rolle in einigen Erkrankungen, di einer pathologischen Veranderung
des dopaminergen Systems einhergehen (z.B. das etkgamkeits-Defizit-Syndrom
(ADHS), Morbus Parkinson, Tourette Syndrom) (Jigtral, 2010; Krause, 2008; Varrone &
Halldin, 2010). Deshalb ist DAT Ziel diverser Medikente zur Behandlung dieser
Erkrankungen, ebenso wirken PsychostimulantienkKakain und Amphetaminen am DAT
(Kristenseret al, 2011).

Die Dichte von Dopamin-Rezeptoren und des — Tramspobzw. die Aktivitdt der Enzyme,
die fur die Synthese oder den Metabolismus von Bwpaverantwortlich sind, ist von
Mensch zu Mensch unterschiedlich und von bestimniaktoren abhangig. Zum Beispiel
spielen Kompensationsmechanismen eine Rolle. Bigeldristig erhéhter Dopamin-Spiegel,
der durch Methamphetamine induziert wird, fuhringuronalen Zellkulturen dazu, dass D
Rezeptoren herunterreguliert werden (Benredttal, 1998). Fur die generelle Rezeptor-
Dichte, Enzym-Aktivitdt oder Expression des Tramggs eines Menschen sind genetische

Faktoren verantwortlich. So wurden genetische Pohptismen in synaptischen Elementen
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identifiziert, die in die dopaminerge Transmissiowolviert sind; diese regulieren die
Expression des jeweiligen Elements und beeinflusseshalb die dopaminerge

Neurotransmission.

1.4.3 Genetische Polymorphismen, die die dopaminerdNeurotransmission beeinflussen

Genetische Untersuchungen nehmen in der Erforscti@nBathogenese neuropsychiatrischer
Erkrankungen immer mehr zu (Caspi & Moffitt, 2006)er sind v.a. Krankheiten zu nennen,
die mit einem veranderten Dopamin-Haushalt zusarhéregen wie z.B. Schizophrenie,
Morbus Parkinson, Depressionen und ADHS. Als Gegensderzeitiger Forschungen sind
v.a. der Wachstumsfaktdrain derived neurotrophic factdiBDNF), das Enzym COMT, der
DAT und die Dopamin-Rezeptoren. Auf genetische folgphismen im Allgemeinen wurde
in Kapitel 1.1.5 naher eingegangen. Nun sollen molphismen, die die dopaminerge
Neurotransmission beeinflussen, naher beschrieleeten.

Der SNP des DRPPolymorphismus liegt in der 3'-untranslatiertengit@ (3-UTR) des
drd,-Gens. In gesunden Personen fuhrt das Al/A2-Allelemer geringeren Dichte des
Rezeptors im Striatum (Jonssenal, 1999; Pohjalainest al, 1998). Heterozygote Personen
zeigen auch eine erhodhte striatale Aktivitdit deAADC, vermutlich also eine erhdhte
Dopamin-Verfligbarkeit (Laakset al, 2005). A1/A2-Trager haben des Weiteren zudem ein
erhodhtes Risiko, an Depressionen und bipolareruBgién zu erkranken (Zhaweg al, 2014).

Der DRDs-Polymorphismus liegt im ersten Exon d#igl-Gens und umfasst einen
Aminosaure-Austausch von Serin zu Glyzin. Das @h&ilel des Polymorphismus wurde
mit einer kognitiven Beeintrachtigung in HIV-infesten Personen, die Methamphetamine
konsumieren, assoziiert (Gupgd al, 2011). CHO-Zellen, die homozygot fur Glyzin sind,
zeigen zudem erhohte Dopamin-Bindungsraten (Luons& Turpin, 1996).

Der DRD-VNTR liegt in der dritten zytoplasmatischen Scldader kodierenden Region des
Gens (im dritten Exon). Dieser Polymorphismus bests einem 48 bp Fragment, das
zwischen 2 und 11 Mal wiederholt wird (Dirgg al, 2002). Das 7-repeat-Allel hatte andere
pharmakologische Eigenschaften als das 2/4 und/daspeat-Allel, wenn es in COS-Zellen
exprimiert wurde (Van Toét al, 1992). Junge Erwachsene mit mindestens einerekabgs 7-
repeat Allels des DRPVNTR zeigen im Vergleich zu anderen Allel-Tragehn@ufiger
promiskes Verhalten (Garcet al, 2010) und eine reduzierte Inhibitionskontrolleo{@don

et al, 2008). Zudem zeigen lIsraelis mit mindestens eiftgie des 7-repeat-Allels haufiger
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novelty seekingyerhalten im Gegensatz zu Personen mit anderent@sn (Ebsteiret al,
1996).

Der DAT VNTR liegt in der 3'-untranslatierten Regiq3'-UTR) desslc6a3Gens auf
Chromosom 5p13.3 und besteht aus einem 40-bp Fraguhes in einer drei bis 11-fachen
Wiederholung vorliegt (Vandenberglet al, 1992). Es wurden in Einwohnern der
Elfenbeinkiste bis zu 16 Wiederholungen gefundeant&ito et al, 2008). In diesem
Polymorphismus ist die Aminoséure-Sequenz nichéingert. Das 10/10-repeat Allel wurde
mit einer geringeren Dichte von DAT-Bindungsstelilemd ADHS assoziiert (Hawet al,
2005; van de Giessest al, 2009; Waldmaret al, 1998).

Im comtGen wurde ein SNP nachgewiesen, der einen Amimesaustausch von Valin zu
Methionin beinhaltet, der COMT 108/158VaMet-Polymorphismus. Das Met-Allel fihrt zu
einer drei- bis vierfach verringerten Enzymaktivitder COMT und zu erhohter
Thermolabilitat und somit zu einer erhdhten DopaWanfligbarkeit (Lachmaret al, 1996).
Schizophrenie-Patienten und gesunde Personen mitMigt-Allel zeigten bessere kognitive
Funktionen als Patienten bzw. Personen mit and8sgrotypen des COMT-Polymorphismus
(Bilder et al, 2002).

Ein wichtiger Faktor fur die synaptische Plastizi@so die Veranderung der Elemente der
Synapse, ist BDNF. Es wird von Neuronen und niéhtranalem Gewebe (wie z.B. Muskeln)
sezerniert und ist essentiell fur das Wachstum dad Uberleben von dopaminergen
Neuronen (Hymaret al, 1991) und fur die Regulation der Expression véRDb und DRD
(Do et al, 2007; Guillinet al, 2003). Es spielt auch in SIV-infizierten Rhesuakdken eine
Rolle: durch die Erhohung der Proteinexpression BBINF konnte das Auftreten von
Dopamin-Defiziten verhindert werden (Meisnet al, 2008). Das Met-Allel des BDNF-
Polymorphismus wurde mit einem schlechteren Gedihind einer abnormalen Funktion
des Hippocampus assoziiert (Eganhal, 2003). Zudem fanden Chen und Mitarbeiter in
Mausen, die homozygot fur das Met-Allel sind, emestorte Freisetzung von BDNF aus
Neuronen (Cheet al, 2006).



1 EINLEITUNG | 30

1.5 Zielsetzung der Dissertation

In dieser Arbeit wurde der Zusammenhang zwischepabon und der HIV-Infektion ebenso
wie die Bedeutung von Dopamin in Bezug auf die Imakiivierung wahrend der HIV-
Infektion untersucht. Das Hauptziel dieser Arbeitarw die Identifizierung des
pathogenetischen Mechanismus, der zu einer erh@dpamin-Konzentration im Liquor von
HIV-Patienten fihrt. So kdnnte die erhdhte DopaMearfliigbarkeit im Liquor von HIV-
Patienten nicht direkt durch das Virus, sonderrchlWirtsfaktoren bedingt sein. Die priméare
Hypothese war es, herauszufinden, ob dieses Phandareh Unterschiede in genetischen
Polymorphismen hervorgerufen wird, die die dopamgaeNeurotransmission beeinflussen.
Zudem wurde angenommen, dass verschiedene Genatygser Polymorphismen in HIV-
Patienten und nicht-infizierten Personen mit umeedlichen Haufigkeiten auftreten.
Genotypen, die eine erhohte Dopamin-Verfugbarkaithnsich ziehen, kdnnten aul3erdem
einen ungunstigen Einfluss auf die HIV-Infektiorbka im Gegensatz zu Genotypen, die zu
einer geringeren Dopamin-Verfiugbarkeit fiuhren. Um erforschen, ob Faktoren wie der
Subtyp von HIV, die Art der Transmission, das Gésuft und Umweltfaktoren eine Rolle
spielen, wurde sowohl Patientenmaterial von eineutgsthen, als auch von einer
sudafrikanischen Kohorte analysiert.

Zusatzlich wurde der Einfluss von verschiedenenaBgren dieser Polymorphismen auf die
Immunaktivierung analysiert, da der Aktivierungsssades Immunsystems ebenso eine
wichtige Rolle in der Progression der HIV-Infektigpielt. Eine mogliche Ursache fur die
Auspragung der Immunaktivierung ist der genetisc¢tiatergrund der HIV-Patienten.
Deshalb wurden genetische Polymorphismen, die aimunaktivierung beeinflussen, in
deutschen und sudafrikanischen HIV-Patienten unbtsinfizierten Personen analysiert und

mit der Immunaktivierung korreliert.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 MATERIAL

Chemikalien und Lésungen

Bezeichnung Firma, Firmensitz Katalognummer

Agarose NEEO Ultra Roth, Karlsruhe 2267.3

Qualitat

Ammoniumsulfat Roth, Karlsruhe 5606.1

Beta-Mercaptoethanol AppliChem, Darmstadt A1108®250

Bromphenolblau AppliChem, Darmstadt A3640.0010

Bovines Serumalbumin Roth, Karlsruhe 3737.2

(BSA)

Calciumchlorid Merck, Darmstadt 1.02384.0100

Diethyldicarbonat (DEPC) Roth, Karlsruhe T143.1

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem, Darmstadt A360200

Dinatriumhydrogenphosphat  Roth, Karlsruhe 4948.1

dNTPs (100 mM each) Promega, Mannheim Uu1240

Essigsaure AppliChem, Darmstadt A0820.2500

Ethanol, p.a. (99,5 %) Roth, Karlsruhe 5054.5

Ethidiumbromid 1 %-Ldsung AppliChem, Darmstadt A21H.00

Ethylendiamintetraessigsaureéroth, Karlsruhe CNO06.3

(EDTA)

Fluorescein Calibration Dye BioRad, Minchen 170-8780

(1 mM)

Fotales Rinderserum (FBS) Life Technologies, 10270-106 (Gibco)
Darmstadt

Gelred VWR International, 41003 (Biotium)
Darmstadt

Glycerin wasserfrei AppliChem, Darmstadt A3552.2500

Histopaque-1077 (Ficoll) Sigma-Aldrich, 10771
Taufkirchen

Kaliumchlorid Roth, Karlsruhe 6781.1

Kaliumhydrogenphosphat Roth, Karlsruhe 3904.1

L(+)-Glutamin Roth, Karlsruhe 3772.1

BD FACS Lysepuffer Becton-Dickinson, 349202
Heidelberg

Magnesiumchlorid Roth, Karlsruhe 2189.1

Natriumchlorid Roth, Karlsruhe 3957.2

Natriumhypochlorit Roth, Karlsruhe 9062.1

Penicillin (Infectocillin Infectopharm, Apotheke des Klinikums der

parenteral 10 Mega) Heppenheim Universitat Wirzburg

2-Propanol Roth, Karlsruhe 6752.4

Roti-Histofix 4 % Roth, Karlsruhe P087.5

(Paraformaldehyd)

RPMI 1640 Life Technologies, 21875-091 (Gibco)
Darmstadt

Salzsaure 37 % AppliChem, Darmstadt A0659.2500

Streptomycin Salz Sigma-Aldrich, S6501

Taufkirchen
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Roth, Karlsruhe 5429.1

aminomethan (TRIS)
Trypanblau-Lésung

Sigma-Aldrich,

Taufkirchen

93595 (Fluka Analytical)

Tween 20 AppliChem, Darmstadt A1389.0500
Xylencyanol Sigma-Aldrich, X4126
Taufkirchen
Enzyme und Reaktionspuffer
Bezeichnung Firma, Firmensitz Katalognummer

TaqDNA Polymerase (5 U/ul)
Taq2x Mastermix
Magnesiumchlorid (25 mM)
Ncol (10 U/ul)

Nlalll (10 U/ul)

Taqul (20 U/ul)

Eco72I (10 U/ul)

Misl (5 U/ul)

Pvull (10 U/ul)
Mboll (5 U/ul)

Maelll (2 U/ul)
Puffer rot (10x)
Puffer blau (10x)
Puffer griin (10x)
Puffer Tango (10x)

Puffer 4
BSA (10 mg/ml)

Thermo Scientific,
Dreieich

NEB, Frankfurt

NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt
Thermo Scientific,
Dreieich
Thermo Scientific,
Dreieich

NEB, Frankfurt
Thermo Scientific,
Dreieich
Roche Biocompare
Basel, Schweiz
Thermo Scientific,
Dreieich

Thermo Scientific,
Dreieich

Thermo Scientific,
Dreieich

Thermo Scientific,
Dreieich

NEB, Frankfurt
NEB, Frankfurt

EP0282 (Fermentas)

M0270S

B9021S

0193S

R0125S

R0149S
ERO0361 (Fermentas)
ER1212 (Fermentas)

R0O151S
ERO0821 (MBI Fermentas)

10822248001

z.B. in ER1212 enthalten
z.B. in ER0821 enthalten
z.B. in ER0631 enthalten
z.B. in ER0361 enthalten

z.B. in R0149S enthalten
B9001S

Kits

Bezeichnung

Firma, Firmensitz

Katalognummer

BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing PR-100

DyNaMo Color Flash SYBR
Green Kit

GenElute Gel Extraction Kit

GenElute PCR Purification Kit

iScript cDNA Synthesis Kit

Life Technologies,

Darmstadt

Biozym, Hessisch

Oldendorf
Sigma-Aldrich,

Taufkirchen
Sigma-Aldrich,

Taufkirchen
BioRad, Minchen

4337450 (Applied
Biosystems)

F-416L (Finnzymes)
NA1111

NA 1020

170-8891
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Montage Seq96 Merck Millipore, LSKS09624
Darmstadt
QIAamp DNA Mini Kit Qiagen, Hilden 51304
QIAamp MinElute Virus Spin  Qiagen, Hilden 57704
Kit
QIAGEN OneStep RT-PCR Kit  Qiagen, Hilden 210212
RNeasy Plus Mini Kit Qiagen, Hilden 74134
GrolRenstandards
Bezeichnung Detektionsbereich Firma, Firmensitz Katalognummer
O’Range Ruler 50 bp 50 bp — 1000 bp Thermo Scientific, SMO0613 (Fermentas)
DNA ladder Dreieich
GeneRuler DNA 100 bp — 10 kb Thermo Scientific, SMO0331 (Fermentas)
ladder Mix Dreieich
Primer
Name Bezugsquelle Katalognummer
Hs_ActB_2 SG QuantiTect Primer Assay Qiagen, Hilden QT01680476
Hs DRD;_1 SG QuantiTect Primer Assay  Qiagen, Hilden QT0B0Z
Hs DRD;_1 SG QuantiTect Primer Assay  Qiagen, Hilden QT@631

Alle anderen Primer wurden von Sigma-Aldrich, Tardken, bestellt (Sequenzen siehe
Material und Methoden).

Antikdrper

Bezeichnung Firma, Firmensitz Katalognummer
PerCP CD3 Becton-Dickinson, Heidelberg 345766

FITC CD8 Becton-Dickinson, Heidelberg 345772

PE Mouse Anti-Human CD38 Becton-Dickinson, Heidedpe 555460

APC HLA-DR Becton-Dickinson, Heidelberg 347403

PE Mouse IgGXk Isotype Becton-Dickinson, Heidelberg 555749
Control

APC Mouse 1gG2& Isotype Becton-Dickinson, Heidelberg 555576
Control

APC: Allophycocyanin, FITC: Fluoresceinisothiocy§nBE: Phycoerythrin, PerCPefdinin Chlorophyll A
Komplex.

ELISA-Kits
Bezeichnung Firma, Firmensitz Katalognummer
Human CCL2/MCP-1 Quantikine ELISA R&D Systems, DCPOO

Kit Wiesbaden
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Human CCL5/RANTES Quantikine ELISA R&D Systems, DRNOOB

Kit Wiesbaden

Human sCD14 Quantikine ELISA Kit R&D Systems, DC140
Wiesbaden

suPARnNostic Virogates, Birkenrgd, Nicht vorhanden
Danemark

Verbrauchsmaterial

Glas

Material Volumen Hersteller
Erlenmeyerkolben 50 ml, 250 ml Schott
Glaspipetten 5ml, 10 ml, 25 ml Brand
Messzylinder 50 ml, 100 ml, 250 ml, 1| Schott

Neubauer Zadhlkammer Marienfeld, Lauda-

Kdnigshofen
Schraubverschlussflaschen 100 ml, 250 ml, 500 ml, 1 Schott

Plastik

Material Volumen/Bezeichnung Hersteller

FACS-ROhrchen BD Falcon Becton-Dickinson,
Heidelberg, 352052

Filterspitzen SafeSeal-Tips 0,1 — 10 pl Hartenstein (FB10)

professional 2—-20ul, 1-200 pl, Biozym, Hessisch Oldendorf

100 — 1000 pl

Messzylinder 50 ml, 200 ml, 250 ml, 1 | Vitlab

Parafilm Roth, Karlsruhe

Plastikpipetten 5 ml, 10 ml (Bio-one) Greiner

Pipettenspitzen 0,5-1000 pl Roth, Karlsruhe und
Hartenstein, Wrzburg

gRT-PCR-Platten Semi-skirted 96 well PCR Peglab, 82-0900-A

plate

Reaktionsgefalle 0,2 ml Hartenstein (R02)

Reaktionsgefalie 1,5ml, 2 ml Sarstedt, Nimbrecht

ReaktionsgefalRe RNase-frei 1,5 ml, 2 ml, SafeSeal arst&dt, 72.706.400,
Numbrecht

Skalpell Ratiomed Hartenstein, Wirzburg

Sonstiges

Material Volumen/Bezeichnung/Details Hersteller

Einmalhandschuhe Nitril, Sensicare Ice Medline Bidas

Desinfektionsmittel Terralin Liquid Schilke & Ma@gmbH,

Norderstedt

Magnetrihrerstabchen 6 — 50 mm Hartenstein, Wigzbur



Optische Folie

QIlAshredder-Saulen
Sterilfilter

iICycler iQ optical tape

0,45 pm (Minisart)
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BioRad, Mban,
2239444
Qiagen, Hilden 79656
Sartorius, Harteaist

Gerate

Gerat Typbezeichnung Hersteller
Agarosegel-GieRkammer Institutswerkstatt
Agarosegel-Laufkammer Institutswerkstatt
Brutschrank C@begast Heraeus
Durchflusszytometer FACSCalibur Becton Dickinson
Eismaschine AF-10 Scotsman
Elektrophorese Power E455 Consort

Supply 3000xi BioRad

Feinwaage MC1 Analytic AC 210 S Sartorius
Gefrier- und Kuhlschranke Bosch
Geldokumentation Gel Imager Intas UV Intas

ELISA-Plattenlesegerat

Kolbenhubpipetten
Kryoeinfriergerat
Laborwaage
Lichtmikroskop
Magnetrthrer
Mikrowelle
pH-Meter
Pipettierhilfe
Sequencer
Spektrometer
Sterilwerkbank
Thermoblock
Thermocycler (PCR)
Thermocycler (QPCR)
UV-Handlampe
Vakuumpumpe
Vortexer

Waage

Wasserbad
Zentrifugen

Systeme

Vmax kinetic microplate

reader

Mr. Frosty

SBA 51

Labovert FS
Ikamag RC
Powerwave ER-200

Pipetboy comfort

3130xI genetic analyzer
Nanodrop 2000

BSB 4A
TDB 120

MyCycler

iCycler iQ

Fluotest
Membranpumpe ME 8

SBA 51
Multifuge 1 S-R

Rotina 48 R
Tischzentrifuge 5415 C

Molecular Devices

Gilson, Eppendorf
Nalgene
Scaltec
Leitz
Janke und Kunkel
Brother
Schott
Integra Bioscieace
Applied Biosystem
Peglab
Gelaire Flow Laboratories
Hartenstein
BioRad, Miinchen
BioRad, Munchen
Original Hanau
Vacuubrand
Heidolph
ScaleTec
Institutseigene Werkstatt
Heraeus
Hettich
Eppendorf

Kuhlzentrifugen Mikro 200R Hettich

Mikro 22 R

Hettich
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Software

Software Hersteller

ApE — A Plasmid Editor Wayne Davis
Cellquest Pro v4.0.2 BD Biosciences
EndNote X5 und X6 ResearchSoft
iCycler iQ optical system software v3.1 BioRad, Miian
Intas GDS Windows v3.28 Intas GmbH
Lasergene SegMan NGen 3.0 DNASTAR, Inc.
MS Office 2010 Windows Microsoft

Graph Pad Prism v4.0c fir Mac OS X Graph Pad Software, Inc.
bzw. v6.0

Sequencing analysis v5.4 Applied Biosystems
SoftMax Pro 3.0 Molecular Devices

Online Software

Online Software Anwendung Hersteller

http://www.bioafrica.net/rega- Bestimmung desUKZN, Sddafrika; University of
genotype/html/subtypinghiv. HIV-Subtyps Oxford, Grof3britannien; University of
html Pretoria, Sudafrika; Katholieke

Universiteit Leuven, Belgien

http://sierra2.standford.edu/sieBestimmung  der Stanford University, CA, USA

rra/servlet/JSierra Resistenz von HIV
http://cels.uri.edu/gsc/resourceBestimmung  der URI Genomics & Sequencing Center,
s/cndna.html Molekulzahl  bei University of Rhode Island, RI, USA

real timePCR
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2.2 METHODEN

2.2.1 Demographische Daten

In dieser Arbeit wurde Patientenmaterial von 190VHifizierten und nicht-infizierten
Personen analysiert. 83 HIV-infizierte deutschennMgn und 22 nicht-infizierte Manner
vergleichbaren Alters bzw. 66 HIV-infizierte Stdkémer und 19 nicht-infizierte Personen
wurden in die diese Arbeit eingeschlossen. Alle tBeluen waren weil3. Die Sudafrikaner
bestanden zu 82 % aus Xhosa (schwarz), 17 % warbigfund stammten von Vorfahren
verschiedener Rassen ab und 1 % war weil3. Die ikmi@itche Kontrollgruppe bestand zu
63 % aus Frauen, wahrend 64 % der HIV-Patientenbliwhi waren. Deutsche hatten
mindestens einen hoéheren Schulabschluss, stdagtkenPersonen gingen mindestens acht
Jahre zur Schule. Das Virus wurde durch Geschleetkshr tbertragen, in der deutschen
Kohorte hochstwahrscheinlich tGber homosexuellen, der sudafrikanischen Uber
heterosexuellen Kontakt. 67 % der deutschen HI\leRegn und 73 % der sudafrikanischen
Patienten standen unter antiretroviraler Theraienschen mit einer neurologischen oder
psychiatrischen Erkrankung, opportunistischen lidelen des ZNS oder diejenigen, die in
der Vergangenheit zum Drogenmissbrauch neigten, devur nicht in die Studie
eingeschlossen. Die Studie wurde nach den Richtlinder Deklaration von Helsinki
durchgefuhrt und von den Ethikkommissionen der Ersitdten Diusseldorf, Essen, Mlnster,

Stellenbosch und Kapstadt bewilligt.

Alle Personen wurden einer neurologischen Untersughund neuropsychologischen Tests
unterzogen. Diese Untersuchungen wurden fir diesdeen Patienten in den neurologischen
Kliniken der Universitats-Kliniken Disseldorf, Mites und Essen durchgefuhrt, fur die
sudafrikanischen Patienten im Department of Psychi&niversity of Cape Town und im
Department of Psychiatry, Stellenbosch Universimne potentielle neuropsychiatrische
Beeintrachtigung wurde in deutschen Personen miHiéd-Demenz Skala (HDS) (Power et
al., 1995) festgestellt. Sudafrikanische HAND-Kataden wurden mit der internationalen
HIV-Demenz Skala (IHDS) (Sacktor et al., 2005) bayem global deficit score(GDS)
(Carey et al., 2004) identifiziert (Tab. 2.1).
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Tab. 2.1: Neuropsychologische Tests und Testkateden.

Kategorie Neuropsychologischer Test

Aufmerksamkeit Mental Alternation Test (MAT), Meht2ontrol Test (MCT),
WAIS Il Digit Symbol Subtest

Verbales und Verbal: Hopkins Verbal Learning Test Revised (Shapt

Visuelles Lernen und al., 1999) HVLT

Gedachtnis Visuell: Brief Visuospatial Memory Test Revised

Psychomotorische Grooved Pegboard test (Klove, 1963)

Geschwindigkeit

Exekutive Funktionen Stroop-Color-Word-Test (Golden, 1976)

Wisconsin Card Sorting Test
Trail-Making-Test-Form B

Informationsverarbeitungs- WAIS Il Digit Symbol Subtest
geschwindigkeit Trail Making Test — Part A

Modifiziert nach (Arendt & Nolting, 2012).

Virologische und immunologische Routineanalyse

Virale Ribonukleinsaure (RNA) von sudafrikanischidt/-Patienten wurden im Tygerberg
Hospital mit dem m2000sp Abbott Sample Preparatystem (Abbott Laboratories, IL,
USA) extrahiert und mit dem Abbott m2000 Real-TiiB/-1 Amplification Reagent Kit

detektiert. In deutschen Patienten wurde die HIVARMNit dem Abbott RT/m2000 Assay
(Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Germany) analysRi¢ CD4-Zellzahl wurde mit einem

FACSCalibur Durchflusszytometer (Becton Dickinsbajtimmt.

2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Isolierung von Nukleinséuren

Die Isolierung von Nukleinsduren erfolgte nach dé&mnzip der Anionenaustauscher-
Chromatographie. Nach erfolgter Isolierung der uidduren wurde die DNA- bzw. RNA-

Konzentration mit dem Nanodrop nach Angaben destelégrs spektrometrisch bestimmit.
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Isolierung von DNA aus PBMCs

Zur Analyse von genetischen Polymorphismen wurdéA2Ns Blut isoliert. Die Reinigung
von Desoxyribonukleinsdure (DNA) aus PBMCs von s$iikianischen Patienten wurde mit
dem QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Hilden) durchgefithEs wurden ca. 0,5 - 2 x 40
PBMCs eingesetzt und nach Herstellerangaben géetibedie Elution der DNA erfolgte in
75 ul Puffer AE. Die DNA deutscher Patienten wurdeh dem Protokoll ,Isolierung von
viraler RNA* mit dem QIlAamp Viral RNA Mini Kit exthiert. Die Isolierung erfolgte aus
280 pl Zellen, es wurden 1120 ul Puffer AVL mit 2i,g Carrier-RNA und 1120 pl Ethanol
verwendet, ansonsten wurde nach Angaben des Hersteerfahren. Die DNA wurde in
40 ul Puffer AVE eluiert.

Isolierung von RNA aus PBMCs und Plasma

Die Isolierung von RNA aus PBMCs fiur die Quantiizing der Genexpression erfolgte mit
dem RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen). Es wurden c& 02 x 1§ PBMCs eingesetzt, die
Suspension wurde mit QIAshredder-Saulen homogenhigibe weiteren Schritte wurden wie
vom Hersteller angegeben durchgefiihrt, die RNA wunait 50 pl RNase-freiem Wasser
eluiert. Fur die Resistenzbestimmung von HIV wuRINA aus EDTA-Plasma mit dem
QIAamp MinElute Virus Spin Kit (Qiagen) isoliert.ny Kontamination der isolierten RNA
mit HIV-Plasmiden vorzubeugen wurde die Sicherlnat&bank tropfnass mit 5 %
Natriumhypochlorit ausgespriiht, funf min inkubiednd anschlieBend mit Terralin
ausgespruht abgewischt. Statt 200 pl Plasma wus@@nul Plasma und dementsprechend
500 pl Puffer AL mit 70 pg/ml Carrier-RNA und 625 [Ethanol verwendet. Die
Trockenzentrifugation der Membran wurde, ebensoallieweiteren Schritte, nach Angaben
des Herstellers, durchgefiihrt. Die RNA wurde mit@@uffer AVE eluiert. RNA wurde im

Rahmen von Experimenten auf Eis, ansonsten beC-§@éfagert.

Reinigung von PCR-Produkten und Isolierung von R2N# Agarose-Gelen

Die Reinigung von PCR-Produkten wurde mit dem GeteEPCR Purification Kit (Sigma-
Aldrich) durchgefuhrt und wurde fur die ReinigungnvDNA aller Polymorphismen aufl3er
den CCR5-, DAT- und DRBPolymorphismen und verwendet. Es wurde nach Aagales
Herstellers gearbeitet, auf die Zugabe von Isopropeurde verzichtet. Die Isolierung von
DNA aus Agarose-Gelen wurde mit dem GenElute Geirde€kion Kit (Sigma-Aldrich)
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durchgefuhrt und bei der Standardherstellung férelal timePCR verwendet. Dabei wurde
die DNA aus dem Gel mit einem Skalpell unter eid®¥+Handlampe ausgeschnitten und im
gel solubilization buffetbei 55°C geldst. Der weitere Ablauf erfolgte nakhgaben des

Herstellers.

2.2.2.2PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) zur speziBscAmplifikation von DNA wurde zum
einen fur die Analyse genetischer Polymorphismem MdvV-Patienten und zum anderen fir
die Resistenzbestimmung von HIV durchgefihrt. Zpti@ierung der Methode wurde eine
Gradienten-PCR mit Hybridisierungs-Temperaturenseiven 52°C und 68°C durchgefihrt.
Zudem wurde die Elongationszeit an die Lange demadeten Produkte angepasst und bei
schwachen Produkten die Zyklenzahl erhdht. Die EiRle grundsatzlich mit dem Zaq
Mastermix durchgefuhrt (NEB, Ausnahme: DRBiehe unten). Es wurden 0,4 -0,6 uM
Primer verwendet. Alsemplatediente fir die Analyse der Polymorphismen DNA, dies
PBMCs isoliert wurde, bei der Resistenzbestimmunigde das One-Step RT-PCR-Produkt
eingesetzt. Es wurden zwischen 17 und 76 ng/ul eredet. Im Folgenden sind fir jeden
Polymorphismus die Quelle, die genaue Zusammensgiter PCR, das PCR-Programm und
die Primersequenzen angegeben, ebenso wie die eRe$equenz
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/). Wenn nicht ansle#ermerkt, wurden die Primer aus der
angegebenen Quelle verwendet. Zusatzlich ist dasR-P@Gtokoll fiur die
Resistenzbestimmung dargestellt. Die PCR-Produlatelen anschlieBend entweder direkt im
Agarose-Gel analysiert (DAT1 3-UTR VNTR, DRD4 VNTRECR®32-Polymorphismus)
oder gereinigt, anhand eines Restriktionsverdaischygtten und in einem Agarose-Gel

aufgetrennt (alle anderen Polymorphismen).

2.2.2.1.1 PCRs fir die Analyse von Polymorphismen Genen der dopaminergen

Transmission

BDNF Val66Met Polymorphismus:

Das bdnfGen liegt auf Chromosom 11 (11pl13), fur das Degign Primer wurde die
Referenzsequenz rs6265 verwendet (Prosehal, 1992). Die PCR wurde folgendermalien
durchgefuhrt:
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PCR-Programm:

1x NEBTagMastermix
0,5uM BDNF Schott fwd
0,5uM BDNF Schott rev
1 ul DNAtemplate
Ad 50 pl ddHO

95°C 5 min 1x

95°C 15 sek
63,8°C 30sek  30x
68°C 30 sek

68°C 10 min  1x

BDNF Schott fwd: 5’-GCATCCCGGTGAAAGAAAGCCCTAAC-3
BDNF Schott rev: 5-GCCCCTCAGCCTTCTTTTGTGTAAC-3

COMT Val108/158Met-Polymorphismus:

Fur das Design der Primer wurde die Referenzsequet680 verwendet (Lachmaat al,

1996). DasomtGen liegt auf Chromosom 22 (22g11.2).

Zusammensetzung PCR:

1x NEBTagMastermix
0,6 uM COMT 1802 fwd
0,6 uM  COMT 2142 rev
1 ul DNAtemplate

Ad 50 ul  ddHO

PCRProgramm:

95°C 5 min 1x
95°C 15 sek

65,2°C 30sek  45x

68°C 30 sek

68°C 10 min  1x

COMT 1802 fwd: 5-GGGGGCCTACTGTGGCTAC-3
COMT 2142 rev: 5'-GCCATCTTTACACACCCATACAAGC-3’

DAT1 3*-UTR VNTR:

Das datl-Gen liegt auf Chromosom 5 (5p15.3), der Polymapius liegt im 3'- UTR des
Gens (rs28363170, (Vandenberghal, 1992)). VNTRs werden durch Amplifikation und die
anschlieBende Analyse auf einem Agarose-Gel aealy$die Primer wurden selbst designt

bzw. nach Vandenbergh modifiziert.

Zusammensetzung PCR:

1x NEBTagMastermix
0,5 uM DAT Vandenbergh fwd
0,5 uM DAT Vandenbergh rev

1 ul DNAtemplate
Ad 30 ul ddHO

PCRProgramm:

95°C 5 min 1x
95°C 30 sek

59,2°C 30sek  40x

68°C 30 sek

68°C 10 min  1x




2 MATERIAL UND METHODEN 42

Primer DAT Vandenbergh fwd: 5-TGTAGGGAACGGCCTGAGAS
Primer DAT Vandenbergh rev: 5-CTTCCTGGAGGTCACGGCARAGG -3’

Die DNA-Fragmente des DAT VNTR bestehen aus eiflebg-Sequenz, die zwischen drei
und 16-mal wiederholt wird. Das PCR-Produkt wurde sechs bis acht Stunden bei 90 Volt
in einem 2 % Agarose-Gel (siehe 2.2.2.7) aufgetreDie Fragmentlangen der haufigsten

Varianten sind hier dargestellt:

520 bp 11-repeat Allel 320 bp 6-repeat Allel
480 bp 10-repeat Allel 280 bp  5-repeat Allel
440 bp 9-repeat Allel 240 bp  4-repeat Allel
400 bp 8-repeat Allel 200 bp  3-repeat Allel

360 bp 7-repeat Allel

DRD; Taglk-Polymorphismus:

Das drd,-Gen liegt auf Chromosom 11 (11923), fur das Prdesgin wurde die
Referenzsequenz rs1800497 verwendet (Granady, 1989).

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,6 uM  DRD Schott fwd 95°C 30 sek
0,6 uM DRD Schott rev 54°C 30sek  30x
1 ul DNAtemplate 68°C 30 sek
Ad 50 ul ddHO 68°C 10 min  1x

Primer DRD Schott fwd: 5-CCGTCGACGGCTGGCCAAGTTGTCTA -3’
Primer DRD Schott rev: 5-CCGTCGACCCTTCCTGAGTGTCATCA -3’

DRD3 Ser9Gly-Polymorphismus:

Das drds-Gen liegt auf Chromosom 3 (3913.3), fiur das Prdasgin wurde die
Referenzsequenz rs6280 verwendet (Cretcal, 1992).
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Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,5uM DRD Retz fwd 95°C 15 sek
0,5uM DRD Retz rev 63,8°C 30sek  30x
1 ul DNAtemplate 68°C 30 sek
Ad 50 ul ddHO 68°C 10 min  1x

DRD; Retz fwd: 5-GCTCTATCTCCAACTCTCACA-3
DRD3 Retz rev: 5’-AAGTCTACTCACCTCCAGGTA-3’

DRD4 VNTR:

Dasdrds-Gen liegt auf Chromosom 11 (11p15.5), die Refeseqaenz ist NG_021241. Der
Polymorphismus wurste erstmals von Ebstein und reiigern beschrieben (Ebsteat al,
1996). Da der Polymorphismus mit defmgMastermix (NEB) nicht bestimmt werden

konnte, wurde dieser optimiert und mit einem anaé&htokoll durchgefihrt:

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x Goldstar-Puffer 72°C 3 min 1x
0,4 uM DRDEbstein fwd 95°C 45 sek
0,4 uM DR Ebstein rev 57,2°C 45 sek  30x
0,8mM Mgd 68°C 45 sek
0,1 mM each dNTPs 72°C 3 min 1x

125% DMSO
5U TagPolymerase
1ul DNAemplate
Ad 25 pul ddHO

Primer DRD Ebstein fwd: 5’-GCGACTACGTGGTCTACTCG-3’
Primer DRD Ebstein rev: 5-AGGACCCTCATGGCCTTG-3

10x Goldstar-Puffer

200 mM (NH,).SO,

750 mM Tris-HCI (pH 9)
0,1% Tween20

(Lagerung bei -20°C)

Der DRDy-Polymorphismus beinhaltet ein 48 bp-Fragment, daschen 2 und 11-mal
wiederholt wird. Das PCR-Produkt wurde ca. sechsabht Stunden in einem 3,5 % Agarose-

Gel (siehe 2.2.2.7) aufgetrennt. Die erwartetenv@eanten sind im Folgenden aufgefihrt:
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810 bp 11-repeat Allel 570 bp  6-repeat Allel
762 bp 10-repeat Allel 522 bp 5-repeat Allel
714 bp 9-repeat Allel 474 bp  4-repeat Allel
666 bp 8-repeat Allel 426 bp  3-repeat Allel
618 bp 7-repeat Allel 378 bp  2-repeat Allel

2.2.2.1.2 PCRs fur die Analyse der Polymorphismeindihemokinen und Chemokin-

Rezeptoren

CCR®M32-Polymorphismus:

Dasccr5-Gen liegt auf Chromosom 21 (21p3), die Referenzsey ist rs333. Es wurden die

Primer von Barroga und Mitarbeitern verwendet (Bgaret al, 2000).

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,4 uM CCRS5 Barroga fwd 95°C 1 min
0,4 uM CCRS5 Barroga rev 54°C 1 min 30x
1 ul DNAtemplate 72°C 2 min
Ad 25 ul ddHO 68°C 10 min  1x

CCR5 Barroga fwd: 5-TTCATTACACCTGCAGCTCTCATTTTC-3
CCRS5 Barroga rev: 5-TCACAGCCCTGTGCCTCTTCTTCTCAT-3’

Das PCR-Produkt wurde ca. drei Stunden in einem 23Agdarose-Gel (siehe 2.2.2.7)
aufgetrennt. Das Wildtyp (WT)-Allel hat eine Langen 182 bp. Ist die Deletion vorhanden,

ist das zu erwartende Fragment 150 bp lang.

MCP-1-2518-Polymorphismus:

Dasmcp-1Gen liegt auf Chromosom 17 (17911.2), die Referemzenz ist rs1024611. Es
wurden die Primer von Rovin und Mitarbeitern verden(Rovinet al, 1999).

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,3 uM MCP-1 Rovin fwd 95°C 1 min
0,3uM MCP-1 Rovin rev 68°C 1 min45sek 35x
1 ul DNAtemplate 68°C 10 min 1x

Ad 50 ul  ddHO
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MCP-1 Rovin fwd: 5-CCGAGATGTTCCCAGCACAG-3’
MCP-1 Rovin rev: 5-CTGCTTTGCTTGTGCCTCTT-3

RANTES Intl1.1 T>C-Polymorphismus:

rantesliegt auf Chromosom 17 (17q11.2), die Referenzeegust rs2280789. Es wurden die
Primer von Laplana und Mitarbeitern verwendet (bapl & Fibla, 2012).

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,4 uM Laplana Intl.1 fwd 95°C 50 sek
0,4 uM Laplana Intl.1 rev 63°C 50 sek  40x
1 ul DNAtemplate 72°C 50 sek
Ad 50 ul ddHO 72°C 10 min  1x

RANTES Laplana Intl.1 fwd: 5-CCTGGTCTTGACCACCACA-3
RANTES Laplana Int1.1 rev: 5-GCTGACAGGCATGAGTCAAGH-

RANTES -403 G->A-Polymorphismus:

rantesliegt auf Chromosom 17 (17q11.2), die Referenzeegust rs2107538. Es wurden die
Primer von Laplana und Mitarbeitern verwendet (bapl & Fibla, 2012).

Zusammensetzung PCR: PCRProgramm:
1x NEBTagMastermix 95°C 5 min 1x
0,4 uM Laplana -403 fwd 95°C 30 sek
0,4 uM Laplana -403 rev 50,2°C 30sek 40x
1 ul DNAtemplate 72°C 45 sek
Ad 50 ul  ddHO 72°C 10 min  1x

RANTES Laplana -403 fwd: 5-GCCTCAATTTTACAGTGTG-3’
RANTES Laplana -403 rev: 5-TGCTTATTCTTACAGATGTT-3’

2.2.2.1.3 PCR zur Resistenzbestimmung von HIV

Da die Menge des Produkts der One-Step RT-PCR racsteichend war, um es zu
sequenzieren und um die Sensitivitat zu erhdhermdevaie DNA mit einemestedPCR
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amplifiziert. Das PCR-Produkt hat eine Lange vo®@.bp (in der Sequenz des Subtyp C-
Klons MJ4).

Zusammensetzung PCR: PCR-Programm:

1x NEB TagMastermix 95°C 5 min 1x

0,25 uM  HIV-PR nest 50prot2 95°C 20 sek

0,25 uM  HIV-RT nest NE13 60°C 20 sek 30x
2 ul RT-PCRemplate 68°C 1min

Ad 50 ul  ddH20 68°C 10 min 1x

HIV-PR nest 50prot2: 5'-TCAGAGCAGACCAGAGCCAACAGCCQGC3
HIV-RT nest NE13: 5'- CCTACTAACTTCTGTATGTCATTGACAGTCAGCT-3’

2.2.2.3 Reverse Transkription

Die reverse Transkription wurde sowohl fur die Gemessionsstudien als auch fir die
Resistenzbestimmung von HIV verwendet.

Zur Analyse der Genexpression von DAT, DRIDd DRI wurden ca. 500 ng RNA mit dem
iScript cDNA Synthesis Kit (BioRad) in komplemerddDNA (cDNA) revers transkribiert.
Im Reaktionspuffer warerandom hexamePrimer und Oligo(dT)-Primer enthalten. Es wurde
auf Eis gearbeitet. Das RT-PCR-Produkt wurde arefeébhd mit einerreal-time PCR
analysiert (siehe 2.2.2.3).

Zusammensetzung RT-PCR: RT-PCR-Programm:
1x iScript reaction mix 25°C 5 minlx
1 ul iScript reverse transcriptase @l2° 30 min 1x
X I RNA 85°C 5min  1x

Ad 20 pul  Nuclease-free water

Fiur die Resistenzbestimmung wurden zwischen 144miig520 ng RNA mit dem One-Step
RT-PCR Kit (Qiagen) in einer Reaktion nach unteshehdem Protokoll in cDNA und DNA
umgeschrieben. Um Resistenzen von HIV auf die anfiggien verwendeten antiviralen
Medikamente abzudecken, wurde die Protease undTeinder Reversen Transkriptase
amplifiziert. Die Lange des RT-PCR-Produkts liegt b330 bp (in der Sequenz des Subtyp
C-Klons MJ4). Es wurde auf Eis gearbeitet. Die Rriwurden in Nuklease-freiem Wasser
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aufgenommen und verdinnt. Die Primer wurden von @ et al, 2008) bzw. von (Plantier

et al, 2005) adaptiert.

Zusammensetzung RT-PCR: RT-PCR-Programm:
1x  One Step RT-PCR-Puffer 30 min 50°Ax
0,4 mM each dNTPs 15 min 95°C  1x
0,6 uM  HIV-PR outer 50protl 30 sek 94°C
0,6 uM  HIV-RT outer MJ4 30 sek 55°C  30x
1 ul* One Step RT PCR Enzyme Mix 1 min 72°C
15ul  RNA 10 min 72°C 11X

Ad 25 ul RNAse-free water
* keine Angabe der Units

HIV-PR outer 50protl: 5-TAATTTTTTAGGGAAGATCTGGCCTCTC-3'
HIVRT outer MJ4: 5-CTGTTAGTGCTTTGGTTCCTCT-3'

2.2.2.4Real timePCR

Zur semiquantitativen Analyse der Genexpressiondeuein DNA-Fragment bekannter
Konzentration als Standard in die quantitatieal timePCR (QPCR) eingesetzt. Dazu wurde
eine PCR mit den Primern durchgefiuhrt, die spatehan der gPCR verwendet wurden. Die
DNA wurde anschlieBRend aus dem PCR-Produkt oder d&sh gereinigt und die
Konzentration mit dem Nanodrop spektrometrischibest. Nun konnte die DNA-Menge bei
bekannter Lange des Fragments in Kopien umgerectgrelen. Die Molekilzahl wurde mit
einer online Software berechnet (http://cels.uti/gdc/resources/cndna.hjrolder wie folgt

durchgefuhrt:

Es gilt: 1 bp dsDNA =650 g/mol
1 mol = 6,022 x 18 Teilchen (Avogadro-Konstante)

Das Molekulargewicht eines Basenpaars ist in g/amgegeben. Um g in ng umzurechnen,

wird der Umrechnungsfaktor 1@enétigt.
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Beispiel:
DNA-Menge in isoliertem PCR-Produkt: 11 ng, Langs éragments: 77 bp

Iig] x 6 x 1G> [Molekiile/mol]
Molekiilzahl = =1,32 x 18" [Molekiilg
80| x 650[g/mol x bf x 10’ [ng/d

Fir den Standard wurde eine Verdiinnungsreihe aaadelon 18 bis 10 Kopien hergestellt
und in Triplikaten mit den zu analysierenden Probeahdie Platte aufgetragen. Die gPCR
wurde mit dem DyNAmoColorFlash SYBR Green gqPCR ¢&innzymes) im iCycler iQ
(BioRad) durchgefuhrt. Die Zusammensetzung derRgPISt im Folgenden dargestellt.

Genexpression des Dopamin-Transporters (DAT)

Fur das Primerdesign wurden die Primer von Mill minert (Mill et al, 2002) bzw. erfolgte
mit der Referenzsequenz NM_001044.4.

Zusammensetzung qPCR: gPCR-Programm:
1x DyNAmo Color Flash MM 7 min 95°C 1x
0,01 uM  Fluorescein 10sek 95°C
0,5uM DAT Mill fwd 5sek 67°C 45x
0,5 uM DAT Mill rev 1 min 95°C 1x
1ul DNA 1 min 52°C 1x
ad 20ul  DEPC-BD Schmelzkurve

Mill DAT fwd: 5-TCCTGGAACAGCCCCAACT-3
Mill DAT rev: 5-TGTGGTCCCAAAAGTGTCGTT-3

Der Ausschluss unspezifischer PCR-Produkte erfolgteand einer Schmelzkurve. Dabei
wurde dageal time PCR-Produkt 10 sek bei 52°C inkubiert und die Teragpur pro Zyklus
um 0,5°C erhéht (86 Zyklen). Die Genexpression wuals relative Expression im Vergleich
zur Genexpression des Haushaltsgepsiktin  errechnet (Kopien GOI(gene of

interestjKopienp-Aktin) (Software: iCycler iQ optical system sotive v3.1).
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Genexpression des Dopamin-Rezepgors

Zusammensetzung qPCR: gPCR-Programm:
1x DyNAmo Color Flash MM 7 min 95°C 1x
0,01 uM Fluorescein 10sek 95°C
1x DRI QuantiTect Primer Assay 7 sek 70°C45x
1ul DNA 7 sek 60°C
ad 20ul DEPC-BD 1 min 95°C 1x

1 min 52°C 1x
Schmelzkurve

Genexpression des Dopamin-Rezepiors

Zusammensetzung qPCR: gPCR-Programm:
1x  DyNAmo Color Flash MM 7 min 95°C 1x
0,01 uM  Fluorescein 10sek 95°C
1x DRI QuantiTect Primer Assay 20 sek  60°C45x
1ul  DNA 1 min 95°C 1x
ad 20ul  DEPC-BED 1 min 52°C 1x

Schmelzkurve

Genexpression vorAktin

Zusammensetzung qPCR: gqPCR-Programm:
1x DyNAmo Color Flash MM 7 min 95°C 1x
0,01 uM Fluorescein 10sek 95°C
1x ActB QuantiTect Primer Assay 20 sek °®0 45x
1ul DNA 1 min 95°C 1x
ad 20ul  DEPC-BD 1 min 52°C 1x

Schmelzkurve

2.2.2.5 Sequenzierung und Resistenzbestimmung

Fur die Bestimmung der Resistenzen von HIV wurdeAD#lle aus dem PCR-Produkt isoliert
wurde, sequenziert. Die Sequenzierung erfolgte dactKettenabbruchmethode nach Sanger
(Sangeret al, 1977). Um die vollstdndige Sequenz der Proteadgeeinen Teil der Reversen
Transkriptase (p51) abzudecken (1,6 kb), wurderhsseé®equenzierungs-Reaktionen pro
Patient angesetzt. Die Primer sind optimal fir Amepflifikation der HIV Subtypen A, B, C
und D und wurden teilweise von (van Zgt al, 2008) bzw. von (Plantieet al, 2005)
adaptiert. Die Sequenzierungs-Primer wurde derikRatiin von (Lindstrom & Albert, 2003)
entnommen. Y und R bezeichneobblePositionen (Y: Pyrimidin, C und T; R: Purin, A und
G).
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Zusammensetzung Sequenzierung: Sequenzierungs-Programm:
1 pl BigDye Cycle Sequencing Kit v1.1 minh  95°C  1x
2 UM  Primer 5sek 96°C
10ng DNA 10sek 55°C 25x
ad 5yl ddH20 4 min 60°C

Sequenzierungs-Primer:

pollD5-TCCCTCAAATCACTCTTTGGC-3
Pol3 5-GGGGGATGCATATTTCAG-3
JA217 S-CTTTTATTTTTTCTT@ITCAATGG-3
HIV-AK10 5-TYCCCACTAAYTTCTGTATRTG3'
HIV-AK11 5-GTACCAGTAAAATTAAARCCAGSI
HIV-PR outer 30protl 5'-GCAAATACTGGAGTATTGTATGGATTTTCAGG-3'

Das Produkt wurde in der Institutseigenen Virusdcsgik mit dem Kit Montage Seq96
gereinigt und im 3130xdenetic sequencéApplied Biosystems) mit der Softwasequencing

analysisv5.4 analysiert.

Resistenz- und Subtypbestimmung

Fur die Bestimmung der Resistenz und des Subtypslevmunachst aus den sedhsta
Dateien ein Alignment mit Lasergene SegMan NGenh&i@estellt und so eine vollstandige
Sequenz pro Patient generiert.

Zur Bestimmung der moglichen Resistenzen von HIfdeudie vollstandige Sequenz nun
mit der HIV drug resistance databaseder Standford University analysiert
(http://sierra2.standford.edu/sierra/serviet/J&jerr

Fur die Bestimmung des Subtyps wurde dieselbe-fagtai mit demREGA HIV Subtyping
Tool bestimmt (http://www.bioafrica.net/rega-genotypeitisubtypinghiv.html).

2.2.2.6 Restriktionsverdau

Die Spaltung von DNA (ca. 100 — 600 ng) zur Analgsaetischer Polymorphismen erfolgte
durch eine Inkubation mit einem Restriktionsenzymd udem zugehdrigen Puffer nach
Angaben des Herstellers (Fermentas bzw. NEB). Diead einer PCR amplifizierten DNA
wurde gereinigt (siehe 2.2.2.1), mit einem Verdaayenatisch geschnitten und in einem
Agarose-Gel analysiert (siehe 2.2.2.7). Im Folgendend die Protokolle der einzelnen
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Polymorphismen mit der Zusammensetzung des Resh#kterdaus, der Konzentration des
Agarose-Gels und den zu erwartenden Fragmentladgeivarianten der gespaltenen DNA

aufgefihrt.

BDNF Val66Met-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete Varianten:
1x Tango Puffer yellow Val/Val 399 bp, 277 bp
25U Eco72l Val/Met 676 bp, 399 bp, 277 bp
20 uI DNA Met/Met 676 bp
ad 25 pl ddH,O

Die Inkubation des Verdaus erfolgte Gber Nacht3iC, anschlieRend wurde der gesamte

Ansatz drei Stunden im 1 % Agarose-Gel bei 90 ¥ohlysiert.

COMT Val108/158Met-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete Varianten:
1x NEB Puffer 4 Val/Val 117 bp, 70 bp, 54 bp
0,1 mg/ml BSA Val/Met 117 bp, 96 bp, 70 bp, 54 bp, 18 bp
5U Nilalll Met/Met 96 bp, 70 bp, 54 bp, 18 bp
20 pul DNA
ad 25 pl ddH,O

Die Inkubation des Verdaus erfolgte Uber Nacht3¥iC, anschlieliend wurde der gesamte

Ansatz ca. vier Stunden im 4,5 % Agarose-Gel be¥@Ib aufgetrennt.

DRD; Taglk-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete Varrante
1x NEB Puffer 4 Al/Al 310bp
0,1 mg/ml BSA Al1/A2 310 bp, 180 bp, 130 bp
5U Taql A2/A2 180 bp, 130 bp
20 uI DNA

ad 25 ul ddH,0
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Das Al-Allel wird auch als T-Allel, das A2-Allel 2iC-Allel bezeichnet. Die Inkubation des
Verdaus erfolgte Uber Nacht bei 65°C, anschlieRendde der gesamte Ansatz ca. funf

Stunden im 2,5 % Agarose-Gel bei 90 Volt aufgettenn

DRD3 Ser9Gly-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete Viteia
1x Puffer rot Gly/Gly 304 bp, 111 bp, 47 bp
1,25U Misl Gly/Ser 304 bp, 206 bp, 111 bpp@347 bp
20 uI DNA Ser/Ser 206 bp, 111 bp, 98 bp, 47 bp
ad 25 pl ddH,O

Die Inkubation des Verdaus erfolgte Gber Nacht3iC, anschlieRend wurde der gesamte

Ansatz ca. vier Stunden im 3 % Agarose-Gel bei 80 &ufgetrennt.

MCP-1-2518A-G-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete VarrartCP-1
1x Puffer grin A/A 929 bp
25U Pwull AIG 929, 707 bp, 222 bp
20 ul DNA G/G 707 bp, 222 bp
ad 25 pl ddH,O

Die Inkubation des Verdaus erfolgte Uber Nacht3¥iC, anschlieliend wurde der gesamte

Ansatz drei Stunden im 1 % Agarose-Gel bei 90 ¥afgetrennt.

RANTES Intl1.1T>C-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Erwartete Varmante
1x Puffer blau T/T 343 bp
1,25U Mbol T/C 343 bp, 213 bp, 130 bp
20 ul DNA C/C 213 bp, 130 bp

ad 25 pl ddH,O
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Die Inkubation des Verdaus erfolgte Giber Nacht3iC, anschlieBend wurde der gesamte

Ansatz drei Stunden im 1,5 % Agarose-Gel bei 9G ®ofgetrennt.

RANTES-403G->A-Polymorphismus:

Zusammensetzung Verdau: Emtararianten:
1x Puffer blau G/IG 112bp
05U Maelll G/A 135 bp, 112 bp
20 ul DNA A/A  135bp
ad 25 pl ddH,O

Die Inkubation des Verdaus erfolgte Gber Nacht3%iC, anschlieend wurde der gesamte

Ansatz drei Stunden im 3,5 % Agarose-Gel bei 9G ®ofgetrennt.

2.2.2.7 Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung von PCR-Produkten und verdauten EftAgmenten erfolgte in einem
Agarose-Gel. Die DNA wurde mit 6x-Ladepuffer vemetund je nach Lange der
aufzutrennenden DNA auf ein 1% bis 45% TAE-AgarGel aufgetragen. Die
Auftrennung der DNA erfolgte ca. eineinhalb Stundérs zu acht Stunden bei einigen
Polymorphismen) bei 90 Volt, die DNA wurde mit Ethimbromid (60 ng/ml) bzw. Gelred
(1:30.000) und dem Intas UV System detektiert.

6x Ladepuffer: TAE-Puffer 50x:
0,25 % (w/v) Bromphenolblau 2,0 M Tris pH 8,0
0,25 % (w/v) Xylencyanol 0,1 M EDTA

52 % (v/v) Glycerin 1,0 M GEOOH

50 mM Tris, pH 7,6

2.2.3 Zellbiologische Methoden

2.2.3.1 Plasmagewinnung

Die Plasmagewinnung erfolgte durch 10-minite Z&rgation von 8 ml Vollblut mit EDTA
als Antikoagulans bei 670 x g. Das Plasma wurd€&imnfrierrdhrchen Uberfuhrt und bei —
80°C gelagert. Das Plasma wurde fur die Resisestgbmung von HIV und fir die

Quantifizierung léslicher Marker der Immunaktiviaguverwendet.
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2.2.3.2 Isolierung von PBMCs aus Vollblut

PBMCs wurden in Siudafrika im Insitute of Medicalr®bgy, Stellenbosch University
isoliert. Vollblut mit EDTA als Antikoagulans (ca6 ml) wurde im Verhaltnis 1:1 mit

serumfreiem RPMI verdinnt und anschlieend mit 10 Histopaque-1077 (Ficoll)

unterschichtet. Nach einer 30-minitigen Zentrifigat(380 x g, Anlauf 120 sek, ohne
Bremse) wurde die oberste Schicht verworfen und RBMCs (die Schicht oberhalb der
Ficollschicht) in ein Falkonréhrchen Uberfuhrt. Niobgten zwei Waschschritte, einmal mit
serumfreiem RPMI (Zentrifugation: 170 x g, 12 mBremse 5) und einmal mit RPMI mit
10 % fotalem Rinderserum (FBS; Zentrifugation: X7, 10 min, Bremse 9). Anschlie3end

wurden die PBMCs eingefroren.

RPMI 1640:
0,1 mg/ml Penicillin
0,1 mg/ml Streptomycin
0,5 mg/ml L(+)-Glutamin
(10 % (viv) FBS)
(Lagerung bei 4°C)

2.2.3.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Prinzipiell erfolgt das Einfrieren von Zellen lamgs, das Auftauen schnell. Zum Einfrieren
von Zellen wurde das Zellpellet auf Eis mit 1 ndggkihltem Einfriermedium versetzt, Uber
Nacht in einer Einfrierbox mit Isopropanol bei °80und anschliel3end in Stickstoff gelagert.
Vollblut wurde im Verhéltnis 1:1 mit Einfriermediugingefroren. Um diese Verdinnung zu

vermeiden, kann Vollblut auch direkt mit 10 % DM®&{Dgefroren werden.

Einfriermedium:
50 % (v/v) FBS
40 % (v/v) RPMI
10 % (v/v) DMSO
(Frisch zubereitet)

Fur die Bestimmung der genetischen Polymorphismerden PBMCs zunachst aufgetaut.
und anschliel3end in 5 ml eisgekihltes Zellkulturmmediberfiihrt (serumfreies RPMI, siehe
2.2.3.2). Nach einer Zentrifugation (240 x g, 3)mvurde der Uberstand abgesaugt, das
Pellet resuspendiert und einmal mit 5 ml eiskalié85 gewaschen. Nun wurde die Vitalitat

der Zellen mit Trypanblau bestimmt.
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PBS:

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

4,3 mM NaHPO4

1,4 mM KHPO4

1,5 mM CaCl

1,0 mM MgC}
(Lagerung bei 4°C)

2.2.4 Proteinbiochemische Methoden

2.2.4.1 Quantitative Immunoassays

Die Konzentration von loslichen Markern der Immutndkrung und die Koinfektion mit
Parasiten wurden mit quantitativen Immunoassaysirbes. Alle Immunoassays wurden
nach Angaben des Herstellers durchgefihrt und mesieuf dem Prinzip des Sandwich-
ELISAs. Alle Reagenzien wurden vor Versuchsbeginmdestens eine Stunde bei RT
gelagert. Die Verdunnungen der Plasmen bzw. dendres mit dem Verdinnungs-Reagenz
(Calibrator Diluent) sind unten tabellarisch dargestellt. Nach zweis bireistindiger
Inkubation der Patientenproben mit den in den wbblschichteten monoklonalen Fang-
Antikérpern wurden die wells gewaschen und mit einelRP{horseradish peroxidase)
konjugiertem Detektions-Antikdrper inkubiert. Naelnneutem Waschen wurde eine TMB
(Tetramethylbenzidin)- Substrat-Lésung zugegebeas &wu einer blauen Farbentwicklung
fuhrte. Die Reaktion wurde mit Schwefelsaure abmmgst wodurch es zu einem
Farbumschlag nach gelb kommt. Alle ELISAs wurden @erat V.« Kinetic Microplate
Reader mit der Software SoftMax Pro 3.0 bei einezllgilange von 450 nm eingelesen,
wobei zusatzlich eine Referenzwellenlange von @&0detektiert und subtrahiert wurde. Die
Auswertung der ELISAs erfolgte mit Graph Pad PrisgthOc mit einer nicht-linearen
Standardkurve.

Fur den RANTES-ELISA wurde das Plasma erneut Zegiert (10 min, 10.000 x g, 4°C),
um Thrombozyten-armes Plasma zu generieren. MGRRlIasma und Liquor von deutschen
HIV-Patienten und nicht-infizierten Personen wuvde Dr. Sieghardt Sopper gemessen und
mit seiner Erlaubnis in dieser Arbeit dargestellt.

Die ELISAs fur die Analyse der Koinfektion mit demxtrazellularen Parasitdfchinoccocus
multilocularis (Fuchsbandwurm)k. granulosugHundebandwurm) un8chistosoma mansoni
(Parchenegel) wurden im Institut fir Mikrobiologiend Hygiene, Universitat Wurzburg
(Prof. Klaus Brehm) durchgefihrt
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ELISA Material/Kohorte Verdinnung
sCD14 Plasma DE 1:800
Plasma SA 1:1000
SuPAR Plasma DE unverdinnt
Liquor DE unverdinnt
Plasma SA unverdinnt
MCP-1 Plasma SA 1:1

RANTES Thrombozyten-armes Plasma SA100

2.2.4.2 Durchflusszytometrische Analyse

Fur die Bestimmung der T-Zell-Aktivierung von CBBellen von HIV-Patienten wurde eine
durchflusszytometrische Analyse durchgefiuihrt. Diesestand aus einer Vierfarben-
Immunfarbung, wobei die Antikérper direkt mit denetBktionsfarbstoff markiert sind und
extrazellular binden (Antikorper siehe 2.1). Dierliting wurde nach dem Protokoll ,Lyse
ohne waschen” nach Herstellerangaben (Becton Dsokinvorgegangen.

Es wurden zwei Farbungen pro Patient durchgefulerhe fir die Analyse der

Immunaktivierung und eine Isotypkontrolle, um dierch den Antikdrper entstehende
Hintergrundfarbung festzustellen. Dazu wurden 2@ptikorper-Mastermix (siehe unten) in

das FACS-Rd6hrchen vorgelegt, mit 50 pl Vollblut @duPipettieren gemischt und 30 min im
Dunkeln inkubiert. Nun wurden 2 ml FACS-Lysepuffeugegeben und fir die Lyse der
Erythrozyten erneut 30 min inkubiert. Nach Zentydtion (240 x g, 3 min) und Absaugen
des Uberstandes wurden 2 ml Histofix (4 % Paraftaeteyd) zugegeben und erneut 20 min

inkubiert.

Immunaktivierung: Isotyp:
3 ul a-CD3 PerCP 3 ulo-CD3 PerCP
1pul a-CD8 FITC 1pul a-CD8 FITC
10 ul o-CD38 PE 10 ul a-lgG1lx PE
1pul a-HLA-DR APC 4 ul 0-19G2k APC
ad 20 pl Farbemedium ad 20 plFarbemedium
50 ul Vollblut 50 ul Vollblut

Die Analyse der Zellen erfolgte mit einem FACSCatibDurchflusszytometer (Becton
Dickinson) und der Software Cellquest Pro v4.0.4.vi&irden nur die Zellen bertcksichtigt,

die in der Vorwartsstreulicht (FSC)/Seitwartsstiehtl (SSC)-Analyse als vital identifiziert
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wurden. Bei der Analyse der Fluoreszenzintensitéat@rde das Ergebnis der Isotyp-Kontrolle

von dem der Immunaktivierungsfarbung subtrahiert.

Farbemedium:

137 mM NacCl

2,7 mM KCI

4,3 mM NaHPO4

1,4 mM KHPO4

1,5 mM CaCl

1,0 mM MgGl

0,1 % (w/v) BSA
(Lagerung bei 4°C)

Wenn nicht anders vermerkt, wurden alle Puffer Reumtemperatur (RT) gelagert und die
Experimente bei RT durchgefihrt.

2.2.5 Statistische Analyse

Fur statistische Analysen wurden die Werte zunaeh$tNormalverteilung geprift. Dazu
wurde der D’Agostino Pearson Test durchgefuhrt. Nuarden die Mittelwerte auf
signifikante Unterschiede Uberpruft. Um den Mittettvzweier Gruppen zu vergleichen,
wurde bei Normalverteilung der Werte defest angewendet. Liegt keine Normalverteilung
vor, wurde der Mann-Whitnely-Test durchgefihrt. Wurden mehr als zwei Gruppen
verglichen, wurden die Werte bei Normalverteilungt miner Varianzanalyse (ANOVA,
analysis of varianceanalysiert; waren die Werte nicht normalverteiltirden diese mit dem
Kruskal-Wallis-Test analysiert. Der Einfluss von rsghiedenen Genotypen der
Polymorphismen auf das Infektionsrisiko mit HIV wermit einer unkonditionalen direkten
logistischen Regressionsanalyse bestimmt. Dabedeviiir das Geschlecht, die Ethnie der
Patienten und das Alter der Patienten das Quotkaleis (odds ratio) und das 95 %
Vertrauensintervall berechnet. Unterschiedlich s Auftreten von Allelen in zwei
Gruppen wurde mit dem Exakten Fisher Test bestiniihe. statistischen Tests wurden mit
SPSS (Software Package for Social Science) v20 Brigm v4.0c/v6.0 fur Mac OS X
durchgefuhrt. Alle p-Werte waren zweiseitig, eivf@rt von p< 0,05 wurde als statistisch

signifikant betrachtet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Klinische Charakterisierung der HIV-Patienten

Deutsche HIV-Patienten waren mit durchschnittlioh,14+ 10,1 Jahren etwas Aalter als
sudafrikanische HIV-Patienten mit 36,7 + 9,5 Jal(feab. 3.1). Die Patienten hatten ahnliche
CD4'-Zellzahlen, wobei Deutsche tendenziell mehr GRdllen aufwiesen. Diese hatten eine
CD4'-Zellzahl von durchschnittlich 465,2 + 293,3 Zelleh siidafrikanische Patienten hatten
393,9 = 242,7 Zellen/ul Blut (Tab. 3.1). Sudafrilsmime HIV-Patienten, welche eine
antiretrovirale Therapie erhielten, wiesen im Vergh zu deutschen Patienten mit
antiretroviraler Behandlung 15 % weniger CE%ellen auf (Tab. 3.1). Siidafrikanische
Patienten hatten mit 36854 + 115139 HIV RNA-Kopiemn Vergleich zu deutschen HIV-
Patienten eine mehr als doppelt so hohe Viruslb®87T83 + 51188 Kopien/ml) (Tab. 3.1).
Sudafrikanische HIV-Patienten mit HAART wiesen vl mehr HIV RNA im Plasma auf
als deutsche Patienten unter antiretroviraler TheraDie Viruslast im Liquor deutscher
therapierter Patienten war 75-fach niedriger al$herapie-naiven Patienten (Tab. 3.1), was
fur eine gute Penetration der antiretroviralen Mathente spricht. Deutsche HIV-Patienten
haben durchschnittlich einen HDS-Score von 12,3308 und sudafrikanische einen IHDS-
Score von 10,18 £ 1,58, deutsche HIV-Patientenitelnnbei den neuropsychiatrischen Tests
also etwas besser ab als stdafrikanische Pati€hédn 3.1). Stidafrikanische Therapie-naive
HIV-Patienten zeigten mit 0,24 = 0,35 einen etwadexchteren GDS-Score im Vergleich zu
Patienten mit HAART (0,19 £ 0,46).



Tab. 3.1: Klinische Charakterisierung der HIV-Patienten.
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Deutsche HIV-Patienten

Siudafrikanische HIV-Patienta

Alle Patienten ohne HAART mit HAART Alle Patienten ohne HAART Mit HAART
Patienten 83 27 56 66 18 48
Alter [Jahre] 46,1 +10,1 428 +11,5 47,7+9,1 36,7+9,5 35,8+12,0 37,0+85

(23,2 -70,9) (23,2 - 68,0) (29,0-70,9) (23 -75) (23 -75) (24 — 54)
Dauer HIV- 70+£54 3,6 +3,6 8,7+54 3,9+23 31+1,7 39+23
Infektion
[Jahre] (0,02 - 20,2) (0,02 -11,9) (0,22 - 20,2) (0,83 -18) (0,83 -4,8) (0,83-138)
CD4*-Zellen 465,2 + 293,3 470,7 +299,4 462,5 +293,0 393,9+242,7 393,9+170,2 393,9 + 266,7
[Zellen/pul] (9 — 1400) (17 — 1400) (9 -1100) (35 - 1436) (86 — 741) (35 - 1436)
Plasma 16783 +51188 35631 + 65627 8032 + 40686 36854 + 115139 47512 + 55568 32245 + 133379
Viruslast
[Kopien/ml] (1-313562) (87 — 313562) (1 —295833) (1 —800000) (40 — 190000) (1 — 800000)
Log Viruslast 4,22 +4,71 4,55 + 4,82 3,90 + 4,61 4,57 + 5,06 4,68 + 4,73 451 +5,13
Plasma

(0 -5,50) (1,94 - 5,50) (0-5,47) (0-5,90) (1,60 - 5,28) (0 -5,90)
Viruslast Liquor 8612 + 55557 25759 + 96321 345 £ 1410 n.v. n.v. n.v.
[Kopien/ml]

(1 — 500000) (1 — 500000) (1 —8076)
Log Viruslast 3,94+4,74 4,41 + 4,98 2,54 +£3,15
Liguor (0-5,70) (0-5,70) (0-3,91)
HDS/IHDS- 12,33+ 4,03 11,52 +£4,11 12,71 + 3,98 10,18 + 1,58 n.v. 10,18 + 1,58
Score (3,50 — 16,0) (5,0 —16,0) (3,50 - 16,0) (7,0 12,0) (7,0 12,0)
GDS-Score n.v. n.v. n.v. 0,21 +0,40 0,24 + 0,35 0,19+ 0,46

(0-1,63) (0-1,08) (0—1,64)

Die Werte stellen die Mittelwerte + Standardabwaiui dar. Die Werte in Klammern zeigen den WertebkrdéiDS: HIV-Demenz Skala;
IHDS: Internationale HIV-Demenz Skala; GDgobal deficit scoren.v.: nicht vorhanden.
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3.2 Rolle von Dopamin in der HIV-Infektion

3.2.1 Allelhaufigkeiten von genetischen Polymorphmsen, die die dopaminerge
Neurotransmission beeinflussen

Genotypisierung von HIV-Patienten und nicht-infizierten Personen

Wie in Kapitel 1.4.1 erwahnt, zeigen frihere Ergeba aus unserer Arbeitsgruppe eine
erhohte Dopamin-Konzentration im Liquor nicht-th@eater HIV-Patienten im
asymptomatischen Stadium im Vergleich zu nichtziefiten Personen (Schellet al, 2010).
Die erhdhte extrazellulare Dopamin-Verfugbarkeitivgind der HIV-Infektion konnte mit der
genetischen Konstitution von HIV-Patienten zusammiegen. Deshalb wurden genetische
Polymorphismen, die die Neurotransmission von Ddpabeeinflussen, in HIV-Patienten
und nicht-infizierten Probanden analysiert und irengn. Diese Polymorphismen sind BDNF
Val66Met, DAT 3*-UTR VNTR, COMT Val108/158Met, DRDTagk. und DRI} Ser9Gly
und DRD, VNTR. Die Fragmentlangen der amplifizierten Allsied in Abb. 3.1 dargestellt.

B
117 bp P
96 bp
70 bp
54 bp
I val/val Val/Met
[ 1 val/Met B val/val
B Met/Met B Met/Met

8/10
3/10

E

304 bp
206 bp

I
lllbpl }

| A1/A1 Ser/Ser
[ ]A1/A2 [ ] Gly/Ser | 477
I A2/A2 I Gly/Gly Bl 48

Abb. 3.1: Fragmentlangen der amplifizierten Allele von Polymorphismen, die die dopaminerge
Neurotransmission beeinflussenEs sind die Fragmentlangen der BDNF- (A), COMT}, (BAT VNTR- (C),
DRD,- (D), DRDs- (E) und DRD (F)-Polymorphismen dargestella: Der Val/Val-Genotyp des BDNF-
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Polymorphismus besteht aus den Fragmenten der h&@& bp und 277 bp (griin markiert), die 676 bpd&an
entspricht dem Met/Met-Genotyp (blau markie®). Der COMT-Polymorphismus besteht entweder aus dem
Val/Val, dem Val/Met- oder dem Met/Met-Genotyp. Déal/VVal-Genotyp zeigt die Banden 117 bp, 70 bp, 54
bp (hellblau markiert), das Met/Met-Allel bestehisaFragmenten mit 96 bp, 70 bp, 54 bp und 18 bp (ro
markiert).C: Die 480 bp-Bande des DAT VNTR entspricht dem 1aHiieat Allel (rot markiert), die 440 bp-
Bande entspricht dem 9/9-repeat Allel (hellgrin kieat), ein 400 bp-DNA-Fragment entspricht dem peat
Allel (zusammen mit dem 9-repeat-Allel gelb marRierine 360 bp-Bande entspricht dem 7-repeat-Allel
(zusammen mit dem 10-repeat-Allel blau markierthqs 200 bp-Fragment entspricht dem 3-repeat-Allel
(zusammen mit dem 10-repeat-Allel helllila markiefd: Das 310 bp-Fragment des DRPolymorphismus
entspricht dem A1l/A1-Genotyp (griin markiert), d&yA#2-Allel besteht aus einedBO0 bp- und einem 130 bp-
Fragment (rot markiertE: Das Ser/Ser-Allel des DREPolymorphismus beinhaltet Fragmente der Langen 206
bp, 111 bp, 98 bp und 47 bp (orange markiert) GlgfGly-Genotyp besteht aus 304 bp, 111 bp undptiblau
markiert). F: Die 474 bp-Bande des DRIPolymorphismus entspricht dem 4/4-repeat Allet frarkiert), die
618 bp-Bande dem 7-repeat-Allel (mit dem 4-repeél Ariin markiert), die 666 bp-Bande dem 8-rep&iédt

(mit dem 4-repeat-Allel hellblau markiert). Es jstveils ein reprasentatives Ergebnis der Auftregnder
Fragmente in einem Agarose-Gel gezeigt. Die DNAdeumit Gelred gefarbt. M = O’Range Ruler 50 bp DNA
ladder (50 bp — 1 kb).

HIV-Patienten sind haufiger homozygot fir das 10-rpeat Allel des DAT1 3-UTR
VNTR als nicht-infizierte Personen

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben wurdeéeen die verschiedenen Allele der
BDNF-, COMT-, DRD-, DRDs- und DRD-Polymorphismen in nicht-infizierten Personen
und HIV-Patienten mit einer &hnlichen Haufigkeif.din Gegensatz dazu unterscheidet sich
die Allelhaufigkeit des Dopamin-Transporter-Polymplmsmus (DAT1 3-UTR VNTR) in
nicht-infizierten Personen signifikant von der Aigufigkeit in HIV-Patienten. Das 9/10-
repeat Allel tritt in 43,9 % der sUdafrikanischemdudeutschen nicht-infizierten Individuen
und in 26,2 % der HIV-Patienten der beiden Kohoren (Abb. 3.2 A). 57,1 % der HIV-
Patienten beider Kohorten zusammen sind homozygadds DAT 10-repeat Allel, wahrend
lediglich 26,8 % der nicht-infizierten PersonendegiKohorten den Genotyp 10/10 aufweisen
(Abb. 3.2 A). HIV-Patienten tragen den 10/10-Gepospmit hochsignifikant haufiger als
nicht-infizierte Individuen.

Die signifikant unterschiedliche Allelhdufigkeit inicht-infizierten Personen und HIV-
Patienten ist nicht nur in der gesamten Studieniatipn erkennbar, sondern auch, wenn
beide Kohorten getrennt analysiert werden. Mit 68,1sind deutsche HIV-Patienten im
Gegensatz zu deutschen nicht-infizierten Persod@r® 0) signifikant haufiger Trager des
10/10-Genotyps des DAT VNTR (Abb. 3.2 B, ExaktesHar-Test). In der sudafrikanischen
Kohorte sind HIV-Patienten ebenso signifikant hgefihomozygot fur das 10-repeat Allel als
nicht-infizierte Personen, es weisen 10,5 % dehtridizierten Personen und 42,6 % der
HIV-Patienten den 10/10-Genotyp auf (Abb. 3.2 Calger Fisher Test).
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A Nicht-Infizierte, alle HIV-Patienten, alle

andere Allele
16,7 %

andere Allele
29,3 %

B Nicht-Infizierte, DE HIV-Patienten, DE

99 46% _9955%

C Nicht-Infizierte, SA HIV-Patienten, SA

andere Allele
31,5 %

andere Allele
57,9 %

Abb. 3.2: Genotyp-Haufigkeiten des DAT VNTR in nich-Infizierten und HIV-Patienten. A:
Allelhaufigkeiten des DAT-Polymorphismus in alleight-infizierten Personen (n = 41) und allen HI\tiBaten
(n=126). *p = 0,001, OR =3,93; 95 % Cl = 1,78,96, direkte logistische Regressi@. Allelhdufigkeiten
des DAT-Polymorphismus in deutschen nicht-infizertPersonen (n=22) und HIV-Patienten (n=72),
*n = 0,0266, Exakter Fisher Test. OR = 3,077, 9€P& 1,150 — 8,232.)C: Allelhaufigkeiten des DAT
Polymorphismus in sidafrikanischen nicht-infiziertePersonen (n=19) und HIV-Patienten (n=54),

*p = 0,0210, Exakter Fisher-Test. OR = 5,935, 9&P%& 1,240 — 28,42. Diese Daten wurden bereits ipigiot
(Hornet al, 2013).
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Der 10/10-Genotyp des DAT VNTR ist ein Risiko-Allefur die HIV-Infektion

Lineare Regressionsanalysen zeigen, dass HIV-Ratidreider Kohorten zusammen knapp
viermal haufiger homozygot fir das 10-repeat-Afigld als nicht-Infizierte (Abb. 3.3). Das
Quotenverhaltnis odds ratiQ OR) bedeutet, dass nicht-infizierte Trager diea#sls ein
vierfach hdheres Risiko haben, sich mit HIV zu zidren als Personen mit einem anderen
Genotyp. Dies ist in Abb. 3.3 veranschaulicht. D&wotenverhéltnis und das
Konfidenzintervall des 10/10-Genotyps liegen ubered handelt sich deshalb um einen
Risiko-Genotyp. Der OR in der deutschen Kohortélisden 10/10-Genotyp 3,08 (Abb. 3.3),
in Sudafrikanern ist der OR mit 6,31 deutlich héhier odds ratiodes 9/10-repeat-Allels in
der deutschen Kohorte liegt unter 1 (OR = 0,41) .AhB), ebenso wie der OR von beiden
Populationen zusammen (OR = 0,4)b. 3.3). Dieses Allel kdnnte damit eine schitzend
Funktion darstellen und folglich das Risiko fureidIV-Infektion senken.

Als Risiko-Genotyp werden in diesem Kapitel Genetyezeichnet, die die Konzentration
von Dopamin potentiell erh6hen bzw. wenn diese @grem in der Literatur als Risiko-

Genotypen bezeichnet werden.

3/7 SA * {
3/10 SAA C i
7/10 SAA ——
3/9 SA + 3 !
7/9 SA * 3 {
99 SAT——
8/10 SA- T
9/10 SA- —e—
10/10 SA+ P %
11/10 SA4 F * !
9/9 DE- [ g :
9/10 DEA * e
10/10 DE- t—e—— %
10/10 gesamtA e *
g"10 gesamt-—r—mr—r—'T—n—rn.—lq—v—r—n—rnﬂ—v—r—rmm
& N N S

QOdds Ratio fir die HIV-Infektion

Abb. 3.3: Infektionsrisiko fur HIV in verschiedenen Genotypen des DAT VNTR.Der OR ist als Steinchen
mit dem 95 % Konfidenzintervall dargestellt. IssdRisiko erhdht, dass sich Trager eines bestim@&motyps
mit HIV infizieren, sind der OR und das Konfidenzrvall gréer als 1; bei Verringerung des Infehsigsikos
mit HIV, sind der OR und das Konfidenzintervall kler als 1. Genotypen, die mit einem erhdhten
Infektionsrisiko einher gehen, sind rot dargesteBenotypen, die mit einem reduzierten Infektiosika
verbunden sind, sind griin dargestellt. Zusétzliod die OR der Risiko-Genotypen von beiden Studiepgen
zusammen dargestellt. 10/10 gesamt: OR = 3,93, 98194,72 — 8,96, *p = 0,001; 10/10 DE: OR = 3,08,
95 % CI = 1,150 - 8,23, *p = 0,0266; 10/10 SA: OR,31, 95 % CI 1,32 — 30,06, *p = 0,0121. 9/10 gesa
OR =0,45, 95 % Cl = 0,22 - 0,94, p = 0,498; 9/1 DR = 0,41, Cl = 0,20 — 0,84, *p = 0,0198. Di€ssen
wurden bereits publiziert (Horet al, 2013).
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Sudafrikaner haben eine gréf3ere Allel-Diversitat de DAT 3*-UTR VNTR als Deutsche

Neben den 9/10- und 10/10-Genotypen tritt in ddw@sc Personen ein weiterer Genotyp auf,
der 9/9-Genotyp (Abb. 3.4). In sudafrikanischensBeen treten diverse andere Genotypen
auf, namlich der 3/7-, 3/9-, 3/10-, 7/9-, 9/9-,0418/10- und der 10/11-repeat Genotyp, wobei
die Genotypen 7/10 und 8/10 mit 25 % bzw. 32 % anfigsten sind (Abb. 3.4).

Deutsche Sudafrikaner

14,3 % 9/9
36% 7/9
3,6 % 3/9
3,6 % 317

250% 7110

14,3 % 3/10
3,6 % 10/11

32,1 % 8/10

JRERCONEN

Abb. 3.4: Allelhaufigkeiten aller Genotypen des DATVNTR aulRer den 10/10- und 9/10-Genotypen in
deutschen und sidafrikanischen PersonerAllelhdufigkeiten des DAT-Polymorphismus in allerel@schen
(n = 94) und allen Sudafrikanern (n = 73).

Die Allelhaufigkeiten der BDNF Val66Met-, COMT Val108/158Met-, DRD Taqgla-,
DRD3 Ser9Gly- und DRDy-Polymorphismen unterscheiden sich in HIV-Patientenund
nicht-infizierten Personen nicht

Die Genotypen verschiedener genetischer Polymarms treten in unterschiedlichen
ethnischen Gruppen haufig in anderen Verhéltnissauf. Eine unterschiedliche
Allelverteilung ist auch in den beiden analysiertéohorten dieser Studie zu erkennen. Im
BDNF-Polymorphismus kdnnen drei Genotypen auftreléal/Val, Val/Met oder Met/Met
(Tab. 3.2). Die Allelverteilung unterscheidet siztvischen Deutschen und Sidafrikanern
signifikant voneinander. Es sind 64 % der deutsatieht-infizierten Individuen homozygot
fur das Val-Allel des BDNF Val66Met-Polymorphismusghrend alle stdafrikanischen
Probanden den Genotyp Val/Val aufweisen (Tab. 32)HIV-Patienten ergibt sich ein

ahnliches Bild, deutsche und sldafrikanische HlWzierte weisen unterschiedlich haufig
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das Val/Val-Allel des BDNF-Polymorphismus auf (Dsalie 59 %, Sudafrikaner 94 %,
Tab. 3.2). Im COMT Val108/158Met-Polymorphismus kén ebenso wie beim BDNF-
Polymorphismus die Allele Val/Val, Val/Met oder Metet auftreten. Mit 53 % sind
sudafrikanische nicht-infizierte Personen signifikédufiger homozygot fir das Val-Allel
des COMT-Polymorphismus als deutsche nicht-infigzigPersonen (18 %; Tab. 3.2). Auch
sind sUdafrikanische HIV-Patienten mit 41 % haufig@mozygot fur das Val-Allel des
COMT-Polymorphismus, wobei nur 21 % der Deutschiesets Allel zeigen (Tab. 3.2). Der
DRD, Taqgli-Polymorphismus beinhaltet das A1/Al, A1/A2 oderA2-Allel. Die Genotyp-
Haufigkeit des DRPR-Polymorphismus ist in den nicht-infizierten Persorbeider Kohorten
ahnlich (Tab. 3.2). Der Genotyp A2/A2 tritt in 65dér HIV-infizierten deutschen Individuen
auf und nur in 28 % der sudafrikanischen HIV-Pdgan (Tab. 3.2). Beim DRP
Polymorphismus sind die moglichen Aminosauren ahle&s® des Proteins Serin oder Glyzin
(Ser/Ser, Ser/Gly oder Gly/Gly). Es sind 63 % dédadrikanischen nicht-Infizierten
homozygot fur das Ser-Allel im Gegensatz zu 4 %d#eitschen nicht-Infizierten. Auch HIV-
Patienten der beiden Kohorten weisen eine sigmfikmterschiedliche Allelverteilung auf:
67 % der Sudafrikaner und nur 12 % der Deutschersemeden Ser/Ser-Genotyp auf
(Tab. 3.2). Der DRIpPolymorphismus ist wie der DAT-Polymorphismus &NTR und
besteht aus einer unterschiedlichen Anzahl an \Whedlengen einer 48 bp-langen Sequenz.
Am haufigsten kommt das 4-repeat Allel vor, entweldemozygot oder in Verbindung mit
dem 7-repeat-Allel (Tab. 3.2). In deutschen Persdreten zuséatzlich die Genotypen 7/7, 2/7,
3/7, 57, 6/7, 718, 2/9, 2/3, 2/4, 3/4, 4/5 und d&6. In Stdafrikanern kommen neben dem 4/4
und 4/7-Allel zusatzlich die Allele 2/7, 7/8, 2/8/4, 4/5, 416, 4/8, 2/2, 2/6 und 5/5 vor
(Tab. 3.2). Die Allelverteilung des DRBPolymorphismus ist in den nicht-infizierten
Personen beider Kohorten vergleichbar (Tab. 3.2).381 % bzw. 37 % tritt das 4/4-Allel in
deutschen bzw. stdafrikanischen nicht-infiziertensBnen am haufigsten auf. Auch in HIV-
Patienten beider Kohorten kommt dieser Genotyp) (Al 43 % bzw. 48 % in Deutschen
bzw. Sudafrikanern ahnlich haufig vor.

Die Allelhaufigkeiten zwischen Kontrollen und HIVaBenten unterscheiden sich in den
BDNF-, COMT-, DRD-, DRDs- und DRD-Polymorphismen nicht.
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Tab. 3.2: Allelhaufigkeiten der BDNF Val66Met-, COMT Val108/158Met-, DRD Taqla-, DRD; Ser9Gly-
Polymorphismen und des DRR VNTR.

Polymorphismus Allel Nicht- HIV Nicht-infiziert HIV SA
infiziert DE SA
DE
BDNF Val66Met Val/Val 64 % (14) 59 % (42) 100 % (19) 94 % (51
Val/Met 27 % (6) 32 % (23) - 6 % (3)
Met/Met 9 % (2) 9 % (6) - -
COMT Val/Val 18 % (4) 21% (15) 53 % (10) 41 % (22
Val108/158Met
Val/Met 50 % (11) 60 % (43) 42 % (8) 46 % (25)
Met/Met 32 % (7) 19 % (14) 5% (1) 13 % (7)
DRD; TaqlA A1/A1 - 2% (1) 16 % (3) 9 % (5)
Al/A2 32 % (7) 33 % (24) 42 % (8) 63 % (3%)
A2/A2 68 % (15) 65 % (47) 42 % (8) 28 % (15)
DRD3; Ser9Gly  Ser/Ser 4% (1) 12 % (8) 63 % (12) 67 % (36§*"
Ser/Gly 55 % (12) 55 % (38) 32 % (6) 33 % (18)
Gly/Gly 41 % (9) 33% (23) 5% (1)
DRD4 VNTR 4*4 38 % (8) 43 % (31) 37 % (7) 48 % (26)
4*7 24 % (5) 24 % (17) 27 % (5) 26 % (14)
77 4,5 % (1) 4 % (3)
2*7 4 % (3) 2% (1)
3*7 4 % (3)
5*7 1% (1)
6*7 1% (1)
7*8 1% (1) 2% (1)
2*9 4,5 % (1)
2*3 4,5 % (1)
2*4 20 % (4) 10 (7) 5% (1) 4% (2)
3*4 - 3% (2) 5% (1)
4*5 4,5 % (1) 3% (2) 5% (1) 4% (2)
4*6 1% (1) 11 % (2) 5% (3)
4*8 5% (1) 5% (3)
2*6 5% (1)
2*2 2% (1)
5*5 2% (1)

Angegeben sind die Allelhaufigkeiten in Prozent mowlie Anzahl der Personen mit diesem Merkmal in
Klammern. *p < 0,05, signifikanter Unterschied woicht infizierten Personen, Exakter Fisher T&st< 0.05,
signifikanter Unterschied von deutschen Kontrollgm,< 0.05 {"'p < 0.001), signifikanter Unterschied von
deutschen HIV-Patienten.



3 ERGEBNISSE 67

3.2.2 Einfluss des DAT VNTR auf die Dopamin-Konzemation im Liquor und die DAT-
Expression auf PBMCs in HIV-Patienten

Deutsche Personemmit dem DAT 10/10-Genotyp haben mehr Dopamin im Ligor,
sudafrikanische Personen mit dem DAT 10/10-repeat ikl haben eine geringere mRNA
DAT-Expression auf PBMCs

Um den Einfluss des DAT VNTR auf die Dopamin-Konzation im Liquor zu testen,
wurden die Dopamin-Konzentrationen in Personenvaischiedenen Genotypen des DAT-
Polymorphismus analysiert. Deutsche HIV-Patientesh nicht-infizierte Personen, die fur das
10-repeat Allel des DAT 3'-UTR VNTR homozygot sindeisen im Vergleich zu 9/10-Allel-
Tragern eine signifikant hohere Dopamin-Verfugbdarkauf (Abb. 3.5 A). Dieser
Polymorphismus ist in der analysierten Kohorte lfolgfunktionell, der Genotyp beeinflusst
die Dopamin-Konzentration also direkt. Allerdings dies nicht mehr signifikant, wenn die
Dopamin-Konzentration der 10/10-repeat Allel-Tragat den beiden anderen auftretenden
Genotypen verglichen (9/10 und 9/9) verglichen war(Abb. 3.5 B).

Da von Sudafrikanern kein Liquor vorhanden war, deustattdessen die Expression von DAT
auf PBMCs analysiert. Diese gibt Aufschluss Uberaktrazellulare Dopamin-Konzentration,
da die spezifische Bindung an DAT in Lymphozytenliéh wie die im Striatum war, jedoch
mit weniger Bindungsstellen in Lymphozyten (Amestaal, 2001). Die mRNA-Expression
von nicht-infizierten und HIV-infizierten Personemrde mitreal-time PCR bestimmt. Um
den Einfluss des DAT-Polymorphismus auf die mRNAIBxpression zu analysieren,
wurde die Expression von DAT auf PBMCs in Persomgnverschiedenen Genotypen des
DAT VNTR verglichen. Die DAT-Expressionen untersices sich in Individuen mit dem
10/10- und dem 9/10-Genotyp nicht voneinander (A05.C). Dagegen weisen Personen mit
dem 10/10-Genotyp eine signifikant geringere DATMAREXxpression auf PBMCs auf als
solche mit allen anderen Allelen (9/9, 7/9, 3/9,3/10, 7/10, 8/10, 9/10, 10/11, Abb. 3.5 D).
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Abb. 3.5: Dopamin-Konzentrationen im Liquor und mRNA-Expression des Dopamin-Transporters auf
PBMCs in nicht-infizierten und HIV-infizierten Pers onen mit unterschiedlichen DAT VNTR-Genotypen.

A: Dopamin-Konzentrationen in deutschen Personen arit d0/10-Genotyp (n = 55) und dem 9/10-Genotyp
(n=28). *p =0,03, signifikant unterschiedlich nv09/10-Tragern (Mann WhitneyJ Test fir nicht-
normalverteilte Werte)B: Dopamin-Konzentrationen in deutschen Personerdamt 10/10-Genotyp (n = 55)
und den anderen Genotypen (n =32, 9/10 und @9Popamin-Transporter Expression in stdafrikanischen
Personen mit dem Genotyp 10/10 (n = 17) und denotyprd/10 (n = 14)D: Dopamin-Transporter Expression
in stdafrikanischen Personen mit dem 10/10-repdat & = 17) und den anderen Genotypen (3/7, 3/20,
719, 9/9, 7/10, 8/10, 9/10 and 10/11; n= 37). *0,85, signifikant unterschiedlich im Gegensatz atien
anderen Allelen, Mann Whitnely Test fir nicht-normalverteilte Werte. Die Boxplatsigen den Median, die
beiden mittleren Quartile (25 — 75 %) und den geasariVertebereich mit dem minimalen und maximalemtWe
Teile dieser Abbildung wurden bereits publizierb(Het al, 2013).

Die DAT Expression sudafrikanischer HIV-Patientest im Vergleich zu der von nicht-

Infizierten etwas geringer, der Unterschied istrapatistisch nicht signifikant (Abb. 3.6).
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Abb. 3.6: mRNA-Expression des Dopamin-Transportersauf PBMCs von sudafrikanischen nicht-
infizierten und HIV-infizierten Personen. DAT mRNA-Expression in nicht-infizierten Personen< 17) und
HIV-Patienten (n = 37). Die Boxplots zeigen den Mg die beiden mittleren Quartile (25— 75 %) uteh
gesamten Wertebereich mit dem minimalen und maxim#ert. Diese Daten wurden bereits publiziert Hor
et al, 2013).

Der DAT-Genotyp beeinflusst die CD24-Zellzahl, die Viruslast und die Haufigkeit von
HAND nicht

Um abschéatzen zu kénnen, ob der Genotyp des DAT R/Mifekte Folgen auf die HIV-
Infektion hat, wurde die Rolle der verschiedenemddgpen in der Krankheitsprogression
analysiert. HIV-Patienten mit dem DAT 10/10-Genotymben mit durchschnittlich
443,2 CD4 Zellen/ul Blut genauso viele wie Patienten mit dedflO-repeat Allel
(443,0 CD4 Zellen/ul Blut) (Tab. 3.3). Alle HIV-Patienten métnem anderen DAT-Genotyp
als 10/10 weisen 449,6 CDZellen/ul auf. Patienten mit dem 10/10-Genotyp emalmit
24747 HIV RNA Kopien/ml Plasma eine ahnliche Viastlwie Patienten mit allen anderen
Genotypen (27397 Kopien/ml) und eine doppelt scehdinuslast wie HIV-Patienten mit dem
9/10-Genotyp (12285 RNA Kopien/ml) (Tab.3.3). Zodeweisen Patienten mit
verschiedenen DAT-Allelen vergleichbare HDS-, IHRGd GDS-Scores alfab. 3.3).
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Tab. 3.3: Assoziation verschiedener DAT VNTR-Genotyen mit der CD4'-Zellzahl, der Viruslast und der
Haufigkeit von HAND in allen deutschen und siidafrikanischen HIV-Patienten.

DAT-Genotypen 10/10 9/10 Alle aul3er 10/10
(3/10, 7/10, 8/10,
9/10, 11/10, 3/7,
3/9, 7/9, 9/9)

CD4"-Zellzahl [Zellen/pl] 443,2 + 297,9 443,0 + 298,0 449,6 £ 255,2
HIV RNA [Kopien/ml Blut] 24747 + 60045 12285 + 28229 27397 + 119995
HDS-Score 12,43 £ 4,06 12,69 + 3,75 10,0 £ 4,33
IHDS-Score 9,10+ 1,88 10,50 £ 2,12 9,0+£2,12
GDS-Score 0,21+£0,34 0,16 £0,42 0,25+£0,46

Es sind die Mittelwerte + die Standardabweichungeseben. Die Unterschiede sind statistisch nigtifékant
(Mann WhitneyU Test fiir nicht-normalverteilte Werte). CBZellzahl: n = 27 — 66; HIV RNA: n = 26 — 62;
HDS-Score n (10/10 und 9/10) = 16 — 45, n (alleslkllauBer 10/10) = 3; IHDS-Score: n =2 — 5; GD8rSc
n=38-15.

3.2.3. Einfluss der BDNF Val66Met-, COMT Vall108/15Blet-, DRD, Taqgla-, DRD;
Ser9Gly- und DRDy-Polymorphismen auf die Dopamin-Verfiigbarkeit im Liquor und
die DAT-Expression auf PBMCs

Deutsche Personen mit dem Met-Allel des COMT Vall@858Met-Polymorphismus
haben mehr Dopamin im Liquor, die DAT-Expression ali PBMCs sudafrikanischer
Personen unterscheidet sich in verschiedenen Gegpen des COMT-Polymorphismus
nicht

Neben dem DAT reguliert ein anderes Element deanmpergen Synapse die Dopamin-
Verfugbarkeit, die Catechol-O-Methyltransferase K. Um zu analysieren, welchen
Einfluss der COMT-Polymorphismus auf die DopamimKentration im Liquor hat, wurden
die Dopamin-Konzentrationen in Personen mit veesddmen Genotypen des COMT
Val108/158Met-Polymorphismus analysiert. Deutschehtrnfizierte und HIV-infizierte
Personen, die mindestens ein Met-Allel des COMT#Rorphismus tragen, haben eine
ahnliche Dopamin-Konzentration im Liquor wie die rétmen, die das Val/Val-Allel
aufweisen (Abb. 3.7 A). Im Gegensatz dazu haben-Pd¥enten mit dem Risiko-Allel des
COMT-Polymorphismus signifikant mehr Dopamin im bay als Val/Val-Trager (Abb. 3.7
B). Das Met-Allel des COMT-Polymorphismus fihrt ewner drei- bis vierfach reduzierten
Aktivitat des Enzyms (Lachmaret al, 1996), wodurch die extrazellulare Dopamin-
Konzentration erhéht wird.

Ebenso wurde die mRNA-Expression von DAT auf PBNCslidafrikanischen Personen, die
verschiedene Genotypen des COMT-Polymorphismuseasén, analysiert. Studafrikanische

Met-Allel-Trager des COMT-Polymorphismus zeigen eeimergleichbare mRNA DAT-
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Expression auf PBMCs wie Personen mit dem Val/Veh@yp (Abb.3.7 C).
Sudafrikanische HIV-Patienten mit dem COMT-Risikbefexprimieren ebenso ahnlich viel
DAT auf Zellen des peripheren Blutes wie Patiemtgihdem Val/Val-Allel (Abb. 3.7 D).
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Abb. 3.7: Dopamin-Konzentrationen im Liquor und mRNA-Expression des Dopamin-Transporters auf
PBMCs von nicht-infizierten und HIV-infizierten Per sonen mit unterschiedlichen Genotypen des COMT
Val108/158Met-Polymorphismus. A: Dopamin-Konzentrationen in deutschen Personenderit Genotypen
Val/Val (n = 22) und den anderen Genotypen (Val/Med Met/Met, n = 62)B: Dopamin-Konzentrationen in
deutschen HIV-Patienten mit dem Val/Val-Genotyp=(h6) und den anderen Genotypen (n = 47), *p =Z504
signifikant unterschiedlich von Val/Val, Mann WhitnU Test fir nicht-normalverteilte Wert€: Dopamin-
Transporter Expression in sidafrikanischen Personiérden Genotypen Val/Val (n = 27) und Val/Met und
Met/Met (n = 26).D: Dopamin-Transporter Expression in sidafrikanischévi-Patienten mit dem Val/Val-
Genotyp (n=19) und den Genotypen Val/Met und Met/ (n = 17). Die Boxplots zeigen den Median, die
beiden mittleren Quartile (25 — 75 %) und den geear#ertebereich mit dem minimalen und maximalentWe

Die CD4-Zellzahl, die Viruslast und die Haufigkeit von HANsind in deutschen HIV-
Patienten mit mindestens einem Met-Allel (Risikde§lund dem Val/Val-Allel vergleichbar.
HIV-Patienten mit den Genotypen Met/Met und Met/faben durchschnittlich 417,4 Ch4
Zellen/ul Blut, Patienten mit dem Val/Val-Genoty@749 CD4-Zellen/ul (Tab. 3.4). Die
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Viruslast ist in Patienten mit dem Risiko-Allel n#8835 RNA Kopien/ml Plasma hoher als
in HIV-Patienten, die homozygot fur Val sind (19994 RNA Kopien/ml) (Tab. 3.4). Die
HDS-Scores sind in deutschen Personen mit versehéd Allelen sehr gut vergleichbar
(12,5 und 11,6) (Tab. 3.4). Risiko-Allel-Trager sen mit 9,06 einen etwas geringeren
IHDS-Score als Val/Val-Trager auf (Tab. 3.4). Ddb&Score ist in sidafrikanischen nicht-
infizierten und HIV-infizierten Personen mit mindess einem Met-Allel mit 0,19 etwas
geringer als in Val/Val-Tragern mit einem Score o4 (Tab. 3.4).

Tab. 3.4: Assoziation verschiedener Genotypen des OBIT-Polymorphismus in deutschen und
siidafrikanischen HIV-Patienten mit der CD4-Zellzahl, der Viruslast und der Haufigkeit von HAND.

COMT Genotyp Met/Met und Met/Val Val/Val
CD4"-Zellzahl [Zellen/pl] 417,4 + 264,7 477,9 + 308,8
HIV RNA [Kopien/ml Blut] 29835 + 103538 19994 + 43095
HDS-Score 125+3,9 11,6 £45
IHDS-Score 9,06 £1,64 12,00
GDS-Score 0,19 £ 0,30 0,24 +0,51

Es sind die Mittelwerte + die Standardabweichungemeben. Potentielle HAND-Patienten wurden in
Deutschland mit der HDS und in Sudafrika mit deDBbzw. der GDS identifiziert. Die Unterschiededsin
statistisch nicht signifikant (Mann Whitn&y Test fur nicht-normalverteilte Werte bzw. ExakEsher Test).
CD4'-Zellzahl: n =38 —84; HIV RNA: n=34-78; HD®@®e: n =14 —51; IHDS-Score: n=1 - 8; GDS-
Score: n =18 — 20.

Die Dopamin-Verfuigbarkeit und die DAT-Expression urterscheiden sich in Deutschen
bzw. Sudafrikanern mit unterschiedlichen Allelen de BDNF Val66Met-, DRD, Taql a-,
DRD3 Ser9Gly- und DRDy-Polymorphismen nicht

In Kapitel 3.2.2 wurde gezeigt, dass der DAT VNTR synaptischem Dopamin in deutschen
nicht-Infizierten und HIV-Patienten assoziiert iflie Dopamin-Verfigbarkeit wurde nun
auch in Personen mit verschiedenen Genotypen dddsFBDDRD,-, DRDs- und DRD-
Polymorphismus analysiert. Dazu wurden die Dopakonzentrationen in Personen mit dem
jeweiligen Risiko-Genotyp mit den Dopamin-Konzetitaen in Individuen mit dem Wildtyp
(WT)-Genotyp verglichen. Die extrazellulare Dopafionzentration ist in den BDNF-,
DRD,- und DRD-Polymorphismus in nicht-infizierten und HIV-infezten Personen, welche
verschiedene Allele aufweisen, vergleichbar (AbtB 3). 7/7-Allel-Trager des DRDP
Polymorphismus weisen héhere Dopamin-Konzentratioaef als Personen mit anderen
Allelen des DRDQ-Polymorphismus (Abb. 3.8 A). Ebenso konnte in HRstienten mit
verschiedenen Genotypen dieser Polymorphismenveirggeichbare Dopamin-Verfugbarkeit

nachgewiesen werden (Abb. 3.8 B).
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Die Dopamin-Konzentration kann auch von der Expossdes DAT moduliert werden. Es
wurde die DAT-Expression in stdafrikanischen Peesomit dem jeweiligen Risiko-Genotyp
mit der DAT-Expression in Individuen mit dem WT-Géyp verglichen. Die Expression des
DAT auf PBMCs ist in den BDNF-, DRB DRD;- und DRD-Polymorphismen in
Individuen mit verschiedenen Genotypen sehr ahr(idfb. 3.8 C). Ebenso konnte in HIV-
Patienten mit verschiedenen Genotypen dieser Popm®men eine vergleichbare DAT-
Expression auf PBMCs nachgewiesen werden (AbbDR.8
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Abb. 3.8: Dopamin-Konzentrationen im Liquor und mRNA-Expression des Dopamin-Transporters auf
PBMCs von Personen mit unterschiedlichen Genotyperder BDNF-, DRD,-, DRDs- und DRDg4
Polymorphismen. A: Dopamin-Konzentrationen in deutschen nicht-infiga und HIV-infizierten Personen
mit den Risiko-Allel Met (Met/Met und Met/Val, n36) und dem Val/Val-Genotyp (n=54) des BDNF-
Polymorphismus (weil3 dargestellt). Dopamin-Konzatiinen in Personen mit dem Risiko-Allel A1(A1l/A@du
A1/A2, n = 31) und dem A2/A2-Genotyp (n = 58) deRM-Polymorphismus (hellgrau dargestellt). Dopamin-
Konzentrationen in Personen mit dem Risiko-Alley @Ely/Gly und Gly/Ser, n = 80) und dem Ser/Ser-@gp
(n=11) des DRBPolymorphismus (mittelgrau dargestellt). DopamiorKentrationen in Personen mit dem
Risiko-Genotyp 7/7 (n = 4) und allen anderen Gepety(4/4, 4/7, 2/7, 3/7, 5/7, 6/7, 8/7, 2/3, 2/, 3/4, 5/4,
6/4, n =84, dunkelgrau dargestellt) des DRFlymorphismusB: Dopamin-Konzentrationen in deutschen
HIV-Patienten mit dem Risiko-Allel Met (Met/Met uridet/Val, n = 28) und dem Val/Val-Genotyp (h = 48s
BDNF-Polymorphismus (weil3 dargestellt). Dopamin-Kentrationen in HIV-Patienten mit dem Risiko-Allel
A1/A1 und A1/A2 (n =24) und dem A2/A2-Allel (n 43 des DRBR-Polymorphismus (hellgrau dargestellt).
Dopamin-Konzentrationen in HIV-Patienten mit densiRo-Allel Gly (Gly/Gly und Gly/Ser, n = 60) und oe
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Ser/Ser-Allel (n =9) des DREPolymorphismus (mittelgrau dargestellt). DopamiorKentrationen in HIV-
Patienten mit dem Risiko-Genotyp 7/7 (n = 3) udreinderen Allelen (4/4, 417, 217, 317, 5/7, &7, 2/4, 3/4
5/4, 6/4, n = 64, dunkelgrau dargestellt) des RDlymorphismus. Aufgrund der kleinen Stichproberadmh
wurde auf einen Signifikanztest verzicht&t. mMRNA DAT-Expression in sidafrikanischen nicht-mirten und
HIV-infizierten Personen mit dem Risiko-Allel MeMgt/Met und Met/Val, n = 4) und dem Val/Val-Genotyp
(n =51) des BDNF-Polymorphismus (weil3 dargestaitfRNA DAT-Expression in Individuen mit dem Risiko-
Allel A1/A1 und A1/A2 (n=36) und dem A2/A2-Alle(n =18) des DRBPolymorphismus (hellgrau
dargestellt). mMRNA DAT-Expression in Personen naitndRisiko-Allel Ser/Gly (n = 17) und dem Ser/Setehl
(n = 36) des DRBPolymorphismus (mittelgrau dargestellt). DAT-Exgsi®n in Sudafrikanern mit dem Risiko-
Allel 7/x (n = 14) und allen anderen Genotypen D&D,-Polymorphismus (2/2, 2/4, 3/4, 4/4, 5/4, 6/4, @,
5/5, n =40, dunkelgrau dargesteld) mMRNA DAT-Expression in HIV-Patienten mit dem Risikdlel Met
(Met/Met und Met/Val, n=3) und dem Val/Val-Genpty(n = 34) des BDNF-Polymorphismus (weif3
dargestellt). MRNA DAT-Expression in HIV-Patientenit dem Risiko-Allel A1/A1 und A1/A2 (n=27) und
dem A2/A2-Allel (n = 10) des DRpPolymorphismus (hellgrau dargestellt). MRNA DATgEgssion in HIV-
Patienten mit dem Risiko-Allel Ser/Gly (n =11) udém Ser/Ser-Allel (n = 26) des DRPolymorphismus
(mittelgrau dargestellt). DAT-Expression in sudednischen HIV-Patienten mit dem Risiko-Allel 7/x#rL0)
und allen anderen Genotypen des RDFDIymorphismus (2/2, 2/4, 4/4, 4/5, 4/6, 4/8, 5155 27, dunkelgrau
dargestellt). Die Boxplots zeigen den Median, dé&dbn mittleren Quartile (25— 75 %) und den gesamt
Wertebereich mit dem minimalen und maximalen Wert.

3.2.4. Einfluss der HIV-Infektion auf die periphere Expression von Dopamin-
Rezeptoren

Sudafrikanische HIV-Patienten haben eine geringer®RDs-Expression auf PBMCs als

nicht-infizierte Personen, die DRI-Expression unterscheidet sich nicht

Um die Rolle von Dopamin im Immunsystem zu untengu; wurden Proteine analysiert, die
an der Regulation der Interaktion von Dopamin ued tinmunsystems beteiligt sind. Alle
Dopamin-Rezeptoren werden in T-Lymphozyten exprnitried sind an der Regulation von
T-Zellen beteiligt (Zhaoet al, 2013). Die Rezeptoren kénnen mdoglicherweise ven d
Dopamin-Konzentration im Plasma oder Liquor bdagst werden, die Funktion ist jedoch
unbekannt. Deshalb wurde die Expression zweiertwiehRezeptoren, die auf Lymphozyten
exprimiert werden, auf PBMCs von sudafrikanischersBnen analysiert.

Die DRDs-Expression ist in sudafrikanischen HIV-Patientemwas hoher als in nicht-
Infizierten Personen (Abb. 3.9 A). Dagegen weisédafrikanische HIV-Patienten eine
signifikant geringere DRPEXxpression auf PBMCs auf als nicht-infizierte Peen (Abb. 3.9
B).

HAND-Patienten zeigen zusatzlich tendenziell eigingjere DRIQ-Expression und enie
signifikant geringere DRPEXpression als HIV-Patienten (Abb. 3.10 A und B).
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Abb. 3.9: mRNA-Expression von DRR und DRDs von sudafrikanischen nicht-Infizierten und HIV-
Patienten. A: DRDs-Expression in nicht-infizierten Personen (n = 18§ HIV-Patienten (n = 42B: DRDs-
Expression in nicht-infizierten Personen (n = 7)duhlIV-Patienten (n=25). *p = 0,0449, signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu nicht-infizierterei8onen, Mann Whitney Test flir nicht-normal verteilte
Werte.
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Abb. 3.10: mRNA-Expression von DRIR und DRDs auf PBMCs von suidafrikanischen HIV-Patienten mit
und ohne neuropsychiatrische StérungA: DRDs-Expression in HIV-Patienten ohne HAND (n = 37) und
HIV-Patienten mit HAND (n = 5)B: DRDs-Expression in HIV-Patienten ohne HAND (n = 21) uHAtv-
Patienten mit HAND (n =5), **p = 0,0093, signifikaunterschiedlich im Vergleich zu HIV-Patientenneh
HAND, Mann WhitneyU Test fur nicht-normal verteilte Werte.

Um den Zusammenhang der DRBxpression mit der DRPExpression zu analysieren,
wurden die relativen Expressionen miteinander kiemnte HIV-Patienten mit einer héheren
peripheren DRBExpression zeigen tendenziell ebenso eine hoheRDsEXpression
(Abb. 3.11 A). Da neben den beiden Rezeptoren aliehmRNA-Expression des DAT
analysiert wurde, wurde auch der Zusammenhang d€F-Expression mit der DRP
Expression analysiert. Die Expression von BRSE! in HIV-Patienten signifikant mit der
Expression von DAT assoziiert, Patienten mit einéheren DRB-Expression zeigen also
auch eine erhohte DAT-Expression (Abb. 3.11 B).
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Abb. 3.11: Korrelation der mRNA-Expressionen des DIR; mit dem DRDs und dem DAT auf PBMCs von
sudafrikanischen HIV-Patienten. A: DRDs;- und DRLQ-Expression auf PBMCs von HIV-Patienten (n = 20),
lineare Regression nach Spearmdrs 1600, p = 0,08068: DRDs- und DAT-Expression auf PBMCs von
HIV-Patienten (n = 35), lineare Regression nache8pan, f = 0,0001219, p = 0,0453.

Der DRD3 Ser9Gly-Polymorphismus ist in nicht-infizerten und HIV-infizierten
Personen funktionell

Das Risiko-Allel Glyzin (Gly/Gly und Gly/Ser) des RDs;-Polymorphismus hat in den
analysierten Kohorten weder Einfluss auf die DopaWwrfligbarkeit im Liquor noch
Einfluss auf die DAT-Expression auf PBMCs (Abb.)3.8Es konnte jedoch ein
Zusammenhang zwischen diesem Genotyp und der Bipnedes Rezeptors auf PBMCs
bestehen. Tatsachlich weisen stdafrikanische Pemsomt dem Risiko-Allel des DRP
Polymorphismus (Gly/Gly und Ser/Gly) eine signifikageringere DR mMRNA-Expression
auf PBMCs im Gegensatz zu Personen mit dem Se@8eotyp (Abb. 3.12). Dieser
Polymorphismus ist demzufolge funktionell.



3 ERGEBNISSE | 77

_
[=)
o
?

100+ £

—
b

-
1

o
-
1

o
o
-

DRD3 mRNA-Expression [%]

Ser/Gly und Gly/Gly Ser/Ser
DRD3-Ser9Gly-Genotyp

Abb. 3.12: mRNA-Expression des DRB auf PBMCs von sudafrikanischen nicht-infizierten und HIV-
infizierten Personen mit unterschiedlichen Genotype des DRD-Polymorphismus. DRD; Expression in
Personen dem Ser/Gly bzw. Gly/Gly-Allel (n = 16)dudem Ser/Ser-Allel (n =42). *p = 0,0232, sigréfikt
unterschiedlich im Vergleich zu Ser/Ser-TragernnmaVhitneyU Test fur nicht-normal verteilte Werte. Die
Boxplots zeigen den Median, die beiden mittlerem@le (25 — 75 %) und den gesamten Wertebereittdem
minimalen und maximalen Wert.

3.3 Zusammenhang zwischen Dopamin und der Immunaktierung

Keine Assoziation zwischen der Dopamin-Verfiigbarkeéi und den Immunmarkern
MCP-1, sCD14 und suPAR

Da Dopamin-Rezeptoren auf Zellen des Immunsystermsimgiert werden, ist auch ein
Zusammenhang zwischen der Dopamin-Verfugbarkeit Miagkern der Immunaktivierung
maoglich. Das Thema Immunaktivierung wird in Kapiged detailliert behandelt.

Die Dopamin-Verfugbarkeit im Liquor in deutscherchtiInfizierten und HIV-Patienten ist
jedoch weder mit der Konzentration von suPAR imulagnoch mit den Konzentrationen von
MCP-1, sCD14 und suPAR im Plasma assoziiert (A8 3 - E). Nicht-infizierte Personen
sowie nicht-infizierte und HIV-infizierte Personemusammen zeigen ebenso keinen
Zusammenhang zwischen der Dopamin-VerfugbarkeitLiquor und den Immunmarkern
MCP-1, suPAR und sCD14 im Plasma bzw. im Liquoh(T&a5).
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Abb. 3.13: Assoziation der Dopamin-Verfugbarkeit imLiquor und den Immunmarkern MCP-1, sCD14
und suPAR im Plasma bzw. Liquor deutscher HIV-Patiaten. A: Korrelation der Dopamin-Verfugbarkeit
mit MCP-1 im Plasma fr= 0,002077) un@® mit MCP-1 im Liquor (f = 0,01573)C: Korrelation der Dopamin-
Verfiigbarkeit mit sUPAR im Plasma?& 0,007046) undD mit suPAR im Liquor (r=0,007678).E:
Korrelation der Dopamin-Verfiigbarkeit mit sCD14 iRlasma (r=0,02250). n=55 — 70. Es sind die
Korrelationskoeffizienten fy angegeben. Lineare Regression nach SpearmarErdibnisse sind statistisch
nicht signifikant.
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Tab. 3.5: Korrelation der Dopamin-Verfugbarkeit im Liquor und den Immunmarkern MCP-1, sCD14
und suPAR im Plasma bzw. Liquor deutscher nicht-inizierter Personen und HIV-Patienten.

Korrelation von Nicht-Infizierte Nicht-Infizierte + HIV-
Dopamin mit Patienten

MCP-1 Plasma f =0,18890 ’r= 0,00277
MCP-1 Liquor F=3,632x 10 F = 0,00229
suPAR Plasma ¢ = 0,00070 %= 0,00017
suPAR Liquor F=0,01677 ’r=0,00133
sCD14 Plasma F=0,01243 F =0,00764

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die létiomskoeffizienten () angegeben. Nicht-Infizierte:
n =5 — 14, Nicht-Infizierte und HIV-Patienten: r68 — 76.

Nicht-infizierte und HIV-infizierte Personen mit dem DAT 10/10-Genotyp haben hdhere
MCP-1-Konzentrationen im Plasma

Obwohl kein Zusammenhang zwischen der Dopamin-\gbdikeit und Immunmarkern in
HIV-Patienten und nicht-Infizierten besteht, wurdmme mdgliche Assoziation des DAT
10/10-Genotyps mit Markern der Immunaktivierung lgsiart. Nicht-infizierte und HIV-
infizierte deutsche und siudafrikanische Persondndem DAT 10/10-Genotyp weisen eine
signifikant hohere MCP-1-Konzentration im Plasméals Personen mit anderen Genotypen
(Abb. 3.14). Dagegen haben nicht-infizierte und Hit¥izierte Personen mit
unterschiedlichen DAT-Genotypen etwas niedrigerddB€ und vergleichbare suPAR-
Konzentrationen im Plasma (Abb. 3.14).

Nicht-Infizierte mit dem DAT 10/10-Genotyp habent#7,4 pg/ml eine ca. dreimal hdohere
MCP-1-Konzentration als Personen mit anderen Geeoty(50,0 pg/ml) (Tab. 3.6). HIV-
Patienten mit dem DAT-Risiko-Genotyp weisen mit 2@/ml eine vergleichbare MCP-1-
Konzentration auf wie Patienten mit anderen DAT-@gpen (222,5 pg/ml) (Tab. 3.6).
Ebenso haben nicht-infizierte Personen mit dem OAMLO0-Genotyp mit 1,3 pg/ml genauso
viel sCD14 wie nicht-infizierte mit anderen DAT-Gegpen mit 1,31 pug/ml (Tab. 3.6).
Dagegen weisen HIV-Patienten mit dem Risiko-Genayye signifikant geringere sCD14-
Konzentration im Plasma auf als Patienten mit asdé€eenotypen (1,46 bzw. 1,63 pg/ml)
(Tab. 3.6). Auch die suPAR-Konzentration ist ing&&en mit dem DAT-10/10-Genotyp und
solchen mit anderen Genotypen vergleichbar. Nichrierte 10/10-Trager haben eine
durchschnittliche suPAR-Konzentration von 1,05 rigidlasma und solche mit anderen
Genotypen 1,30 ng/ml (Tab. 3.6). HIV-Patienten weitschiedenen Genotypen zeigen ebenso
keine grofRen Unterschiede in der suPAR-Konzentratig99 ng/ml in 10/10-Tragern und
2,12 ng/ml in Patienten mit anderen Genotypen) (Bad).
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Abb. 3.14: MCP-1-, sCD14- und suPAR-Konzentrationenm Plasma von nicht-infizierten und HIV-
infizierten Personen mit verschiedenen DAT VNTR-Geatypen. A: MCP-1-Konzentration in Personen mit
dem DAT-10/10-Genotyp (n = 65) und anderen Genatype= 60).B: sCD14-Konzentration in Personen mit
dem DAT-10/10-Genotyp (n = 63) und anderen Genatyjme= 56).C: suPAR-Konzentration in Personen mit
dem DAT-10/10-Genotyp (n = 64) und anderen Genatyfre= 57). **p = 0,0076, signifikant unterschiexti
im Vergleich zu Personen mit anderen DAT-Genotypéainn Whitney U Test fur nicht-normal verteilte Viger
Die Boxplots zeigen den Median, die beiden mittle@uartile (25 — 75 %) und den gesamten Wertellerait
dem minimalen und maximalen Wert. Andere DAT-Gepety. 3/7-, 3/9-, 3/10-, 7/9-, 9/9-, 7/10-, 8/10duter
10/11.

Tab. 3.6: Assoziation verschiedener Genotypen desAD VNTR mit den Immunmarkern MCP-1, suPAR
und sCD14 im Plasma von nicht-infizierten und HIV-nfizierten deutschen und sidafrikanischen
Personen.

10/10-Genotyp Andere Genotypen
MCP-1 Plasma [pg/mi]
Nicht-Infizierte 147,4 + 62,2 50,0+ 39,4
HIV-Patienten 207,0 + 29,2 222,5+ 69,5
sCD14 Plasma [pg/ml]
Nicht-Infizierte 1,34 £0,10 1,31 +£0,08
HIV-Patienten 1,46 + 0,10* 1,63 + 0,07
SUPAR Plasma [ng/ml]
Nicht-Infizierte 1,05+ 0,22 1,30 £ 0,17
HIV-Patienten 1,99 + 0,33 2,12 +0,29

Es sind die Mittelwerte + SEM angegeben. *p = 0®Mann WhitneyU Test fir nicht-normalverteilte Werte.
MCP-1: n (nicht-Infizierte) =5 — 13, n (HIV-Patim) = 47 — 60. SCD14: n (nicht-Infizierte) = 88; h (HIV-
Patienten) = 38 — 55. suPAR: n (nicht-Infizierted = 18, n (HIV-Patienten) = 39 — 55.
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3.4 Rolle der Immunaktivierung wahrend der HIV-Infektion

3.3.1 Immunaktivierung in deutschen HIV-Patienten

Deutsche HIV-Patienten zeigen im Vergleich zu nichinfizierten Personen keine
erhohten MCP-1-, sCD14- und suPAR-Konzentrationen

Nicht-infizierte Personen haben eine MPC-1-Plasmazentration von 273,9 pg/ml,
wohingegen HIV-Patienten mit 361,9 pg/ml zwar elridnere MCP-1-Konzentration haben,
die sich jedoch nicht signifikant von der Konzetitha nicht-infizierter Personen
unterscheidet (Tab. 3.7). Die sCD14-Konzentratiom Plasma hingegen ist in nicht-
Infizierten und HIV-Patienten sehr ahnlich (1,19b4,16 pg/ml) (Tab. 3.7). Deutsche HIV-
Patienten haben mit 1,7 ng/ml eine etwas hoherdRtlonzentration im Plasma als nicht-
infizierte Personen (1,12 ng/ml) (Tab. 3.7).

Zudem weisen HIV-Patienten im Vergleich zu nicHizierten Personen eine leicht erhdhte
MCP-1-Konzentration im Liquor auf (1084 pg/ml bzwi86 pg/ml). Die suPAR-
Konzentration im Liquor ist in nicht-infizierten B®nen und HIV-Patienten mit 0,74 bzw.
0,73 ng/ml sehr ahnlich (Tab. 3.7).

Tab. 3.7: MCP-1-, sCD14- und suPAR-Konzentrationerim Plasma bzw. Liquor von deutschen nicht-
infizierten Personen und HIV-Patienten.

Nicht-Infiziert DE HIV-Patienten
MCP-1 Plasma [pg/ml] 273,9 £ 65,6 361,9+454
sCD14 Plasma [ug/ml] 1,19 £ 0,05 1,16 £ 0,04
SUPAR Plasma [ng/ml] 1,12 + 0,20 1,70+ 0,32
MCP-1 Liquor [pg/ml] 786,4 + 87,5 1084 + 70,9
SUPAR Liquor [ng/ml] 0,74 +0,14 0,73 +0,1

Es sind die Mittelwerte + SEM angegebBie Ergebnisse sind statistisch nicht signifikavian WhitneyU
Test flr nicht-normalverteilte Werte). Nicht-infizte Personen: n = 5 — 15; HIV-Patienten: n = G1—~

Deutsche HIV-Patienten mit und ohne antiretrovirale Therapie haben vergleichbare
MCP-1-, sCD14- und suPAR-Konzentrationen

Obwohl sich die Konzentration der analysierten Immarker in HIV-Patienten und nicht-
Infizierten nicht voneinander unterscheidet, wumlennoch ein mdglicher Einfluss von
HAART analysiert. HAART hat in deutschen HIV-Patien keinen Einfluss auf die MCP-1-
Konzentration im Plasma, die bei HAART-naiven HIdtienten 305,9 pg/ml und bei
Patienten mit HAART durchschnittlich 380,9 pg/ml A€ betragt (Tab. 3.8). Ebenso ist die
Plasma-sCD14-Konzentration in beiden Patientengmgehr &hnlich, wobei HIV-Patienten
ohne HAART 1,19 pg/ml und Patienten mit HAART 1d§ml sCD14 aufweisen. Der
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Entzindungs-Marker suPAR ist im Plasma von Patendée eine antiretrovirale Therapie
machen, etwas niedriger als im Plasma von Thenagien HIV-Patienten; der Unterschied
ist jedoch nicht statistisch signifikant (1,34 ngbmaw. 2,07 ng/ml, Tab. 3.8).

Die Konzentration des Monozyten-Markers MCP-1 ist Liquor von HIV-Patienten mit
HAART mit 1043 pg/ml etwas geringer als in HIV-Ratien ohne HAART (1197 pg/ml, Tab.
3.8), jedoch nicht statistisch signifikant. suPAR LLiquor ist in Patienten mit antiretroviralen
Medikamenten ebenso wie bei MCP-1 etwas niedritgemaTherapie-naiven HIV-Patienten
(0,57 bzw. 0,89 ng/ml, Tab. 3.8).

Tab. 3.8: MCP-1-, sCD14- und suPAR-Konzentrationefim Plasma bzw. Liquor von deutschen Therapie-
naiven HIV-Patienten und Patienten mit antiretroviraler Therapie.

HIV, ohne HAART HIV, mit HAART
MCP-1 Plasma [pg/ml] 305,9 +47,9 380,9 + 58,6
sCD14 Plasma [ug/ml] 1,19 + 0,07 1,13+ 0,05
SUPAR Plasma [ng/ml] 2,07+0,61 1,34+ 0,19
MCP-1 Liquor [pg/ml] 1197 + 168 1043,0 £ 74,5
SUPAR Liquor [ng/ml] 0,89 +0,19 0,57 + 0,07

Es sind die Mittelwerte + SENMngegebernDie Ergebnisse sind statistisch nicht signifikadan WhitneyU
Test fur nicht-normalverteilte Werte). HIV-Patientehne HAART: n = 18 — 31, HIV-Patienten mit HAART:
n=32-53.

Die Plasma-suPAR-Konzentration korreliert mit der CD4"-Zellzahl und der Viruslast

Die Konzentration der Immunmarker ist in deutsclidiY-Patienten und nicht-Infizierten
zwar nicht signifikant verdndert, dennoch wurde emoglicher Zusammenhang der
Immunmarker mit Markern fur die Progression der Hifektion analysiert. HIV-Patienten
mit einer geringeren CD4Zellzahl haben eine signifikant hohere suPAR-Kaizgion im
Plasma (Abb.3.15 A). Auch HAART-naive HIV-Patientezeigen eine signifikante
Assoziation von suPAR mit der CDZellzahl; Patienten, die antiretroviral therapisgrden,
weisen mit steigender suPAR-Konzentration tenddénzebenso geringere CD4+-
Lymphozytenzahlen auf (Tab. 3.9). Zusatzlich istPAR in deutschen HIV-Patienten
signifikant mit der Viruslast assoziiert (Abb. 3.8). In Patienten ohne HAART dagegen
korreliert suPAR nicht mit der Viruslast, vermulli@ufgrund der kleinen Stichprobengrof3e
(Tab. 3.9). Die signifikante Korrelation von Virast mit der Plasma-suPAR-Konzentration
ist auch in HIV-Patienten unter HAART erkennbar §Ta.9). suPAR ist somit ein guter
Marker fir den Krankheitsverlauf der HIV-Infektion.Auch Patienten mit
neuropsychiatrischen Stérungen haben signifikahehe® Plasma-suPAR-Konzentrationen als

neuropsychiatriscch unauffallige HIV-Patienten (ABH5 C). suPAR im Plasma von HIV-
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Patienten ist zudem mit suUPAR im Liquor assoz{iakb. 3.15 D). In HIV-Patienten mit und
ohne HAART sind die suPAR-Konzentrationen nicht ndiém HDS-Score assoziiert
(Tab. 3.9). In HAART-naiven HIV-Patienten ist ebensin Trend erkennbar, dass mit
steigender suPAR-Konzentration im Plasma auchuf\R-Konzentration im Liquor erhéht
ist (Tab. 3.9).

SuPAR im Liquor korreliert tiberdies invers mit déb4'-Zellzahl (Tab. 3.10), mit der
Viruslast im Blut und tendenziell mit der Viruslagh Liquor (¥ = 0,06028, p = 0,0609,
Tab. 3.10). Dagegen korrelieren sCD14 und MCP-htmut dem Verlauf der HIV-Infektion
siehe Tab. 3.10).

>
@

154 15—
ll g °
= e [e]
> P 2
S 101 o < 10 o
g &
L 8
o o o o
] 5
v 2 o o 5 o o
E % o o = o o
=] o o © - = [e] o . 00°
m 0_ Do % & T . oo T Q T ° 1 w 0 T tgol 0I DO CPQDO'O 0% ‘C)l, 1
0 250 500 750 1000 1250 1500 0 1 2 3 4 5 6
CD4+-Zelizahl [Zellen/ul] Viruslast [log RNA-Kopien/ml]

@]
w)

154 15+

g . T .

o ?5 o

AT < 104 °

© ©

E E

k. k:

g 5 ’ . =

% e &

3 o 3

0 oo n
0 T T T T IOSI 1 1
00 25 50 75 100 125 15.0 17.5 6

HDS [HDS-Score] suPAR Liquor [ng/ml]

Abb. 3.15: Korrelation der suPAR-Konzentration mit der CD4"-Zellzahl, der Viruslast und dem HDS-

Score in deutschen HIV-Patienten. A:Korrelation der suPAR-Konzentration mit der CEXelizahl,

p = 0,0003, T=0,2083, n=58.B: Korrelation der suPAR-Konzentration mit der Vias, p=0,0187,
r>=0,09646, n = 57C: Korrelation der suPAR-Konzentration mit dem HDS#&g p = 0,0061,°r= 0,1555,

n =47. Lineare Regression nach Spearman. suBdBble urokinase plasminogen activator receptdDS:

HIV-Demenz SkalaD: Korrelation der suPAR-Konzentration im Plasma der suPAR-Konzentration im
Liquor, p = 0,0049,7= 0,1331, n = 58.
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Tab. 3.9: Korrelation der suPAR-Konzentration im Plasma deutscher HIV-Patienten mit und ohne
HAART mit der CD4 *-Zellzahl, der Viruslast, dem HDS-Score und der suRR-Konzentration im Liquor.

Korrelation suPAR mit  HIV, ohne HAART HIV, mit HAA RT
CD4'-Zellzahl r°=0,2798, p = 0,0032 r’=0,1233, p = 0,0571
Log Viruslast f=0,05317, ns r’=0,1966, p = 0,0104
HDS-Score 7= 01813, p = 0,0612 ?E 0,09635, ns
SuPAR Liquor t=0,1464, p = 0,0537 “£ 0,003714, ns

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die ldtomskoeffizienten @ und die p-Werte angegeben.
ns = nicht signifikant. HIV-Patienten ohne HAART=r20 — 29. HIV-Patienten mit HAART: n = 27 — 32.

Tab. 3.10: Korrelationen von sCD14, MCP-1 und suPARnmit der CD4"Zellzahl, der Viruslast und dem
HDS-Score in deutschen HIV-Patienten.

CD4"-Zellzahl  logVL HDS-Score LogVL CSF
MCP-1 Plasma r°=0,00653, r* = 0,00529, r* = 0,00082, r* = 0,00703,
ns ns ns ns
sCD14 Plasma r°=0,05122, r‘ = 0,06126, r’ = 0,01789, r‘ = 0,03112,
p =0,0848 p =0,0610 ns ns
SuPAR Plasma Siehe Abb. 3.15 r’ = 0,04873,
p = 0,0959
MCP-1 Liquor  r*= 00419, r* = 003247, r* = 004072, r° = 0,01514,
ns ns ns ns
SuPAR Liquor r?=0,0899, r>=0,06667, r°=0,01044,ns °r=0,06028,
p =0,0213 p = 0,0504 p = 0,0609

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die ldtorskoeffizienten @ und die p-Werte angegeben.
n=48-71.

MCP-1 im Liquor korreliert in deutschen HIV-Patient en mit SUPAR im Liquor

In  deutschen  HIV-Patienten besteht kein Zusammempharzwischen den
Plasmakonzentrationen der Immunmarker MCP-1, sCiridl suPAR, allerdings korreliert
SUPAR im Liquor mit MCP-1 im Liquor (Tab. 3.11).

Tab. 3.11: Korrelationen der verschiedenen Immunmaker untereinander in deutschen HIV-Patienten.

MCP-1 sCD14 SsuPAR MCP-1 SsuPAR
Plasma Plasma Plasma Liguor Liguor
MCP-1 - r*=0,00302, r°=0,00944, r°=0,02422, r°=0,00622,
Plasma ns ns ns ns
sCD14 - r*=0,01013, r°=0,07584, r°=0,01201,
Plasma ns p = 0,0640 ns
SuPAR - ¥ =0,07808, siehe Abb.
Plasma p = 0,063, 3.14
MCP-1 - r’=0,47280,
Liquor p = 0,0001
suPAR -
Liquor

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die ldtorskoeffizienten @ und die p-Werte angegeben.
n=45-72.
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3.3.2 Immunaktivierung in stdafrikanischen HIV-Patienten

Die T-Zell-Aktivierung und die Konzentrationen von MCP-1, sCD14 und suPAR sind in
sudafrikanischen HIV-Patienten im Vergleich zu nich-infizierten Personen erhoht
Sudafrikanische HIV-Patienten haben im Vergleich might-infizierten Personen eine
hochsignifikant starkere Aktivierung von CbDBellen (Abb.3.16 A). Auch der
Entziindungsmarker suPAR ist in HIV-Patienten im &gtz zu nicht-infizierten Individuen
signifikant erhdht (Abb. 3.16 B). Dies gilt eberfsio die Marker der Monozyten-Aktivierung
sCD14 und MCP-1 (Abb. 3.16 C und D). Im Gegensatzudunterscheidet sich der
immunsuppressive Faktor RANTES in nicht-infiziertend HIV-infizierten Personen nicht.
Im Gegensatz dazu unterscheidet sich der immunsspipe Faktor RANTES in nicht-

infizierten und HIV-infizierten Personen nicht (Akh16 E).
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Abb. 3.16: T-Zell-Aktivierung und Plasmakonzentrationen von suPAR, sCD14, MCP-1 und RANTES in
stidafrikanischen nicht-infizierten und HIV-infizier ten Personen. A: CD38/HLA-DR-Expression auf
CD3'CDS8" Zellen in nicht-infizierten (n=18) und HIV-infierten Personen (n=42), **p = 0,0008:
suPAR-Konzentration in nicht-infizierten Personem=(13) und HIV-Patienten (n=57), **p = 0,00€:
sCD14-Konzentration in nicht-infizierten (n = 13)duHIV-infizierten Individuen (n = 55), ***p = 0,0M4. D:
MCP-1-Konzentration in nicht-infizierten (n = 14nd HIV-infizierten Personen (n = 54), **p = 0,001E:
RANTES-Konzentration in nicht-infizierten (n = 13)nd HIV-infizierten Individuen (n =47). Die p-Wert
zeigen einen signifikanten Unterschied zwischen 4RRAfienten und nicht-infizierten Personen. Alle
Signifikanz-Tests wurden mit dem Mann WhitneyTest fur nicht-normal verteilte Werte durchgefiitidie
Boxplots zeigen den Median, die beiden mittlerem@ie (25 — 75 %) und den gesamten Wertebereittem
minimalen und maximalen Wert.
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Eine reprasentative Farbung mCD38 unda-HLA-DR im Durchflusszytometer ist in Abb.
3.17 dargestellt. In dieser Arbeit wurden alle CI¥8Zellen als immunaktiviert gewertet, die
gleichzeitig CD38 und HLA-DR zusammen mit CD3 und& auf ihrer Oberflache

exprimieren.
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Abb. 3.17: Reprasentative Darstellung einer durchfisszytometrischen Messung der Oberflachen-
Expression von CD38/HLA-DR von CD8&-Zellen aus peripherem Blut in einem siidafrikaniscen HIV-
Patienten. A: Isotyp-Féarbung o-IgG1 « PE, a-1IgG2 « APC, rechts) von CD8+-T-Lymphozyten (link$}:
CD38/HLA-DR-Farbung ¢-CD38 PE,a-HLA-DR APC) von CD8+-T-Lymphozyten (links). In dier Arbeit
wurden ausschlieBlich CD8+-T-Zellen als aktivieetrbchtet, die sowohl CD38 als auch HLA-DR auf iihre
Oberflache exprimieren.

Die T-Zell-Aktivierung ist in sudafrikanischen HIV- Patienten mit antiretroviraler
Therapie geringer als in Patienten ohne antiretrovialer Therapie

Um den Einfluss von HAART auf die Immunaktivierunp der sudafrikanischen
Patientenkohorte zu analysieren, wurde die Immuwviaking in Therapie-naiven HIV-
Patienten und Patienten mit HAART verglichen. DiZdll-Aktivierung in stdafrikanischen
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HIV-Patienten unter HAART ist signifikant niedrigats in Therapie-naiven HIV-Patienten
(Abb. 3.18).
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Abb. 3.18: T-Zell-Aktivierung in sidafrikanischen HIV-Patienten mit und ohne HAART. CD38/HLA-DR-
Expression auf CDEDS" Zellen in HIV-Patienten ohne HAART (n = 18) und\HPatienten mit HAART
(n =23), **p = 0,0066, signifikant unterschiedligbn nicht-therapierten HIV-Patienten, Mann Whitigy est
fur nicht-normal verteilte Werte. Die Boxplots zeigden Median, die beiden mittleren Quartile (Z5%-%) und
den gesamten Wertebereich mit dem minimalen undmadan Wert.

HIV-Patienten ohne HAART weisen eine MCP-1-Konzatitn von 178,0 pg/ml auf, HIV-

Patienten mit HAART eine etwas geringere Konzeitrna(142,7 pg/ml) (Tab. 3.12). Ebenso
unterscheidet sich die RANTES-Konzentration im flasson HIV-Patienten mit und ohne
HAART nicht wesentlich voneinander (44,16 ng/ml w@ 02 ng/ml) (Tab. 3.12). Auch die
sCD14-Konzentration der beiden Gruppen ist sehiiéhr{2,12 ug/ml bzw. 2,02 pug/ml)

(Tab. 3.12). Dagegen liegt in Therapie-naiven HBfi€nhten eine geringere SuPAR-
Plasmakonzentration vor als in HIV-Patienten mit AR (1,95 ng/ml bzw. 2,7 ng/ml)

(Tab. 3.12).

Tab. 3.12: Plasmakonzentrationen von MCP-1, RANTES,sCD14 und suPAR in sudafrikanischen
Therapie-naiven HIV-Patienten und Patienten unter atiretroviraler Therapie.

HIV, ohne HAART HIV, mit HAART
MCP-1 [pg/ml] 178,0 * 23,77 142,7 + 15,16
RANTES [ng/ml] 44,16 + 8,38 50,02 + 5,60
sCD14 [ug/mi] 2,12 £ 0,22 2,02 0,07
SUPAR [ng/ml] 1,95 + 0,20 2,70 + 0,30

Es sind die Mittelwerte £+ SEM angegeb&ie Ergebnisse sind statistisch nicht signifikavian WhitneyU
Test fUr nicht-normalverteilte Werte). HIV-Patientehne HAART: n = 12 — 22, HIV-Patienten mit HAART:
n=28-43.
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Die T-Zell-Aktivierung korreliert in siidafrikanisch en HIV-Patienten mit der CD4'-
Zellzahl und der Viruslast

Um den Zusammenhang zwischen der Immunaktivierumgy der Progression der HIV-
Infektion zu erfassen, wurden die verschiedenenkbtamit der CD2-Zellzahl und der
Viruslast in Verbindung gebracht. Die T-Zell-Aktarung in sidafrikanischen HIV-Patienten
korreliert signifikant mit der CD4Zellzahl, je weniger CD4+-Lymphozyten in einem
Patienten vorhanden sind, desto héher ist die GHI38/DR-Expression auf Lymphozyten
(Abb. 3.19 A). Die signifikante negative Korrelatioist auch in HIV-Patienten, die
antiretroviral therapiert werden, zu beobachten b(Ab19 C). In Therapie-naiven HIV-
Patienten dagegen ist dieser Trend zwar ebenfakenebar, jedoch ist dieser Trend
statistisch nicht signifikant (Abb. 3.19 B). Zudita ist eine positive Korrelation der T-Zell-
Aktivierung mit der Viruslast zu erkennen. Diese ritation ist sowohl in allen
sudafrikanischen HIV-Patienten, als auch in nitlgrapierten Patienten und Patienten mit
HAART erkennbar (Abb. 3.19 D, E, F).

Zudem korreliert die T-Zell-Aktivierung weder in YHPatienten ohne HAART noch in
Patienten mit HAART mit dem GDS-Score (ohne HAART= 0,07193, ns, mit HAART:
r’=0,05761, ns; eine Korrelation von T-Zell-Aktivierg mit dem IHDS-Score ist nicht

vorhanden).
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Abb. 3.19: Korrelation der T-Zell-Aktivierung mit d er CD4+-Zellzahl und der Viruslast in
siidafrikanischen HIV-Patienten. Korrelation der T-Zell-Aktivierung mit der CD4Zellzahl in A allen HIV-
Patienten, 7= 0,1426, p = 0,0097, n = 4B, Therapie-naiven HIV-Patienterf, # 0,09101, p = 0,2745, n=15
und C HIV-Patienten mit HAART, 7= 0,1651, p = 0,0233; n = 31. Korrelation der TZdttivierung mit der
Viruslast in D allen HIV-Patienten, %= 0,4878, p <0,0001, n=3%& Therapie-naiven HIV-Patienten,
r?=0,4934, p = 0,0051; n = 14 uri HIV-Patienten mit HAART, 7= 0,4453, p = 0,0013; n = 20. In dieser
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Arbeit wurden ausschlieRlich CDg-Zellen als positiv gewertet, die sowohl CD38 algch HLA-DR auf ihrer
Oberflache exprimieren. Lineare Regression nacla®men mit dem Korrelationskoeffizientef)(rdem p-Wert
und der Stichprobenanzahl.

In stidafrikanischen HIV-Patienten besteht ein Zusammenhang zwischen verschiedenen
Immunmarkern und Markern des Krankheitsverlaufs sowie zwischen verschiedenen
Immunmarkern untereinander

Die T-Zell-Aktivierung ist zwar signifikant mit de€D4"-Zellzahl und der Viruslast assoziiert
(Abb. 3.19), hangt jedoch in unserer Kohorte nichit den GDS-Scores zusammen
(Tab. 3.13). In HIV-Patienten ohne und mit HAARTt isbenso kein Zusammenhang
zwischen der T-Zell-Aktivierung und der neuropswthschen Beeintrachtigung vorhanden
(ohne HAART: f=0,07193, p=0,3539; n =14, mit HAART*=0,05761, p = 0,3081;
n = 20).

Die Plasma-Konzentration von MCP-1 ist dagegerugefikanischen HIV-Patienten mit der
Viruslast assoziiert (Tab. 3.13). Zusatzlich kaeelder immunsuppressive Faktor RANTES
mit der IHDS (Tab. 3.13).

Tab. 3.13: Korrelationen der T-Zell-Aktivierung und der Plasmakonzentrationen von MCP-1-, RANTES,
sCD14 und suPAR mit der CD4Zellzahl, der Viruslast, dem IHDS- bzw. GDS-Scoreni siidafrikanischen
HIV-Patienten.

CD4*-Zellzahl  logVL IHDS GDS

CD38/HLA- siehe Abb. 3.19 n.v. (n = 3) 21 0,02153,

DR ns

MCP-1 r*=0,04775, r°=0,1699, r* = 0,03995 r* =0,028009,
ns p = 0,0067 p =0,3982 ns

RANTES r* =0,04222, r=0,01905, r=0,1604, r* = 0,00038,
ns ns p =0,0426 ns

sCD14 r=0,05686, r°=0,03591, r°=0,05517, r°=0,01034,
ns ns ns ns

SuPAR r=0,03603, r°=0,02173, r°=0,000784, r°=0,02206,
ns ns ns ns

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die ldtomrskoeffizienten @ und die p-Werte angegeben.
n=20-51.

Die CD8-T-Zell-Aktivierung ist in HIV-Patienten zudem miter sCD14-Konzentration im
Plasma verbunden (Tab. 3.14) und mit der Konzeatraton MCP-1 im Plasma (Tab. 3.12).
SchlieB3lich korreliert RANTES im Plasma mit MCP-&rnvsudafrikanischen HIV-Patienten
(Tab. 3.14) und ist mit der Konzentration von suPasRoziiert (Tab. 3.14).
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Tab. 3.14: Korrelationen der verschiedenen Immunmaker untereinander in deutschen HIV-Patienten.

CD38/HLA- MCP-1 RANTES sCD14 SuPAR
DR
CD38/HLA- - r’=0,1257, r> = 0,1172, r*=0,1423 r*=0,00037,
DR p = 0,0465 p=0,0691 p=0,0278 ns
MCP-1 - r£=0,1926, r°=0,02598, r*=0,02202,
p=0,0023 ns ns
RANTES - r = 0,06886, r°=0,2188
p=0,0816 p=0,0010,
sCD14 - r* = 0,02697,
ns
SuPAR -

Lineare Regression nach Spearman. Es sind die ldtorskoeffizienten @ und die p-Werte angegeben.
n=29 - 55,

3.3.3 Vergleich der Immunaktivierung in Deutschen nd Sudafrikanern

Deutsche und sudafrikanische HIV-Patienten weiserglgichbare CD4Zellzahlen auf
(Tab. 3.1), dennoch unterschieden sich verschiedemaunmarker in beiden Kohorten
deutlich voneinander. Die MCP-1-Konzentration imagPha ist in sudafrikanischen HIV-
Patienten hochsignifikant geringer als in deutscheitV-Patienten (Abb. 3.20 A).
Sudafrikanische nicht-infizierte Personen weiserviengleich zu deutschen nicht-Infizierten
ebenso signifikant weniger MCP-1 auf (Abb.3.20 Ah Gegensatz dazu ist die sCD14-
Konzentration im Plasma stdafrikanischer HIV-Pdgansignifikant hoher als in deutschen
HIV-Patienten, die sCD14-Konzentration in nichtiorten stdafrikanischen Personen ist im
Vergleich zu deutschen nicht-Infizierten ebenso 6keth(Abb. 3.20 B). Ebenso ist in
sudafrikanischen HIV-Patienten die suPAR-Konzemmatm Plasma hochsignifikant héher
als in deutschen Patienten (Abb. 3.20 C). Diesdetdnhied ist in nicht-infizierten Personen
nicht zu erkennen, es sind ahnliche suPAR-Konzeatran in nicht-infizierten deutschen und

sudafrikanischen Personen vorhanden (Abb. 3.20 C).
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Abb. 3.20: MCP-1, sCD14 und suPAR-Plasmakonzentraihen in deutschen und sidafrikanischen HIV-
infizierten und nicht-infizierten Personen. A: MCP-1-Konzentration in deutschen (n=71) und
sudafrikanischen HIV-Patienten (n=54) und intdeben (n=15) und sudafrikanischen nicht-Infizart
(n = 14). **p < 0,0001, signifikant unterschiedlicvon deutschen HIV-Patienten,”p < 0,05, signifikant
unterschiedlich im Vergleich zu deutschen nichtzieften, Kruskal-Wallis Test fiir nicht normal-veitte
Werte mit Dunn’s multiple comparison tesB: sCD14-Konzentration in deutschen (n=61) und
stidafrikanischen HIV-Patienten (n=55) und in dehen (n=13) und sidafrikanischen nicht-infigert
Personen (n = 13). ***p < 0,0001, signifikant urgeiiedlich von deutschen HIV-Patienten, Kruskal-Nalest
fur nicht normal-verteilte Werte mit Dunn’s multgpkcomparison testC: suPAR-Konzentration in deutschen
(n =63) und sudafrikanischen HIV-Patienten (n ¥ BAd in deutschen (n = 15) und sidafrikanischentni
infizierten Personen (n=13), ***p < 0,0001, sifjkant unterschiedlich im Vergleich zu deutschenVHI
Patienten, Kruskal-Wallis Test fur nicht normaltedte Werte mit Dunn’s multiple comparison testE:D
Deutschland. SA: Sidafrika. Die Boxplots zeigen Welian, die beiden mittleren Quartile (25 — 75Whil den
gesamten Wertebereich mit dem minimalen und max@m/ert.
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3.3.4 Immunaktivierung in  Echinococcus und  Schistosoma-koinfizierten
sudafrikanischen HIV-Patienten

Die erhohte Immunaktivierung in Studafrikanern k@&uata. durch eine (Ko-) Infektion mit
Parasiten hervorgerufen werden. Deshalb wurde Rlasm sidafrikanischen Personen auf
die ErregerEchinoccocus multilocularj€. granulosusuind Schistosoma mansouantersucht.
21,4 % (3 von 14) der nicht-Infizierten sind mitndeBandwurmEchinococcusinfiziert,
14,3 % (2 von 14) haben eiszhistosomanfektion. Keiner der nicht-infizierten Individuen
tragt gleichzeitig beide Parasiten. Von den HIVi€taen haben ca. 41 % (18 von 44)
Echinokokken und nur knapp 2 % (1 von 55) den WRilatih SchistosomaZudem ist ebenso
kein HIV-Patient Trager beider Parasiten zugleich.

Die T-Zell-Aktivierung unterscheidet sich in HIV-Bnten mit und ohnd=chinococcus-
Koinfektion nicht. Patienten ohnEchinococcugko-Infektion haben durchschnittlich eine
CD8'-T-Zell-Aktivierung von 14,8 %, wobei 10,8 % der 8DZellen von HIV-Patienten mit
Echinococcusko-Infektion aktiviert sind (Tab. 3.15). Auch didmmunaktivierung
hinsichtlich MCP-1 ist in beiden Patientengruppegleichbar, es sind 154,3 pg/ml bzw.
135,1 pg/ml MCP-1 im Plasma von HIV-Patienten obae. mit Echinococcuskoinfektion
vorhanden (Tab. 3.15). Die RANTES-Konzentration kiV-Patienten ohne und mit
Echinococcuoinfektion ebenso nicht signifikant unterschietlli (44,6 ng/ml und
53,2 ng/ml, Tab. 3.15). Zuséatzlich ist die Konzattn von sCD14 in beiden
Patientengruppen sehr ahnlich, wobei HIV-Patiemtene Parasiten-Koinfektion 2,14 pg/mi
sCD14 im Plasma unBchinococcusoinfizierte HIV-Patienten eine sCD14-Konzentratio
von 2,0 ug/ml aufweisen (Tab. 3.15). Die Konzemratvon suPAR ist inEchinococcus
positiven HIV-Patienten etwas héher al€ichinococcusegativen HIV-Patienten (2,2 ng/ml
bzw. 2,9 ng/ml). Da nur ein HIV-Patient m&chistosomainfiziert war, kdnnen keine

Ruckschlisse auf die Immunaktivierung gezogen werde
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Tab. 3.15: T-Zell-Aktivierung und Plasmakonzentrationen von MCP-1, RANTES, sCD14 und suPAR in
siidafrikanischen HIV-Patienten mit und ohneEchinococcus-Koinfektion.

HIV-infiziert, nicht HIV-infiziert und
Echinoccocus-infiziert Echinoccocus-infiziert
CD38'/HLA-DR * [%)] 14,75 + 2,90 10,82 +2,47
MCP-1 [pg/ml] 154,3 + 19,69 135,1 + 16,78
RANTES [ng/ml] 44,64 + 7,17 53,21 + 6,17
sCD14 [ug/ml] 2,14+0,14 2,01 +£0,13
SuPAR [ng/ml] 2,22 +0,29 2,90 + 0,56

Es sind die Mittelwerte + SEM angegeb®ie Ergebnisse sind statistisch nicht signifikavian WhitneyU
Test fur nicht-normalverteilte Werté,Test fur normal-verteilte Werte). NicBehinococcusnfiziert: n = 17 —
26 ),Echinococcusnfiziert: n = 13 — 18.

3.3.5 Antiretrovirale Resistenzen in therapierten HV-Patienten

Bei 14 von 37 (37,8 %) sudafrikanischen HIV-Pagentnter antiretroviraler Therapie ist die
Plasma-Viruslast nicht supprimiert. 64,3 % diesatidhten mit detektierbarer Viruslast (9
von 14) haben eine Viruslast tber 1000 RNA Kopidnrologische Versager). Um den
Grund fur die hohe Viruslast trotz HAART herausmdin, wurde eine Resistenzbestimmung
des HI-Virus durchgefiihrt, um das Ansprechen atifetrovirale Medikamente abschétzen
zu konnen. Es wurden Gene der Protease- (PR) undredersen Transkriptase (RT)
sequenziertln 62 % (8 von 13) konnte HIV amplifiziert und semqziert werden. 5 von 8
(62,5 %) dieser Patienten tragen ein HI-Virus riniee Resistenz-assoziierten Mutation gegen
nicht-nukleosidische reverse Transkriptase-Inhibito (NNRTI), wobei das Virus eines
Patienten zusatzlich eine Resistenz-assoziiertatibnt gegen einen nukleosidischen reverse
Transkriptase-Inhibitor (NRTI) aufweist (Tab.3.16Ein weiterer Patient hat eine
geringflugige Resistenz gegen einen ProteaseinhifitY, die aber die Wirksamkeit von
Medikamenten nicht beeinflusst (Tab. 3.16). Zwer @atienten tragen keine Resistenz-
assoziieret Mutationen. Vier von funf Patienten ¢80 mit einer Resistenz-assoziierten

Mutation haben mindestens eimgh-levelResistenz (Tab. 3.16).
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Tab. 3.16: Resistenz-assoziierte Mutationen von HIMn virologischen Versagen (Viruslast > 1000
Kopien/ml).

Patient Pl-Resistenz NRTI-Resistenz NNRTI-Resistenz
Patient 1, - - K103N (NFV, EFR,
Subtyp C NVR)

Patient 2 L101 (geringfugige - -

Subtyp N/A Resistenz)

Patient 3 L101 (geringfugige - K103N EFR, NVR
Subtyp C Resistenz)

Patient 4 - - K103N EFR, NVR
Subtype C

Patient 5 - - A98G (NVR)
Subtyp C

Patient 6 - M1841 (ABC, DDI, A98G, Y181C EFR
Subtyp N/A FTC, 3TC) ETR, NVR, RPV)

Die Buchstaben und Zahlen geben die Aminosdure wmt nach der Mutation mit der Position an. Die
Abkirzungen in Klammern kennzeichnen die betroffeledikamente. Medikamente in rot kennzeichhig-
level Resistenzen, intermediate (mittel-schwere) Rewsste sind blau dargestellt, low-level
(geringfligige/unbedeutende) Resistenzen sind gaiipedtellt. A: Alanin, C: Cystein, G: Glycin, ldlgucin; K:
Lysin, L: Leucin, M: Methionin, N: Asparagin, Y: Tgsin. ABC: Abacavir, ddl: Didanosin, EFR: Evafign
ETR: Etravirin, FTC:; Emtricitabin, NFV: NelfinaviNVR: Nevirapin, RPV: Rilpivirin, 3TC: Lamivudin,

3.3.6 Genetische Polymorphismen bei Chemokinen urichemokin-Rezeptoren

Genotypisierung von HIV-Patienten und nicht-infizieten Personen

Um den moglichen Einfluss des genetischen Hinteidguon Chemokin-Rezeptoren und -
Liganden zu analysieren, wurden genetische Polym&men von nicht-infizierten und HIV-
infizierten  sUdafrikanischen Personen bestimmt. Dientersuchten genetischen
Polymorphismen waren CCR32, MCP-1-2518A>G, RANTES Int1.1C und RANTES-
403G—A. Die Fragmentlangen der amplifizierten Gene smAbb. 3.21 abgebildet.
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Abb. 3.21: Fragmentlangen der amplifizierten Alleleder CCR5-, MCP-1-2518-, RANTES Int1.1- und
RANTES-403-Polymorphismen.Es sind die Fragmentldangen der CCR5- (A), MCPR); RANTES Intl1.1-
(C) und RANTES -403G/A-Polymorphismen (D) dargdstél: Der WT-Genotyp des CCR5-Polymorphismus
hat 182 bp, beim Auftreten der 32 bp-Deletion eftstwirde eine 150 bp-Bande entstehBn.Der A/A-
Genotyp des MCP-1-2518AG Polymorphismus besteht aus einem 929 bp-Fragfgaint markiert), das A/G-
Allel besteht aus den Fragmenten der Langen 929®pbp und 222 bp (rot markier€): Der T/T-Genotyp des
RANTES Intl1.1-Polymorphismus zeigt eine 343 bp-Bafgkelb markiert), das T/C-Allel beinhaltet Fragiteen
der Langen 343 bp, 213 bp und 130 bp (blau majkiexd das C/C-Allel beinhaltet ein 213 bp- und E80 bp-
Fragment (nicht dargestellfp: Der RANTES-403-Polymorphismus besteht entwederdans G/G-, dem G/A-
oder dem A/A-Allel. Der G/G-Genotyp besteht auseainl12 bp-Fragment, der G/A-Genotyp zeigt ein 1135 b
und ein 112 bp-Fragment (griin markiert), der Gema@t{A besteht aus 135 bp (rot markiert). Es istgésvein
reprasentatives Ergebnis der Auftrennung der Fratgmim einem Agarose-Gel gezeigt. Die DNA wurde mit
Gelred geféarbt. M 1 = DNA-Marker: GeneRuler DNA diedl Mix (100 bp — 10 kb). M 2 = O’Range Ruler 50 bp
DNA ladder (50 bp — 1 kb).

Die Allelhaufigkeiten der CCR5A32-, MCP-1-2518-, RANTES Intl1.1- und RANTES-
403-Polymorphismen unterscheiden sich in studafrikaschen HIV-Patienten und nicht-
infizierten Personen nicht

Es wurden keine Unterschiede in der Allelhaufigkeitischen HIV-Patienten und nicht-
infizierten Personen festgestellt. Der bekanntBsigmorphismus im Zusammenhang mit der
HIV-Infektion, eine 32 bp-Deletion im CCR5-Chemolgneptor, tritt in der analysierten
Kohorte nicht auf. Im MCP-1-2518AG-Polymorphismus treten in Sidafrikanern zwei
Genotypen auf, A/A und A/G. Der A/A-Genotyp des MCHPolymorphismus tritt in 52 %
der nicht-infizierten Personen auf und in 63 % HdY-Patienten (Tab. 3.17). Auch sind

ungefahr gleich viele nicht-infizierte Personen uH&V-Patienten homozygot fur T im
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RANTES Intl.1~C-Polymorphismus, namlich 63 % der nicht-infiziert€ersonen und
55,5 % der HIV-Patienten (Tab. 3.17). Im RANTES-@83A-Polymorphismus kénnen die
Genotypen A/A, A/G und G/G auftreten. Mit 5 % ssittlafrikanische nicht-Infizierte ahnlich
haufig homozygot fir das A/A-Allel wie HIV-infiziee Personen (4 %) (Tab. 3.17). Lineare
Regressions-Analysen, die in Bezug auf Alter unddBkecht angeglichen waren, detektierten

keinen Unterschied der Allelhaufigkeiten zwisché&htiIinfizierten und HIV-Patienten.

Tab. 3.17: Allelhaufigkeiten der CCR#:\32-, MCP-1-2518-, RANTES Intl.1- und RANTES-403-
Polymorphismen in stidafrikanischen nicht-infizierten Personen und HIV-Patienten.

Polymorphismus Allel Nicht-Infiziert HIV-Infiziert
% (n) % (n)
CCRb5A32 182 bp 100 % (19) 100 % (54)
150 bp - -
MCP-1-2518A—G A/A 52 % (10) 63 % (34)
(CCL2) AIG 48 % (9) 37 % (20)
G/G - -
RANTES-Int1.1T—C TIT 63 % (12) 55,5 % (30)
(CCL5) T/IC 32 % (6) 39 % (21)
C/C 5% (1) 5,5 % (3)
RANTES-403G—A G/IG 63 % (12) 46 % (25)
(CCL5) AIG 32 % (6) 50 % (27)
A/A 5% (1) 4% (2)

Angegeben sind die Allelhaufigkeiten in Prozent undKlammern die Zahl der jeweiligen Allel-TrageEs
wurde kein signifikanter Unterschied detektiertakbter Fisher Test.

Der Polymorphismus RANTES-403G-~A ist in Sudafrikanern funktionell, kein
Nachweis der Funktionalitait des RANTES Intl.1- und MCP-1-2518A—G-
Polymorphismus

Der CCRA32-Polymorphismus fiihrt zu einer Konformationsandgrdes Korezeptos und
schitzt homozygote Trager vor der sexuellen Trasson von HIV (Liuet al, 1996). In den
analysierten Patienten und nicht-Infizierten konalese Deletion nicht vor (Tab. 3.17).

Die Genotypen G/G oder G/A an der Stelle -2518 ohep-1Gens fuhren nach ILft
Stimulation von PBMCs zu einer erhdohten Produktimn MCP-1 im Gegensatz zum
Genotyp A/A (Rovinet al, 1999).Die MCP-1-Konzentration ist in HIV-Patienten unathm-
infizierten Personen mit dem Genotyp A/G im Gegensau A/A sehr vergleichbar
(Abb. 3.22). Dasselbe gilt fur HIV-Patienten; dieCH-1-Konzentrationen sind in Patienten
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mit verschiedenen Genotypen ahnlich, ein funkti@nelNachweis fir den MCP-1-
Polymorphismus konnte somit nicht erbracht werd&bb( 3.22). Die CD4Zellzahl ist in
HIV-Patienten mit dem A/A-Genotyp mit 430,4 Zellghketwas hoher als in HIV-Patienten
mit anderen Genotypen (370,0 Zellen/ul), ebensdistViruslast in A/A-Tragern mit 43122
HIV-Kopien/ml héher als in HIV-Patienten mit mindess einem G-Allel (33691, Tab. 3.18).
Patienten mit dem A/A-Genotyp zeigen in neuropsitisichen Tests zudem einen fast
doppelt so hohen GDS-Score wie Patienten mit andéi@P-1-Genotypen (0,25 bzw. 0,13,
siehe unten, Tab. 3.18).

A B )
Nicht-Infizierte und HIV-Patienten HIV-Patienten
500- 450- -
—_ 400 -1
— 400+ T — 350
E E 300
E 300+ g oy
- - 200_
! 2004 ]
S & 150
= 100- = 100
. L 1 o L L
AJA AIG AIIA A/'G
MCP-1-2518-Genotyp MCP-1-2518-Genotyp

Abb. 3.22: Plasmakonzentration von MCP-1 in Sidafianern mit verschiedenen Genotypen des MCP-1-
2518A—G-Polymorphismus. A: MCP-1-Konzentration in nicht-infizierten und HIVifizierten Stidafrikanern
mit den Genotypen A/A (n = 35) und A/G (n = 2B). MCP-1-Konzentration in stidafrikanischen HIV-Patemn
mit den Genotypen A/A (n =27) und A/G (n = 16).eDBoxplots zeigen den Median, die beiden mittleren
Quatrtile (25 — 75 %) und den gesamten Werteberaitdem minimalen und maximalen Wert.

RANTES bindet an den Korezeptor CCR5. Das C-Allgs dRANTES Intl.1FC-
Polymorphimus fuhrt zu einer geringeren RANTES-Bkaiption und dadurch zu einer
erhohten Ausbreitung von HIV (Aert al, 2002). Homozygote Personen (Int1.1C/C) bzw.
HIV-Patienten mit diesem Genotyp weisen weniger RES im Plasma auf als Personen mit
anderen Genotypen (Abb. 3.23 A bzw. B), aufgrund ldeinen Stichprobengro3e kénnen
jedoch keine Ruckschlisse auf die Funktionalitésels Polymorphismus gezogen werden.
Ebenso kdénnen mogliche Unterschiede beziiglich @ Cellzahlen, der Viruslast und der
IHDS- und GDS-Scores nicht ausgewertet werden (Fdl8). Als Risiko-Genotyp werden
im Kapitel Immunaktivierung Genotypen bezeichneg die Konzentration von Zytokinen
oder Chemokinen erhéhen bzw. wenn diese Genotypdari Literatur als Risiko-Genotypen

bezeichnet werden.
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Abb. 3.23: Plasmakonzentration von RANTES in Sidafkanern mit verschiedenen Genotypen des
RANTES Int1l.1T—C-Polymorphismus. A: RANTES-Konzentration in nicht-infizierten und Hixfizierten
Personen mit dem Risiko-Genotyp C/C (n=3) und défM und T/T-Genotyp (n=47)B: RANTES-
Konzentration in HIV-Patienten mit Risiko-GenotygQC(n =2) und dem C/T und T/T-Genotyp (n = 35).
Aufgrund der kleinen Stichprobenanzahl wurde aunkei Signifikanztest verzichtet. Die Boxplots zeigam
Median, die beiden mittleren Quartile (25 — 75 % wWen gesamten Wertebereich mit dem minimalen und
maximalen Wert.

In vitro fuhrt Adenin an Stelle -403 des RANTES-4063@&-Polymorphismus zu einer
erhohten Transkription von RANTES (Nicket al, 2000). In stdafrikanischen Personen, die
homozygot fur A sind, ist die RANTES-Konzentratisignifikant geringer als in Personen
mit den anderen beiden Genotypen A/G und G/G (B A). HIV-Patienten mit dem
Risiko-Genotyp A/A weisen ebenso signifikant weni@ANTES im Plasma auf als HIV-
Patienten mit anderen Genotypen (Abb. 3.24 B).dPers mit verschiedenen Genotypen des
RANTES-403-Polymorphismus haben eine sehr verdheich CD4-Zellzahl (405,0 und
409,5 Zellen/ul) (Tab. 3.18). Die Viruslast der iBaten mit dem Risiko-Genotyp weisen
jedoch 29067 HIV RNA Kopien/ml auf, wahrend Pateninit dem A/G und G/G-Genotyp
eine hohere Viruslast zeigen (49102 Kopien/ml, Bab8). Dagegen schneiden HIV-
Patienten mit dem A/A-Genotyp im Vergleich zu Patige mit mindestens einem G-Allel
schlechter in neuropsychologischen Tests ab (h@80,14), die Unterschiede sind statistisch
jedoch nicht signifikant (Tab. 3.18).
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Abb. 3.24: Plasmakonzentration von RANTES in Sidafkanern mit verschiedenen Genotypen des
RANTES-403G—A-Polymorphismus. A: RANTES-Konzentration in Personen mit dem RisikaaGgp A/A
(n =29) und dem A/G und G/G-Genotyp (n = 29), #0,0063.B: RANTES-Konzentration in HIV-Patienten
mit Risiko-Genotyp A/A (n = 20) und dem A/G und Gf&:notyp (n = 17), *p = 0,0142, Mann WhitneyTest
fur nicht normal-verteilte Werte. Die Boxplots zeigden Median, die beiden mittleren Quartile (2Z%-%) und
den gesamten Wertebereich mit dem minimalen undmadgn Wert.

Tab. 3.18: Assoziation des MCP-1-2518-, RANTES Intl- und RANTES-403-Polymorphismus mit der
CD4*Zellzahl, der Viruslast und dem IHDS/GDS-Score in gdafrikanischen HIV-Patienten.

CD4"-Zellzahl Viruslast [RNA- [HDS-Score/
[Zellen/ul] Kopien/ml Blut] GDS-Score
MCP-1- A/A 430,4 £ 38,9 43122 + 31929 10,0 £ 0,50
2518A-G 0,25+0,1
A/G und 370,0+73,3 33691 + 12532 9,21 +£0,78
G/IG 0,13+ 0,08
RANTES C/C 362,7+£70,9 13508 + 6564 n.v.
Int1.1T—C 0,02 + 0,02
C/T und 410,3 + 38,8 40958 + 21401 9,69 + 0,60
T/T 0,23 + 0,07
RANTES- A/A 405,0 +35,46 (n= 29067 = 10739 8,0+0,0
403G—A 0,28+0,11
A/G und 409,5+*61,46 49102 +37860 9,93 + 0,63
GIG 0,14 + 0,08

Es sind die Mittelwerte £ die SEM sowie die Zahr d&atienten mit dem Merkmal in Klammern. HAND-
Patienten wurden mit der IHDS bzw. der GDS idexitifit. Die Ergebnisse sind statistisch nicht sigaift
(Mann WhitneyU Test flir nicht-normalverteilte Werte bzw. Exakféisher Test). Beim RANTES Intl.1-
Polymorphismus wurde der Risiko-Genotyp C/C niclitden Genotypen C/T und T/T verglichen, da nurizwe
Patienten diesen Genotyp besitzen (stattdessenewded C/C-Genotyp dem C/T-Genotyp zusammengefasst).
MCP-1-2518: n (A/A) = 25 — 31 bzw. IHDS-Score: 2=n (A/G und G/G) = 12 — 19 bzw. IHD-Score: n=7.
RANTES Intl.1: n (C/C) =2 -3, n (C/T und T/T) 4 3 47 bzw. IHDS-Score: n = 8. RANTES-403: n (ARA)

19 — 23 bzw. IHDS-Score: n = 1. n (A/G und G/G)8&-127 bzw. IHDS-Score: n = 7. n.v.: nicht vorhamde
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4 DISKUSSION

In der vorliegenden Arbeit wurden die Auswirkungesn Dopamin und Faktoren, die die
dopaminerge Neurotransmission beeinflussen, auf HI¥-Infektion und der damit
verbundenen Immunaktivierung analysiert. Eine Dykfion des dopaminergen Systems
wahrend der SIV- bzw. HIV-Infektion wurde von urnseiGruppe und anderen gefunden
(Czub et al, 2004; Czubet al, 2001; Lopezet al, 1999; Schelleet al, 2010), fur eine
Ubersicht siehe Review (Purohit al, 2011). So weisen Therapie-naive HIV-Patienten
wahrend der asymptomatischen Infektion eine sikguifi hbhere Dopamin-Verfligbarkeit im
Liquor auf als nicht-Infizierte Personen (Sche#éal, 2010).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigss HIV-infizierte Patienten im
Vergleich zu nicht-infizierten Personen signifikamiufiger homozygot fur das 10-repeat-
Allel des Dopamin-Transporter-Polymorphismus (DATUIR VNTR) sind (Hornet al,
2013). Diese HIV-Patienten tragen diesen Risikodbgmknapp vierfach haufiger als nicht-
infizierte Personen. Das bedeutet, dass gesundsorier eine knapp viermal hdhere
Wahrscheinlichkeit haben, sich mit HIV zu infiziafewenn sie den DAT 10/10-Genotyp
aufweisen. Dieser Effekt ist sowohl in der deutsclks auch in der studafrikanischen Kohorte
erkennbar und somit unabhéngig von der ethnischeipge. Deutsche HIV-Patienten sind
dreimal haufiger Trager des Risiko-Allels als niofftzierte Personen, stdafrikanische nicht-
Infizierte haben sogar eine sechsmal h6here Wadirdathkeit, sich mit dem Virus zu
infizieren.

Diese Resultate sind unabhangig vom Geschlechtschimdenen Umweltbedingungen,
Transmission und Subtyp des Virus. Die deutsche okehbesteht ausschliel3lich aus
Mannern, in der sudafrikanischen Kohorte sind nei@@der Personen méannlich, demnach
sind auch die Wege der Transmission des Virus schiedlich. Deutsche Patienten haben
sich durch Sexualkontakt mit anderen Mannern iefizisudafrikanische Patienten wurden
Uber heterosexuelle Kontakte infiziert. Ferner samtlere HIV-1-Subtypen in den beiden
Landern endemisch. In Deutschland tritt hauptséohBubtyp B auf, in Stdafrika vor allem
Subtyp C (Jacobst al, 2009; Paraskevist al, 2009). Dies betont die Bedeutung dieser
Ergebnisse, da diese nicht nur auf eine spezigteisshe Gruppe, einen bestimmten HIV-
Subtyp oder einen bestimmten Weg der Transmissiesm dirus beschrankt sind. Die
StichprobengrofRe war in diesem Teil der Arbeit mggesamt 126 HIV-Patienten und 41
nicht-infizierten Probanden eher gering, da nur g@sen Personen Material vorhanden war,
um die genetischen Polymorphismen zu bestimmen.eMim linearen Regressionsmodell

wurden diese Ergebnisse dennoch als statistischhslgygfikant eingestuft; die
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Reproduzierbarkeit dieser Ergebnisse sollte dahewriner gréf3eren Kohorte Uberprift
werden.

Deutsche nicht-infizierte und HIV-infizierte Pergmn mit dem 10/10-Genotyp des DAT
VNTR weisen zusétzlich eine signifikant héhere DuopaVerfugbarkeit im Liquor auf (Horn
et al, 2013). Es wurde gezeigt, dass die Konzentratmnopamin im Liquor vor allem die
Dopamin-Verfligbarkeit im Striatum widerspiegelt ($t&ret al, 1990). Das Striatum ist Teil
der Basalganglien, welche besonders anfallig fiie &1V- bzw. eine HIV-Enzephalitis sind
(Czubet al, 2004), siehe Kapitel 1.4.1. Unsere Resultaterseém mit den Ergebnissen der
einzig anderen Studie in diesem Zusammenhang iibePaitienten mit Hirntraumatalie
homozygot fur das 10-repeat-Allel waren, wiesemisiigant mehr Dopamin im Liquor auf als
solche mit dem 9/10- oder dem 9/9-Genotyp (Wageteal, 2007). Weil kein Liquor von
sudafrikanischen Patienten vorhanden war, wurdeSidafrikanern statt der Dopamin-
Verfugbarkeit die mMRNA-DAT-Expression auf PBMCs bsert. Aus der DAT-Expression
auf PBMCs kann indirekt auf die DAT-Expression imelBn geschlossen werden, da
gefunden wurde, dass die spezifische Bindung an DATLymphozyten der Bindung im
Striatum ahnelt, jedoch mit weniger Bindungsstellfehymphozyten (Amentat al, 2001).

Die mMRNA Expression des DAT unterscheidet sich ichminfizierten und HIV-
infizierten Personen nicht voneinander, jedochdist DAT-Expression in sudafrikanischen
Personen, die homozygot fur das 10-repeat-Alletl,sBignifikant geringer als in anderen
Genotypen (Horret al, 2013). In Patienten mit Psychosen wurde im Vébleu gesunden
Personen ebenso eine reduzierte DAT mRNA-Expressiohymphozyten nachgewiesen
(Marazziti et al, 2010); Patienten mit Psychosen weisen &hnlich KiM-Patienten eine
erhohte dopaminerge Neurotransmission auf. Zushtrlurde gezeigt, dass der Genotyp des
DAT-Polymorphismus sowohl im Gehirn als auch in Iphmzyten die DAT-Expression
beeinflusst (Mill et al, 2002). Auch im Kleintiermodell fiir das Tourettgrrom wurde
gezeigt, dass die Erhéhung von Dopamin mit eineduR&éon der mRNA- und
Proteinexpression des DAT im Striatum einhergeiur(Xt al, 2010). Die Ergebnisse dieser
Studien von Marazitti, Mill und Jijun lassen vermot dass die stdafrikanischen HIV-
infizierten und nicht-infizierten Personen mit désenotyp 10/10 nicht nur eine geringere
MRNA DAT-Expression auf Lymphozyten, sondern evetlitauch eine erhéhte Dopamin-
Verflugbarkeit im Liquor aufweisen.

Der DAT-Polymorphismus wurde in mehreren Studieh aer Verfiigbarkeit des Dopamin-
Transporters in Verbindung gebracht, jedoch nictitaimdeutigen Ergebnissen. Die striatale
DAT-Verfugbarkeit ist z.B. in gesunden Personen dein 10/10-Genotyp des DAT VNTR
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geringer als in Personen mit anderen Genotypemlfdacet al, 2000; van de Giessest al,
2009). Auch wurde in HIV-Demenz-Patienten eine mgerte DAT-Verfugbarkeit im
Putamen und Striatum nachgewiesen (Wangl, 2004). In einer anderen Studie war dieser
Genotyp mit einer erhohten DAT-Verfluigbarkeit im &aen assoziiert (Heiret al, 2000).

Auch in vitro-Studien lieferten keine eindeutigen Ergebnisserddin HEK-293-Zellen mit
einem Konstrukt transfiziert, das das 10-repeatlAdhthielt, fihrte dies zu geringeren DAT-
Expressionen (Miller & Madras, 2002). Auch in dopaengen Neuronen resultierte ein
Vektor mit dem 9-repeat-Allel in einer erhdhten fskription des DAT (Michelhaugét al,
2001). Dagegen wurde auch gezeigt, dass das 18trApel eine hdohere Expression als das
7- oder 9-repeat-Allel nach sich zieht (Fukkeal, 2001). Zellen mit dem 10-repeat-Allel
hatten eine 50 % hohere DAT-Dichte als Zellen natmd9-repeat-Allel (VanNesst al,
2005). Der DAT-Polymorphismus liegt in der 3'-UTRdibeeinflusst nicht die Aminosaure-
Sequenz, sondern hat wahrscheinlich regulatoris¢fiefluss auf die Genexpression. 3 -
untranslatierte Regionen beeinflussen den nuklearBwport, Polyadenylierung,
Transkriptionsraten, Degradierung der mRNA und sellblare Lokalisation (Connet al,
2000).

Eine geringere Verfugbarkeit und Expression von DAvie sie u.a. von van de Giessen
berichtet wurde (Miller & Madras, 2002; van de Giaset al, 2009) konnte eine erhohte
Dopamin-Konzentration im synaptischen Spalt bedeuies wirde die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen. Dies ist aber nur der Fall, weman davon ausgeht, dass der Dopamin-
Transporter fur die Wiederaufnahme in die Zelleaméwortlich ist. DAT vermittelt die
Wiederaufnahme in die Prasynapse, wie es in BAdekoutMausen gezeigt wurde.
Dopamin bleibt in dieseknockoutMausen 100-mal l&anger im Extrazellularraum al§Mm-
Mausen (Giro®t al, 1996; Kristenseet al, 2011). DAT kann dagegen auch die Abgabe von
Dopamin in den extrazellularen Raum vermittelnddaTransporter auch in die dendritischen
Freisetzung von Dopamin involviert ist (fur Reviewshe (Falkenburgeet al, 2001,
Koutsilieri et al, 2014; Uhl, 2003)). Wenn der DAT-Genotyp 10/10 emer erhdhten
Dopamin-Konzentration fuhrt, ware es mdglich, ddieser eine Verschlechterung der HIV-
Infektion im ZNS nach sich zieht, denn in SIV-iniden Rhesus-Makaken fiihrte die
pharmakologische Behandlung mit dopaminergen Madkkden zu einer Verschlimmerung
der SIV-Neuropathologie (Czukt al, 2001). Es wurden bereits HAND-Patienten mit einem
Medikament behandelt, das die Monoaminoxidase (MA®@mmt, antioxidative
Eigenschaften besitzt und die Dopamin-Verfugbarkeihéht. Das Medikament war

unbedenklich, die Patienten zeigten aber keine &&strung der Symptome der kognitiven
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Beeintrachtigung (Evangt al, 2007; Schifittoet al, 2007). In diesen Studien wurden
allerdings nur die kognitiven Funktionen und keimpathologischen Veranderungen
untersucht.

Personen mit einer hoéheren  Dopamin-Verfugbarkeit beha eine andere
Personlichkeitsstruktur als Menschen mit einer rggmn extrazellularen Dopamin-
Konzentration. Individuen mit hohen Dopamin-Konzatibnen zeigen haufig ein sog.
novelty seekinyerhalten. Das bedeutet, dass Leute, die in einersoRlichkeits-Test hohere
novelty seekingVerte erreichen, haufig einen Entdeckergeist habah temperamentvoll,
flatterhaft, risikofreudig, leicht reizbar, hitzignpulsiv und verschwenderisch sind (Cloninger
et al, 1993; Ebsteiret al, 1996). Menschen mit niedrigen Wertennovelty seekingests
sind nachdenklich, steif, gentigsam und gleichm(@igpningeret al, 1993; Ebsteiret al,
1996). Der 10/10-Genotyp wurde auch mit ADHS asedz{Hawi et al, 2005; Waldmaret
al., 1998). Zudem zeigen Leute, die homozygot fur Hasepeat Allel sind, eine reduzierte
Inhibitionskontrolle (Cornishet al, 2011). Personen mit mindestens einem 9-repeat-All
zeigten auch in einenisk-taking taskeine niedrigere Risikobereitschaft als Persondrdam
10/10- oder einem 11-repeat-Allel (Magh al, 2012). Hier stellt sich die Frage, ob dieses
Verlangen, Neues zu erleben, auch das Sexualvemhbéeinflusst. Es wurde gezeigt, dass
das 7-repeat-Allel des DRDVNTR in jungen Erwachsenen mit sexueller Promigkui
korreliert, diese Personen haben z.B. haufigerneme night standund sind in einer
Partnerschaft haufiger untreu (Garah al, 2010). Diese Voraussetzungen wirden bei
Personen mit diesem Genotyp ein hoheres Risiko rsch ziehen, sich mit HIV zu
infizieren.

Die erh6hte Dopamin-Verfugbarkeit wurde in diesebéit mit einem Genotyp des DAT
VNTR assoziiert. Zusatzlich kénnten andere Mechmaars fir die Regulation der Dopamin-
Verfugbarkeit eine Rolle spielen. Der NeurotrangeniDopamin konnte z.B. in erhéhtem
Mafld synthetisiert oder freigesetzt werden (Schedteral, 2010) oder der Umsatz von
Dopamin kénnte verringert sein. Letztlich wéare eshamdglich dass Veranderungen in
afferenten neuronalen Populationen auftreten (&ohet al, 2010). Beispielweise kdnnten
glutamaterge Neuronen, die vom Kortex zum Striafiimen, zu einer Aktivierung von
dopaminergen Neuronen fihren oder GABAerge Neuraoam Mesenzephalon kénnten zu
einer Inhibition dieser Neuronen fuhren (Schedieal, 2010).

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, in dg@n bestimmter Genotyp des DAT-
Polymorphismus mit dem HIV-Infektionsrisiko in Vendung gebracht wird (Horet al,

2013). Unseres Wissens gibt es nur eine andergkBtibh von Levine und Mitarbeitern, in



4 DISKUSSION | 105

der der DAT VNTR im Zusammenhang mit der HIV-Infekt analysiert wurde. Diese
untersuchten ausschlie3lich Effekte des DAT VNTR @ie kognitive Funktion von HIV-
Patienten und wiesen keinen Einfluss des Genotypglia Kognition nach (Levinet al,
2012). Auch in unseren beiden Kohorten beeinflusgenschiedene Genotypen des DAT
VNTR die Haufigkeit von HAND nicht. Auch die CD<&ellzahl und die Viruslast
unterscheidet sich in Patienten mit verschieden&mh-Benotypen nicht voneinander.
Hinsichtlich der Epidemiologie der Genotypen dief&ymorphismus wurde eine
ahnliche Allelverteilung wie in den deutschen nictfizierten Individuen auch in anderen
gesunden kaukasischen Personen nachgewiesen (lsincd, 2003). In afrikanischen
Populationen ist die Variabilitdt der Allele abh@&ngon der ethnischen Zugehdrigkeit und
variabler als in Kaukasiern (Santovebal, 2008).
In einer anderen Studie wurden kurzlich ahnlichgeBnisse erzielt wie in der vorliegenden
Studie, aber nicht mit dem DAT-, sondern dem COMIyRorphismus. COMT ist an der
Katalyse und folglich der Inaktivierung von Katetdminen Dbeteiligt. Die
Wabhrscheinlichkeit, zwei Kopien des Met-Allels de€OMT Vall08/158Met-
Polymorphismus zu tragen, war in afro-amerikaniacH&V-infizierten Frauen hoher als in
nicht-infizierten Frauen (Sundermamt al, 2013). Diese Autoren und andere legen nahe,
dass dieses Allel — vermittelt durch Dopamin — HNieigung zu Risiko-Verhalten erhoht
(Amstadteret al, 2012; Sundermanet al, 2013).Dies kann in unseren Kohorten nicht
bestétigt werden, die Genotypen des COMT-Polymaermbs treten in HIV-Patienten und
nicht-infizierten Personen mit einer ahnlichen Hgkgit auf. Die Aminosaure Methionin
fuhrt zu einer drei- bis vierfachen Reduktion dez¥maktivitat (Lachmaret al, 1996), was
zu einer Erhéhung der Dopamin-Konzentration futkénnte. Dies konnte in der deutschen
Kohorte bestétigt werden. HIV-Patienten mit mindast einem Met-Allel weisen eine
signifikant hohere Dopamin-Verfugbarkeit auf alsti®@en mit dem Val/Val-Allel. Dies
konnte ebenso ein erhohtes Risiko-Verhalten did3ersonen bedeuten, wie es auch
Sundermann und Mitarbeiter vorschlugen (Sundermein@l, 2013). Die mRNA-DAT-
Expression in Sidafrikanern unterscheidet sich erséhen mit diesen Allelen nicht
voneinander. Ebenso ist die Krankheits-Progressioden Patienten mit unterschiedlichen
Genotypen vergleichbar (CDZellzahl und Viruslast). Gesunde Menschen und
Schizophrenie-Patienten mit dem Met-Allel zeigeadage kognitive Funktionen als Personen
mit anderen Genotypen (Bildezt al, 2002; Malhotraet al, 2002). Die H&ufigkeit von
HAND ist in Met-Allel-Tragern unserer Kohorte &ahoili wie in Val/Val-Tragern. Die
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Allelverteilung in deutschen und sudafrikanischéchtinfizierten Personen ist in &hnlicher
Form berichtet worden (Koest al, 2004; Schellekenst al, 2012).

Da eine Verbindung zwischen dem DAT-Genotyp 10/ winer erhéhten Dopamin-
Verfugbarkeit gefunden wurde und dieser GenotypHiN-Patienten mit einer signifikant
veranderten Haufigkeit auftritt, gingen wir der Hypese nach, dass auch andere
Polymorphismen mit einer &hnlichen Funktion wie deAT VNTR die Dopamin-
Verfugbarkeit beeinflussen. Durch einen SNPdmd,-Gen (DRD-Tagle-Polymorphismus)
kommt es in A1/A2-Tragern zu einer reduzierten DRIchte im Striatum (Jonssoet al,
1999; Pohjalainert al, 1998). Dies konnte zu einer veranderten Dopanarfidgbarkeit im
synaptischen Spalt fuhren. In unserer Kohorte wel¥ersonen mit verschiedenen Genotypen
ahnlich hohe Dopamin-Konzentrationen im Liquor atich ist die Expression des DAT auf
PBMCs, durch die eine veradnderte Dopamin-Konzeotrazustande kommen kénnte, in
Personen mit verschiedenen Genotypen vergleichbDar. Allelhdufigkeiten des DRP
Polymorphismus unterscheiden sich auch zwischdnt-méizierten und HIV-Infizierten nicht
und stimmen in beiden Kohorten mit der Allelvedely in anderen Studien sehr gut tberein
(Hemmingset al, 2013; Schellekenst al, 2012).

Dagegen treten beim DREser9Gly-Polymorphismus die verschiedenen Genotygosvohl

in unseren deutschen als auch in den sudafrikeemsoltht-infizierten Personen mit anderen
Haufigkeiten auf als es in Franzosen und Afrikarteeschrieben wurde (Croag al, 1992;
Jeanneteaat al, 2006). Die Transfektion von HEK-293 Zellen minud&ly-Allel des DRDB-
Polymorphismus fihrt zu einer vier- bis funffacthd@nten Affinitat von Dopamin fir den
Rezeptor als das Ser-Allel (Jeannetestual, 2006). Dies konnte zu einer niedrigeren
Dopamin-Konzentration in Gly-Tragern flihren. Dasiki® in der vorliegenden Arbeit nicht
bestétigt werden, die Dopamin-Konzentrationen iry-Gfigern und Personen mit dem
Genotyp Ser/Ser unterscheiden sich nicht und aiecBAT-Expression ist vergleichbar.

Uber den DRI VNTR wurde berichtet, dass das 4/7-repeat-Allelema pharmakologische
Eigenschaften als das 2/4- und 4/4-Allel hat (Vahét al, 1992). In gesunden Personen und
ADHS-Patienten war das 7-repeat-Allel mit bessé&m@gnitiven Funktionen und prafrontaler
Kontrolle assoziiert (Boonstrat al, 2008; Kramer-Hammerlet al, 2005). Das 7-repeat-
Allel ist in jungen Erwachsenen im Vergleich zu areh Allelen mit sexueller Promiskuitat
assoziiert (Garciaet al, 2010). In unseren Kohorten gab es keinen Untedclaer
Allelhaufigkeiten zwischen nicht-infizierten und Winfizierten Personen, was in diesen

Kohorten keine Assoziation zwischen sexueller Pstmitat und HIV-Status vermuten lasst.
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Die hier berichtete Allel-Haufigkeit in der deutgthKohorte stimmt in etwa mit bekannten
Genotyp-Verteilungen in Kaukasiern Uberein (Midt al, 2001). Im April 2014
veroffentlichte Spiegel-Online einen Artikel Uberasd Kondom-Konsumverhalten in
Sudafrika. Daraus geht hervor, dass 2008 noch &eedianner und 66 % der Frauen im
Alter zwischen 15 und 24 Jahren Kondome benutzebei 2012 nur noch 67 % der Manner
und 50 % der Frauen Kondome verwendeten (Schulk4)2@adurch wird das Risiko fur
eine Infektion mit dem Immunschwachevirus beginstig

HIV-Patienten mit mindestens einem Met-Allel desNBDVal66Met-Polymorphismus haben
zudem &ahnliche Dopamin-Konzentration wie Personéndem Genotyp Val/Val und auch
eine vergleichbare mRNA DAT-Expression. Es wurdengalls eine vergleichbare Genotyp-
Haufigkeit wie in deutschen nicht-infizierten Parsn berichtet, in Sudafrikanern tritt in
unserer Kohorte eine andere Genotyp-Haufigkeitdéralsun der Literatur beschrieben (Egan
et al, 2003; Hemmingst al, 2013).

Um einen mdoglichen Einfluss von Dopamin auf Zeltls Immunsystems zu untersuchen,
wurden Proteine analysiert, die eine regulatorisdhenktion in der dopaminergen
Neurotransmission in Lymphozyten einnehmen. T-Zelled Dendritische Zellen werden vor
allem von Zytokinen reguliert (C. Janeway, 2009)ieWon Buttarelli und Mitarbeitern
zusammengefasst wird, wurde in Lymphozyten auclogees Dopamin entdeckt (Bergquist
et al, 1994) und ebenso die Tyrosin-Hydroxylase, dasckBemdigkeits-bestimmende
Enzym der Dopamin-Synthese (Buttaredli al, 2011; Cosentineet al, 2007). Auch die
Expression der funf Dopamin-Rezeptoren wurde inkbeyten nachgewiesen (Ostadeatlial,
2004). In diesem Zusammenhang wurde auch gezeagf dellen des Immunsystems von
Neurotransmittern reguliert werden (Gredteal, 2009; Leon-Pontet al, 2007) und diese
Neurotransmitter die T-Zell-vermittelte Immunitatodulieren kdnnen. Neurotransmitter
kénnen infolgedessen die Kommunikation von Nervetesy und Immunsystem vermitteln.
So konnte auch Dopamin durch die Stimulierung vopdnin-Rezeptoren in Leukozyten die
Initiation und die Entwicklung einer Immunreaktioegulieren (Buttarelliet al, 2011).
Dieses Dopamin stammt entweder aus dem ZNS oder Blaeim wird von Immunzellen
sezerniert oder hat seinen Ursprung im sympathmsbleevensystem (Buttarekit al, 2011).

In Erkrankungen des ZNS wie Morbus Parkinson, Sgihrenie und dem Tourette-
Syndrom sind Veréanderungen der Expression von Dop&wazeptoren auf Lymphozyten im
Gegensatz zu gesunden Menschen vorhanden (Bagbaiii 1999; Meador-Woodrufét al,
1994; Zvaraet al, 2005). So ist bspw. die mMRNA-Expression von BRIDf Lymphozyten
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von Patienten mit dem Tourette-Syndrom erhoht éfeet al, 2008) in dem eine hohe
Dopamin-Verfuigbarkeit aufgrund der wirksamen Therapnit Dopamin-Antagonisten
vermutet wird. Dopamin-Rezeptoren in der PeriphaleBiomarker flr neuropsychiatrische
Erkrankungen bzw. als prognostische Marker einzesetwird derzeit diskutiert (Brito-Melo
et al, 2012; Zvareet al, 2005), da Dopamin-Rezeptoren in der PeripherniereHinweis auf
die dopaminerge Neurotransmission im Gehirn geldemén.

In dieser Arbeit wurde die mRNA-Expression eines #NS inhibitorisch- und eines
exzitatorisch-wirkenden Dopamin-Rezeptors (QRINd DRDB) und die Expression des
Dopamin-Transporters auf PBMCs von HIV-Patientealysiert, wobei die Funktion dieser
Elemente in Lymphozyten nicht geklart ist. Die mRNDRDs- und DAT-Expression auf
PBMCs unterscheidet sich in nicht-infizierten untY/Hhfizierten stdafrikanischen Personen
nicht. Dagegen haben HIV-Patienten eine signifilgeringere DREB-Expression auf PBMCs
als nicht-infizierte Personen. Zusatzlich weisen NHAPatienten im Vergleich zu
neuropsychiatrisch normalen HIV-Patienten eineiBligmt reduzierte DRB-Expression auf.
DRDs wird im Gehirn im Hippocampus und in der Amygdelgrimiert (Meador-Woodruff
et al, 1994), das bedeutet, dass DRIauptséchlich im limbischen System vorkommt. Wenn
eine geringere DRPEXxpression auf PBMCs in HIV-Patienten auch zu rigeringeren
DRDs-Expression im Gehirn fihrt, kdnnte dies eine régeltie Rezeptor-Dichte im limbischen
System bedeuten. Im limibischen System ist v.a. desolimbische Dopamin-vermittelte
Signalweg von Bedeutung. Das mesolimibische Systaést das sogenannte
Belohnungssystem, das bei zu geringer Aktivitdfntriebslosigkeit fihrt. Kokain stellt eine
Moglichkeit dar, diesen Signalweg zu stimulierenollt8n keine kompensatorischen
Mechanismen auftreten, kdnnte es zu einer geringesaitatorischen Neurotransmission
fuhren und demzufolge zu einer geringeren Aktivités mesolimbischen Systems. In der Tat
zeigen HIV-Patienten Verhaltensveranderungen, dié eine veranderte Aktivitdt des
mesolimbischen Signalwegs zurickzufuhren sind (Blibeti et al, 2002a).

Die Stimulierung von DRP inhibiert zudem die zytotoxische Funktion von CERllen
(Sahaet al, 2001). Durch eine geringere zytotoxische Funktiieser Zellen kénnte der
Korper anfalliger fur virale Infektionen sein. Aueturde gezeigt, dass Katecholamine die
Funktion von regulatorischen T-Zellen inhibiererog€ntinoet al, 2007; Kipniset al, 2004).
Dopamin inhibiert Uberdies die Proliferation und ffBienzierung von Lymphozyten
(Bergquistet al, 1994). Die Autoren vermuten, dass es sich umnemeokrinenfeedback
loop handelt, mit dem Lymphozyten ihre eigene Aktivitierunterregulieren. Zudem

berichtete unsere Arbeitsgruppe, dass Dopaminrongch infizierten T-Lymphoblasten die
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Replikation von HIV aktiviert (Schellegt al, 2000). Dopamin fuhrt auerdem in ruhenden T-
Zellen zu einer etwa flnffach gesteigerten mRNA4€spion und zu einer erhdhten
Sezernierung von TNE; wobei das antiviral-wirksame IFNnicht verandert war (Besset

al., 2005). Eine pharmakologische Behanding mit einfdedikament, das die Dopamin-
Verfugbarkeit erhoht, fuhrte auch in SIV-infizient&khesusaffen zu einer erhdhten ToF-
Expression (Czuket al, 2004). TNFe wiederum induziert die Expression von HIV in
chronisch infizierten T-Zellen (ACH-2) (Folkst al, 1989). Dadurch kommt es durch

Dopamin und indirekt durch TNé&-zu einer andauernden Aktivierung der HIV-Repli@ati

Zusammenhang von Dopamin und Immunaktivierung

Wahrend der HIV-Infektion kommt es im ZNS zu einearhOhten Aufkommen
proinflammatorischer Zytokine und auf3erdem zu eiedrohten Dopamin-Verflugbarkeit.
Dies und die Tatsache, dass Dopamin in Zellkulhd 8IV-infizierten Rhesusaffen zu einer
erhohten Expression bzw. Sezernierung von BiNEhrt (Besseret al, 2005; Czubet al,
2004) legt die Vermutung nahe, dass in Personereim#r hbheren Dopamin-Verfligbarkeit
auch andere Marker der Immunaktivierung beeinflugstden. Die Dopamin-Verflugbarkeit
im Liquor in deutschen nicht-infizierten und HIVfimerten Individuen korreliert jedoch
nicht mit der Konzentration von suPAR im Liquor bzéden Konzentrationen von MCP-1,
sCD14 und suPAR im Plasma. Dagegen weisen nicldidrte und HIV-Patienten beider
Kohorten mit dem DAT 10/10-Genotyp eine signifikdnihere MCP-1-Konzentration im
Plasma auf als Personen mit anderen Genotypenalms&h wurde nach Verabreichung von
Methamphetaminen, wodurch die Dopamin-Verflugbarkeitoht wird, ebenso eine erhdhte
Expression von MPC-1 in Teilgebieten des Gehirnshgawiesen (Wakid&t al, 2014).
Wird eine Korrelation der MCP-1-Konzentration imaBina und Liquor vorausgesetzt,
wirden durch die erhéhte MCP-1-Konzentration im i@emehr Monozyten ins Gehirn

angelockt werden und somit mehr Zielzellen fiir HiYGehirn zur Verfigung stehen.

Immunaktivierung in deutschen und sudafrikanischennicht-infizierten Personen und
HIV-Patienten

Da HIV nur in aktivierten Zellen repliziert, werdeturch die chronische Aktivierung von
Immunzellen mehr Zielzellen fur die HIV-InfektiouzVerfligung gestellt (Grossmagt al,

1998). Zustéazlich kommt es wahrend der HIV-Infektieu einer Schadigung von
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Lymphgewebe (Effrogt al, 1996; Grossmaat al, 2002) und abnormalem T-Zéthfficking
(Hengel et al, 2001; Rosenbergt al, 1998). Zudem ist die Halbwertszeit von T-Zellen
verringert (McCuneet al, 2000). Diese Mechanismen fuhren letztendlich inera Verlust
der regenerativen Kapazitdt des Immunsystems ugehtich harmlose Krankheitserreger
konnen nicht mehr bekampft werden. Eine detailieddbersicht ist dem Review von
Brenchley und Douek zu entnehmen (Brenclaesl, 2006).

So spielt der Monozyten-Aktivierungsmarker MCP-1 @iie Rekrutierung aktivierter
Monozyten und T-Zellen eine wichtige Rolle (LeonadYoshimura, 1990), wahrend ein
anderer Marker fur Monozyten-Aktivierung, namliclC314, ein bekannter Marker fur
mikrobielle Translokation ist (Brenchlest al, 2006). RANTES spielt als naturlicher HIV-
supprimierender Faktor eine wichtige Rolle in dév#hfektion; RANTES wurde in 10-fach
hoherer Konzentration in kenianischen ,HIV-resis¢éeri Prostituierten, also solchen, die
trotz eines hohen Risikoverhaltens nicht mit demu¥infiziert sind, im Vergleich mit nicht-
resistenten Prostituierten gefunden (Cocehial, 1995; Igbalet al, 2005). Auch die
Konzentrationen von suPAR, sCD14 und MCP-1 sindreth der HIV-Infektion erhoht
(Ancutaet al, 2008; Kenway-Lynclet al, 2014; Lienet al, 1998; Ostrowsket al, 2005).

In deutschen HIV-Patienten dagegen tritt in detiegenden Arbeit im Gegensatz zu nicht-
infizierten Personen keine erhdhte Immunaktiviertmgorm von suPAR, sCD14 und MCP-
1 im Plasma auf. Zwar ist die Konzentration von ARPund MCP-1 im Plasma in HIV-
Patienten im Gegensatz zu nicht-Infizierten erhddteicht jedoch keine statistische
Signifikanz. Im Liquor deutscher Patienten ist dig®PAR-Konzentration im Vergleich zu
nicht-infizierten Personen nicht verandert, wobe Honzentration von MCP-1 in HIV-
Patienten im Vergleich zu nicht-Infizierten leichthdht ist. Die suPAR-Konzentration im
Plasma deutscher HIV-Patienten korreliert signiftkenit der Viruslast, der CD4Zellzahl
und der HIV-Demenz-Skala. Deutsche HIV-Patientenh emem HDS-Score< 10 haben
demzufolge eine signifikant hthere suPAR-Konzemrmatm Plasma als neuropsychiatrisch
unauffallige HIV-Patienten (solche mit einem HDS&r Uber 10). Eine Korrelation
zwischen suPAR und der CDZellzahl ebenso wie eine erhohte Konzentration der
membran-gebundenen Form (UPAR) im Liquor von Ptgiemit HIV-assoziierter Demenz
wurden bereits in der Literatur beschrieben (Laatral, 2007; Sideniuset al, 2004). Die
Konzentration von suPAR im Plasma ist in den vgdmden deutschen HIV-Patienten
deshalb sowohl ein guter Marker fir den immunolcgen Krankheitsverlauf als auch fir die

Erkrankung des ZNS. In einer gro3en Studie mit rainéerjahres-Follow-up, in die nur
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Therapie-naive HIV-Patienten eingeschlossen wukdeglierte suUPAR jedoch nur schwach
mit der Krankheitsprogression (Nyamwestaal, 2012).

SUPAR im Plasma deutscher HIV-Patienten korreligrérdies signifikant mit SUPAR im
Liquor. Daraus lasst sich schliel3en, dass die Aggprg der Immunaktivierung im ZNS in
diesen Patienten die Auspragung der Immunaktivgeiander Peripherie widerspiegelt. Die
Konzentration von suPAR im Liquor Kkorreliert wie ciudie Konzentration im Plasma
signifikant mit der CDZ-Zellzahl. Die suPAR-Konzentration im Liquor isthda ebenso ein
guter Marker fur die periphere KrankheitsprogressisuPAR wurde als prognostischer
Marker fiir das Uberleben wahrend der HIV-Infektimrgeschlagen (Sideniw al, 2000).
SUPAR im Liquor ist ebenfalls signifikant mit MCP#h Liquor, der Viruslast im Blut und
tendenziell mit der Viruslast im Liquor assoziiefiie Immunmarker MCP-1 und sCD14
kommen in potentiellen HAND-Patienten und neuropsftisch nicht beeintrachtigten HIV-
Patienten in vergleichbaren Konzentrationen vor.

Eine mdogliche Erklarung fir die generell geringemiomaktivierung in der vorliegenden
deutschen Kohorte konnte sein, dass HAART die Vapigkation supprimiert und daher auch
die Immunaktivierung reduziert (Marchedt al, 2012). Jedoch wurden in der vorliegenden
Arbeit sowohl Therapie-naive Patienten als aucheR&n mit HAART analysiert und die
SUPAR-, sCD14 und MPC-1-Konzentrationen sind in {Patienten mit und ohne HAART
nicht signifikant unterschiedlich. Dagegen ist bienunaktivierung in stidafrikanischen HIV-
Patienten im Vergleich zu nicht-Infizierten sigkdnt erhoht. Der wichtigste Immunmarker
fir die HIV-Progression zu AIDS ist die Aktivierungon CD8-T-Zellen. Sowohl die
angeborene als auch die adaptive Immunantwortrirageder Aktivierung von T-Zellen bei
(Eller et al, 2011). In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfaltse Aktivierung von CD8T-
Zellen beobachtet (CDACDS8'/CD38/HLA-DR™). CD38/HLA-DR st in siidafrikanischen
HIV-Patienten gegenuber nicht-Infizierten signifikaerhéht und wird durch HAART
signifikant gesenkt. Die Senkung der T-Zell-Aktiiag durch HAART wurde auch in
anderen Studien beschrieben (Hatatal, 2013; Huntet al, 2003). HIV-Patienten dieser
Kohorte mit hoherer T-Zell-Aktivierung haben aucheesignifikant geringere CD4Zellzahl
und eine signifikant hohere Viruslast. Eine Kortiela der T-Zell-Aktivierung mit der
Viruslast und eine inverse Korrelation mit der CE%llizahl wurde auch in ugandischen
Therapie-naiven HIV-Patienten gefunden (E#ééal, 2011).

Die Aktivierung von T-Zellen ist aufgrund der ingen Korrelation mit der CD4Zellzahl
und der Viruslast in stdafrikanischen HIV-Patientefolgedessen ein guter Marker fur die

periphere HIV-Infektion.
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Die Expression von CD38/HLA-DR auf CD&ellen war des Weiteren mit der sCD14- und
MCP-1-Konzentration assoziiert. Dies lasst vermutiass in diesen sudafrikanischen HIV-
Patienten nicht nur der allgemein anerkannte Ma@d@B8/HLA-DR, sondern auch sCD14
und MCP-1 als Marker fir die periphere Immunaktiviey in Frage kommen.

Die MCP-1-Konzentration ist in sudafrikanischen HPdtienten im Gegensatz zu
nicht-Infizierten ebenfalls signifikant erh6ht. Bievurde auch in einer Studie aus Tansania
gefunden (Haissmamt al, 2009). Die Konzentration von MCP-1 korreliert umseren
sudafrikanischen HIV-Patienten zudem signifikant oer Viruslast und aul3erdem mit der
Konzentration von RANTES. Eine Assoziation dieseeidbn Chemokine ist nicht
Uberraschend, da beide fur die Rekrutierung weitenenunzellen (MCP-1 v.a. Monozyten,
T-Gedachtniszellen und Dendritische Zellen, RANNMES T-Zellen) verantwortlich sind.

SCD14 ist nicht mit der CD4Zellzahl, der Viruslast oder der IHDS/GDS assatiie
Der Marker ist in HIV-Patienten im Vergleich zu hianfizierten Personen jedoch signifikant
erhoht. Eine Studie aus Ghana bekréftigt diesesldfig (Lawnet al, 2000). Weiter
korreliert sCD14 signifikant mit der T-Zell-Aktiviang.

Auch die suPAR-Konzentration ist in sUdafrikanisthdlV-Patienten signifikant erhéht,
steht dagegen in keiner Beziehung mit Markern demKheitsprogression (CDZellzahl,
Viruslast und Haufigkeit von HAND). Erhdhte suPARkzentrationen in HIV-Patienten
wurden ebenfalls in einer anderen afrikanischendi8tigefunden; Patienten mit hohen
SuPAR-Konzentrationen aus Guinea-Bissau weisentZittein hoheres Mortalitatsrisiko
auf (Fourieet al, 2012; Oliveiraet al, 2012). suPAR korreliert in unserer Kohorte wehér
der CD4-Zellzahl noch mit der Viruslast. Dagegen erwiehSuPAR, wie oben erwahnt, in
den vorliegenden deutschen HIV-Patienten als éin gater Marker.

Alle Immunmarker auf3er dem immunsuppressiven FEREXTES sind in stdafrikanischen
HIV-Patienten im Vergleich zu nicht-infizierten Benen signfikant erhoht; in deutschen
HIV-Patienten tritt keine Immunaktivierung auf. Birmdgliche Erklarung fir die hohe
Immunaktivierung in stdafrikanischen und die nigdrimmunaktivierung in deutschen HIV-
Patienten konnte die fast doppelt so hohe VirustaSudafrikanern sein. Zudem haben mit
24,3 % (9 von 37) mehr Sudafrikaner trotz HAARTeeMiruslast Gber 1000 (virologische
Versager) und 16,1 % der Deutschen (9 von 56).

RANTES ist beim Vergleich sudafrikanischer HIV-Ratien und nicht-infizierter Personen
nicht verandert, ist allerdings mit der IHDS assori Die Konzentration von RANTES ist

zudem mit der Konzentration von MCP-1 verbunden koiteliert auch signifikant mit der
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suPAR-Konzentration. suPAR ist ebenso wie Chemokima Allgemeinen an

immunologischen Prozessen wie Zellmigration beje(Madseret al, 2007).

Vergleich der Immunaktivierung in deutschen und sudfrikanischen nicht-infizierten
Personen und HIV-Patienten

Die sCD14-Konzentration ist in HIV-infizierten sifd&anischen Personen im Vergleich zu
deutschen HIV-Patienten signifikant erhéht. Die§gend ist auch in nicht-infizierten
sudafrikanischen Individuen im Gegensatz zu deetschu erkennen (StudentsTest,

p =0,0377). Die hohere Immunaktivierung in Afrikan kdnnte von anderen Umwelt-
Bedingungen hervorgerufen worden sein. So zeigient-infizierte Afrikaner und Italiener,
die in Afrika lebten, eine &hnlich hohe T-Zell-Akgrung. Im Gegensatz dazu hatten
Afrikaner, die in Italien lebten, keine Aktivierurdes Immunsystems (Cleriet al, 2000).
Das legt die Vermutung nahe, dass die Immunaktimgmicht genetisch bedingt ist, sondern
von Umweltfaktoren abhangig ist (Cleriet al, 2000). suPAR ist in unserer Kohorte nur in
sudafrikanischen HIV-Patienten im Vergleich zu deben HIV-Patienten erhéht, wobei die
nicht-infizierten Individuen sich nicht in der suRAonzentration unterscheiden. Dies lasst
darauf schliel3en, dass die erhdhte suPAR-Konzemtrat Stdafrikanern von HIV selbst
hervorgerufen werden konnte und hier mdglicherwalee Subtyp des Virus eine Rolle
spielen konnte. Eine weitere mogliche Erklarung dig erhdhte suPAR-Konzentration in
sudafrikanischen HIV-Patienten wéare die fast dappel hohe Viruslast wie in deutschen
HIV-Patienten. Jedoch ist ein anderer Immunmark€&PVvL, wodurch Monozyten an die
Entztndungsstelle migrieren, in siddafrikanischenV-Ratienten und nicht-Infizierten
signifikant geringer als in Deutschen. Dabei kdnfw--o eine Rolle spielen, da bekannt ist,
dass die Expression von MCP-1 u.a. von TdNBtimuliert wird (Murao et al., 1999,
10413089). In ugandischen nicht-infizierten Persomvearen die TNFx Plasmaspiegel
signifikant geringer als in US-Amerikanern (Reét al, 2009). Wenn auch in unserer
Kohorte geringere TNIe-Konzentrationen vorlagen, kénnte dies eine germgdCP-1-
Expression zur Folge haben und eine geringere M&Brizentration bedeuten. Dies kdnnte
die reduzierte MCP-1 Konzentration in den sudafrikehen Personen erklaren.

Einer der allgemein anerkannten Ausldser fir dmmische Immunaktivierung wahrend der
HIV-Infektion ist die Translokation mikrobieller B&andteile aus dem Darm (Brenchlety
al., 2006). Ob der Ubertritt von Bakterien in das Biwich in Afrikanern mitverantwortlich
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fur die Immunaktivierung ist, ist nicht geklart. Einer ugandischen Studie wurde keine
Veranderung der Konzentrationen von Markern detdyatlen Translokation (sCD14, LPS)
in HIV-Patienten wahrend des Krankheitsverlaufsgestellt (Reddet al, 2009). Ferner blieb
die Konzentration anderer Zytokine (z.B. TNFdnd IFN«) Uber den Verlauf der HIV-
Infektion gleich oder sank. Deshalb vermuten Redd Witarbeiter, dass die mikrobielle
Translokation und die daraus folgende Entzindulagsian fir die Progression der HIV-
Infektion in Afrika nicht verantwortlich sind (Redxt al, 2009).

Resistenz-assoziierte  Mutationen, Koinfektion mit Brasiten und genetische
Polymorphismen als mogliche Griunde fur die erhdhte Immunaktivierung in
sudafrikanischen HIV-Patienten und Folgen der Immuraktivierung

Die erhohte Immunaktivierung (CD38/HLA-DR, MCP-1, CB14, suPAR) in
sudafrikanischen HIV-Patienten im Vergleich zu mictiizierten Personen kénnte aus einer
nicht-optimalen Virussuppression resultieren. In83% der stdafrikanischen HIV-Patienten
war virale RNA nachweisbar, obwohl die Patientetiratiovirale Medikamente einnahmen.
Sechs von acht Patienten, von denen HIV RNA degktind sequenziert werden konnte,
weisen eine Resistenz-assoziierte Mutation aufify5Die meisten Resistenz-assoziierten
Mutationen (62,5 %) treten gegen nicht-nukleostiésaeverse Transkriptase-Inhibitoren
(NNRTIs) auf. Die Mutation K103N kommt in der H&@ftder Patienten mit Resistenz-
assoziierten Mutationen vor, wodurch die Virushegiion durch Efavirenz und Nevirapin
nicht mehr inhibiert wird. Auch die Mutation A98Gmmt haufig vor (33 %), die ebenso
Nevirapin unwirksam macht. Das haufige Auftretem \WLO3N in unserer Kohorte ist mit
einer anderen Studie aus Sudafrika, in der K103N33% der Patienten vorkommit,
vergleichbar (Jacobst al, 2009). A98G tritt auch in einer anderen afrikahen Studie zu
knapp 20 % auf; die HIV-Patienten dieser Studieewgedoch nicht mit Subtyp C infiziert,
sondern anderen Subtypen, die im Gebiet untertall®dhara haufig vorkommen (Chayin
al., 2011). 12,5 % (1 Patient von 8) haben nachwetsbfViren mit einer geringflgigen
Resistenz gegen Proteaseinhibitoren (Pls, L10¢)Wirksamkeit der Pls ist gewahrleistet, es
ist aber die Wahrscheinlichkeit erhoht, dass inakerhvon kurzer Zeit eine Pl-resistente
Quasispezies selektiert wird. Da nicht von allenviPatienten dieser Kohorte RNA
sequenziert wurde, kann keine Pravalenz von Regziste angegeben werden. Es wurden
ausschlief3lich Resistenzprofile von virologischesrsagern erstellt, da bei geringer Viruslast
das Virus mit gangigen Kits, die nicht fur die Diagtik verwendet werden dirfen, haufig

nicht nachgewiesen werden kann. Falls nicht meh-Pktienten dieser Kohorte resistente
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HI-Viren aufweisen, wirden 9,1 % (6 von 66) deriétdgen Resistenz-assoziierte Mutation
tragen. Eine Resistenzrate von 9,2 % wurde in esiglafrikanischen Studie mit HIV-

infizierten Frauen gefunden (Jacobs al, 2009). In anderen Landern Afrikas liegt die
Haufigkeit von Resistenzen noch hdéher, in Uganda 1#%3 % (Hamers et al., 2011,

21802367) und in Tansania tragen sogar 19,1 %lukar 2b-jahrigen HIV-Patienten resistente
HI-Viren (Kasanget al, 2011).

In der siudafrikanischen Kohorte liegen auch anddraweltbedingungen als in den
deutschen HIV-Patienten vor, z.B. sind die hygieimén Bedingungen in d&rmeren Regionen
anders und Personen der stdafrikanischen Kohomedgich haufiger mit anderen Erregern
wie Parasiten koinfiziert. Zwei Parasiten, die wlas ZNS befallen, sinEchinococcusund
Schistosoma(Shahlaie et al, 2005) Echinoccocus multilocularjsE. granulosusund
Schistosoma mansoiommen in HIV-Patienten und nicht-infizierten R®yen nicht in
unterschiedlichen Haufigkeiten vor. Auch die Immkinaerung basierend auf der T-Zell-
Aktivierung und der Konzentrationen von MCP-1, RARH, sCD14 und suPAR im Plasma
in Echinococcs-infizierten und nicht-infizierten HIV-Patientensti vergleichbar. Ein
Nachweis, dass die erhohte Immunaktivierung vorastan herrthrt, konnte somit in unserer
Kohorte nicht erbracht werden. Unseres Wissens evui@ser Zusammenhang in HIV-
Patienten bisher nicht untersucht.

Die Aktivierung von Monozyten bezuglich sCD14 undCRt1 konnte auch in ghanaischen
bzw. tansanischen HIV-Patienten im Vergleich zhniafizierten belegt werden (Haissman
et al, 2009; Lawnet al, 2000). suPAR war ebenfalls in einer Studie inkafrischen HIV-
Patienten erhoht (Fouriet al, 2012). Diese Studien gehen jedoch nicht auf dienk€ktion

mit Parasiten ein.

In einigen Genen, die fur Chemokine, Chemokin-Rezep und Zytokine kodieren, wurden
genetische Polymorphismen identifiziert; diese smitl der Pathogenese der HIV-Infektion
assoziiert. Die 32-bp Deletion in CCR5, die zu mneicht funktionellen Korezeptor fuhrt
und vor der sexuellen Transmission vor HIV schiitai et al, 1996) tritt in der analysierten
sudafrikanischen Kohorte nicht auf. Da dieser Polgghismus in Afrika nur bei 0,1 % der
Bevolkerung auftritt im Gegensatz zu 9,8 % in Kaiéen (Williamsonet al, 2000), ist es
nicht berraschend, dass dieses Allel in der Kehoitht vorkommit.

Die MCP-1-Konzentrationen unterscheiden sich in derliegenden Arbeit in
unterschiedlichen Genotypen des MCP-1-25383- (wird auch als 2578 bezeichnet)
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Polymorphismus in nicht-Infizierten und HIV-Patient nicht voneinander. Auch in HIV-
Patienten mit verschiedenen Genotypen ist eine leiehipare MCP-1-Konzentration
vorhanden. Ein Nachweis Uber die Funktionalitdt d&slymorphismus konnte in der
analysierten Kohorte somit nicht erbracht werddawahl gezeigt wurde, dass Personen, die
homozygot fur G sind, auch hohere MCP-1-Konzerdrein im Serum haben als Personen
mit anderen Genotypen (McDermadt al, 2005). Die Allelhaufigkeit des WT-Allels des
MCP-1-Polymorphismus in gesunden Personen in eéuadie aus Tunesien und einer aus
Westafrika (Gambia und Guinea) ist in etwa mit deer analysierten Allelhdufigkeit
vergleichbar (Dhaouadit al, 2013; Velez Edwardst al, 2012).

Der Genotyp Int1.1C des RANTES Intl.15C-Polymorphismus fiihrt zu einer verringerten
RANTES-Transkription (Aret al, 2002). Auch in unserer Kohorte weisen Personerdem
C/C-Allel geringere RANTES-Konzentrationen im Plasrauf als Personen mit anderen
Genotypen. Da nur 5 bzw. 6 % der sudafrikanischieht4nfizierten bzw. HIV-infizierten
Personen homozygot fur das C-Allel sind und sonatStichprobengrof3e nicht ausreichend
ist, kann kein Ruckschluss auf die Funktionalitésds Polymorphismus gezogen werden.
Zusétzlich ist keine Assoziation mit der CBZellzahl und der Viruslast zu erkennen, obwohl
in einer anderen Studie mindestens ein C-Allel emier schnelleren Progression zu AIDS
verbunden war (Anet al, 2002). Eine geringere RANTES-Konzentration fuhrt
wahrscheinlich zu einer geringeren Bindung von RASTan CCR5 und kdnnte dazu fuhren,
dass mehr freie Korezeptor-Bindungsstellen von Hg@hutzt werden kénnen (Aet al,
2002). Die Haufigkeit der Genotypen dieses Polymsmpus ist in etwa mit der Haufigkeit,
die in einer Studie mit Tunesiern gefunden wurdegkeichbar (Kalaet al, 2013).

Beim RANTES-403 G-A-Polymorphismus fuhrt das A-Allel zu einer erhdahte
Transkription in Jurkat- und humanen Mastzellen EHY) (Nickel et al, 2000). In
sudafrikanischen nicht-infizierten und HIV-infizien Personen hingegen ist die RANTES-
Konzentration in Personen mit dem A/A-Genotyp digant geringer als in Personen mit den
Genotypen A/G und G/G. Der RANTES-403A/G-Genotygaumen mit dem RANTES -
28C/C-Genotyp fuhrte auch zu einer langsamerenr@segpn zu AIDS (McDermotet al,
2000). In unserer Kohorte ist in HIV-Patienten oh#im Risiko-Allel kein Unterschied in der
CD4'-Zellzahl zu Patienten mit den anderen Genotypearkennen. Da in der vorliegenden
Studie aber nur einmalig Patientenmaterial entnommarde, kdnnen ohnehin héchstens
Hinweise und keine Rickschlisse auf den tatsaanidtrankheitsverlauf gezogen werden.

Das Auftreten der verschiedenen Genotypen des RANAE-Polymorphismus ist in den
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analysierten sidafrikanischen nicht-infiziertend®aen ahnlich wie in der oben genannten
tunesischen Studie (Kalat al, 2013).

Epidemiologie von HAND

Die Epidemiologie von HAND unterscheidet sich irr deestlichen Welt und in Afrika. In
Europa und Nordamerika zeigen in etwa 50 % deragiierten Patienten mindestens eine
milde Form der neurokognitiven Storung, wobei dieisten Infektionen auf den HIV-
Subtyp-B zurlckzufuhren sind (Clifford, 2008; P&eass et al, 2009). In Afrikanern reicht
die Pravalenz von HAND von 21 % in Kamerun ber®83n Zambia bis hin zu 64 % in
Uganda, die unterschiedlichen Pravalenzen sind sghbmlich unterschiedlichen HIV-
Subtypen zuzuschreiben (Nakktial, 2013; Njamnshet al, 2008; Robertsoet al, 2010).

In stdafrikanischen HIV-Patienten, von denen 89 #Subtyp C-infiziert sind, tritt HAND

in 23,5 % der HIV-Patienten auf (Jacaisal, 2009; Joskat al, 2010).

Es wurde auch in primaren Astrozyten gezeigt, dge20 aus Subtyp B im Gegensatz zu
dem Protein aus Subtyp C zu einer Erh6hung desffaoimatorischen Prostaglandins E2
fuhrt und zu einer Verringerung der NMDA-RezeptarG und Proteinexpression
(Samikkannuet al, 2011). Dadurch kénnte es bei Subtyp B-Infektiomereiner vermehrten
Exzitotoxizitat und somit einer Schadigung von wélten Strukturen kommen, die
letztendlich womdglich mehr neuropsychiatrische r@igen in Subtyp B-infizierten als
Subtyp C-infizieren Personen hervorrufen.

HAND kommt in unseren beiden Kohorten mit einer laen Haufigkeit vor, in deutschen
HIV-Patienten weisen 31,8 % einen HDS-Scer®0 auf, von den stdafrikanischen Patienten
sind 25 % von HAND betroffen. In einer europaiscB¢ndie zeigten 31 % der HIV-Patienten
eine milde neurokognitive Storung, was in unser@hdtte vergleichbar war. Auch die
Haufigkeit von HAND in unseren sudafrikanischeni&#en wird von einer anderen Studien
bestétigt (23,5 %, siehe oben, (Josiaal, 2010). Zudem resultierte der Vergleich des
Auftretens der Erkrankung in Subtyp B- und Subtymfizierten Individuen aus Brasilien in
einer ahnlich hohen Anzahl an HAND-Patienten (dendiba et al, 2013). Neben einer
ahnlichen Haufigkeit von HAND zeigen unsere beideh#&tten vergleichbare CD4
Zellzahlen und Viruslasten, obwohl sudafrikanisdiB/-Patienten eine etwas geringere
CD4'-Zellzahl haben und eine fast doppelt so hohe \émiswie deutsche HIV-Patienten.
Niedrigere CDZ-Zellzahlen und hohere Viruslasten in Therapie-eaisudafrikanischen
HIV-Patienten wurden im Vergleich zu US-amerikahese HIV-Patienten auch in einer
anderen Studie gefunden (Ortegjaal, 2013).
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Obwohl in Deutschland und Sudafrika unterschiedlidlests angewendet werden, um eine
neuropsychiatrische Beeintrachtigung zu idengfien, kbnnen die Ergebnisse der Tests
dennoch miteinander verglichen werden. In den dkets Patienten wurden HAND-
Kandidaten mit der HIV-Demenz Skala (HDS) identdiz. In Sidafrika wurde die
Internationale HDS (IHDS) verwendet. Die HDS un@ ¢#fHHDS haben &hnliche Spezifitat
(Haddowet al, 2013; Zipurskyet al, 2013). Sudafrikanische Personen wurden einensgits
der IHDS, andererseits mit degiobal deficit scorg GDS) beurteilt. Der GDS gibt besseren
Aufschluss Uber den neuropsychiatrischen Zustamer éterson als die IHDS, er ist genauer
und zuverlassiger.

Neben dem Subtyp gibt es weitere Risikofaktoren HIND, die einen Einfluss auf die
Haufigkeit von HAND haben kénnen. Diese sind z.Brimgere CDZ4-Zellzahlen, hoheres
Alter, geringere Schulbildung, Drogen- und Alkohmtisum; auch Mangelernahrung, z.B.
Vitamin B12-Mangel, kann eine Rolle spielen (Chiesial, 1996; Tozziet al, 2005),
erlautert von (Joskat al, 2010).

In dieser Arbeit wurde zum ersten Mal gezeigt, dessAfrikanern der RANTES-403-
Polymorphismus funktionell ist und direkt mit deloizentration des immunsuppressiven
Faktors RANTES im Plasma assoziiert ist. Die RANTHE®zentration ist HIV-Patienten
und nicht-infizierten Personen vergleichbar. Siikafische HIV-Patienten zeigen im
Vergleich zu nicht-Infizierten dagegen eine sidw@ht erhdhte T-Zellaktivierung und
signifikant héhere Plasma-Konzentrationen von MCRBAD14 und suPAR. Deutsche HIV-
Patienten und nicht-Infizierte zeigen keine Untkmsde in den MCP-1-, sCD14- und suPAR-
Konzentrationen. Zusatzlich liegen in sudafrikahest HIV-Patienten gesteigerte sCD14-
und suPAR-Konzentrationen im Vergleich zu deutsdHBfrPatienten vor.

Insgesamt lasst sich sagen, dass deutsche nichieité und HIV-infizierte Personen
lediglich geringe Unterschiede in der Immunaktivieg zeigen, in sudafrikanischen HIV-
Patienten hingegen vier analysierte ImmunmarkeY¥argleich zu nicht-infizierten Personen
signifikant erhdht sind. Die Ursache dieser erhbHtamunaktivierung in stdafrikanischen
HIV-Patienten und ob diese einen Einfluss auf dangzeit-Krankheitsverlauf hat, bleibt zu
klaren. Zusatzlich liegen vier Immunmarker in siid@hischen HIV-Patienten mit und ohne
HAART in vergleichbaren Konzentrationen vor. DieBatsachen weisen darauf hin, dass
HAART in unserer sudafrikanischen Kohorte nur subogal funktioniert. Dies koénnte
einerseits durch Resistenz-assoziierte Mutationenvadngerufen worden sein, andererseits
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durch die Einnahme von antiretrovialen Medikamergbne arztliche Aufsicht (z.B. durch

das sogdrug sharing).

Zusammenfassend wurde in dieser Studie ein moglighaetischer Risiko-Faktor fur die
HIV-Infektion identifiziert. Der Risiko-Genotyp 100 des Dopamin-Transporter-
Polymorphismus ist in HIV-Patienten signifikant figar vorhanden als in nicht-infizierten
Personen. Personen mit diesem Genotyp haben einerendopamin-Verfligbarkeit im
Liquor bzw. eine reduzierte mRNA-DAT-Expression &BMCs. Diese Personen weisen
maoglicherweise ein anderes Verhalten auf und smgulsiver und risikofreudiger als
Personen mit einer niedrigeren Dopamin-Verflgbarkes vermutlich auch das Sexualleben
betrifft; dadurch ist die Wahrscheinlichkeit fimei HIV-Infektion erhdht. Mdglicherweise
wird die erhohte Dopamin-Konzentration also nicbih HIV selbst hervorgerufen, sondern ist
durch die genetische Konstitution bedingt, wodudid Wahrscheinlichkeit fir eine HIV-
Infektion erhdht sein kdnnte. Zudem war der DAT#sGenotyp mit einer erhéhten MCP-
1-Konzentration im Plasma verbunden. Die Erh6huog Ymmunmarkern ist mit einer
schnelleren Progression bzw. einer schlechteregnese der HIV-Infektion verknupft, u.a.,
weil die chronische Immunaktivierung letztendliah einer Erschopfung des Immunsystems
beitragt. Zwar war die Stichprobenanzahl mit 190ilnBdmern eher gering, die
unterschiedliche Allelverteilung im DAT-Polymorphmsis wurde jedoch in zwei ethnisch
unterschiedlichen Kohorten, einer deutschen undresiidafrikanischen gefunden. In diesen
beiden Kohorten treten andere Subtypen des Vinggra Transmissionswege (homosexuelle
Transmission in  Deutschland und heterosexuelle iidafika) und andere
Umweltbedingungen auf. Um diese interessanten Reeuku bekraftigen, missen neue

Studien mit einer gréReren Stichprobenanzahl géeplarden.
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+ positiv

3-MT 3-Methoxythyramin

3TC Lamivudin

A Adenin oder Alanin

Aoa Adenosin Ax-Rezeptor

ABC Abacavir

ADHS Aufmerksamkeits-Defizit-Hyperaktivitats-Syndrom

ADP Adenosin-Diphosphat

AIDS aquired immunodeficiency syndroifggworbenes
Immunschwachesyndrom)

ANI asymptomatic neurocognitive impairmg¢asymptomatische
neurokognitive Stérung)

ANOVA analysis of variance

APC Allophycocyanin

ATP Adenosintriphosphat

BDNF brain derived neurotrophic factor

bp Basenpaare

BSA Bovines Serumalbumin

bspw. beispielsweise

bzw. beziehungsweise

C Cystein oder Cytosin

CAMP zyklisches Adenosin-Monophosphat

CART Kombinations-antiretrovirale Therapie

CCL5 CC-Motiv Ligand 5

CCR5 CC-Motiv-Chemokin-Rezeptor 5

CD cluster of differentiation

cDNA komplementare DNA

CmMV Zytomegalievirus

COMT Catechol-O-Methyltransferase

CSF Zerebrospinal-Flussigkeit

CVv Curriculum vitae

CXCR4 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 4

D1/D, Dopamin-Rezeptoren des Typs 1/2

ddl Didanosin

DEPC Diethyldicarbonat

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsaure

DOPAC 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure

DR Dopamin-Rezeptor

EFR Evafirenz

Env envelopgHiille)

EPSP exzitatorisches postsynaptisches Potential

Et al. und andere (lat. et allii (Maskulinum) aéie (Femininum))



ETR
FBS
FITC
FSC
FTC

Gag
GDS
Gi/Gs
Gly
GOl
Gp
Gs

H+
HAART
HAD
HAND

HDS
HIV
HIV-1 M
HIV-1 N
HIV-1 0O
HIV-1 P
HLA
HMC-1
HRP
HVA

IFN-y
IHDS

INDEL
Int
IPSP

K+

L-AADC
Lat.
L-DOPA
LPS
LTR
L-Tyr
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Etravirin

fotales Rinderserum

Fluoresceinisothiocyanat

forward scatter(\Vorwartsstreulicht)

Emtricitabin

Erdbeschleunigung

Glycin oder Guanin

group-specific antigefgruppen-spezifisches Antigen)
global deficit score

inhibitorisches bzw. stimulierendes G-Protein

Glyzin

gene of interest

Glykoprotein

stimulatorisches G-Protein

Wasserstoffion

hoch-aktive antiretrovirale Therapie

HIV-assoziierte Demenz

HIV associated neurocognitive disordellV-assoziierte
neurokognitive Stérung)

HIV-Demenz Skala

human immunodeficiency vir@sumanes Immunschwéche Virus)
major (Gruppe von HIV)

non-M, non-O (Gruppe von HIV)

outlier (Gruppe von HIV)

eine weitere neue Gruppe von HIV (wie HIWN)
humanes Leukozytenantigen

human mast cell line 1

horseradish peroxidasgMeerrettich-Peroxidase)
Homovanillinsaure

Isoleucin

Interferony

Internationale HIV-Demenz-Skala
Interleukin

Insertionen- und Deletionen
Intron

inhibitorisches postsynaptisches Potential
Lysin

Kaliumion

Leucin
L-Aminoséaure-Decarboxylase
lateinisch
L-Dihydroxyphenylalanin
Lipopolysaccharid

long terminal repeats

L-Tyrosin



MAO
MCMD
MCP-1
Met
MIP-1
MLV
MND
MRNA

N
n.v.

Na’
NEB
Nef
NFV
NF-«xB
NK-Zellen
NMDA
NNRTI
NO
NRTI
ns
NVR
OR
p.a.
PAF
PBMC

PE
PerCP
Pi

Pol
RANTES
Rev
RNA
ROS
RPV
RT
sCD14
SIvV
SLC
SNP
sog
SSC
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DNA-Marker

Methionin
Monoamin-Oxidase

minor cognitive motor disordémilde neurokognitive Stérung)
monocyte chemoattractant protein 1
Methionin
macrophage inflammatory proteids
Murines Leukamievirus
mild neurocognitive disordémilde neurokognitive Stérung)
messengeRNA (Boten-RNA)
Asparagin
nicht vorhanden
Natriumion
New England Biolabs
negative factor
Nelfinavir
nuclear factor x-light-chain-enhancer' of activated B-cells
naturliche Killerzellen
N-Methyl-D-Aspartat
nicht-nukleosidische reverse- Transkriptaggbitoren
Stickstoffmonoxid
nukleosidische reverse- Transkriptase-Irtbiign
nicht signifikant
Nevirapin
odds ratio(Quotenverhaltnis)
lat.pro analysi
platelet activating factor
Peripheral blood mononuclear ceMononukleédre Zellen des
peripheren Blutes)
Phycoerythrin
Bridinin Chlorophyll A Komplex
Phosphat
Polymerase
regulated and T cell expressed and secreted
regulator of expression of virion proteins
Ribonukleinsaure
reaktive Sauerstoffspezies
Rilpivirin
Reverse Transkription / reverse Transkriptase
solubleCD14 (I6sliches CD14)
simian immunodeficiency virdsimianes Immunschwache Virus)
solute carrier molecule family
single nucleotide polymorphigiainzelnukleotid-Polymorphismen)
sogenannt
side scattefSeitwartsstreulicht)
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SUPAR soluble urokinase plasminogen activator receptor
T Thymin

Tat transactivator of transcription

TLR Toll-like-Rezeptor

TMB Tetramethylbenzidin

TNF-a Tumornekrose-Faktor

u.a. unter anderem

UNAIDS Joint United Nation Program on HIV/AIDS
UTR untranslatierte Region

v.a. vor allem

Val Valin

Vif viral infectivity factor

VMAT vesicular monoaminotransporter

VNTR variable number of tandem repe#&kpienzahlvarianten)
Vpr viral protein R

Vpu viral protein unique

VTA ventral tegmental area

WHO Weltgesundheitsorganisation

WT Wildtyp

Y Tyrosin

z.B. zum Beispiel

ZNS zentrales Nervensystem
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