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Einleitung

1. Einleitung

1.1 HIV

Das erworbene Immunschwachesyndrom  (acquired immune  deficiency
syndrome, AIDS) und sein Ausloser, das Humane Immundefizienz-Virus (HIV),
zahlen zu den groRten Herausforderungen fur die Globale Gesundheit. Die erste
Beschreibung von Patienten mit AIDS in der medizinischen Literatur stammt aus
dem Jahr 1981 (1). Von Oktober 1980 bis Mai 1981 verzeichnete die
amerikanische Gesundheitsbehérde CDC eine ungewodhnliche Haufung an
Fallen von Pneumocystis jirovecii-Pneumonie unter jungen Mannern in Los
Angeles (2). In der kurzen Meldung wird eine ,cellular-immune dysfunction® bei
den Mannern vermutet (2). Ein Jahr spater berichtetet die CDC, dass im selben
Cluster auch das Kaposi-Sarkom uberdurchschnittlich haufig auftritt (3). Im
September 1982 wurde dann eine offizielle Falldefinition fur AIDS veroffentlicht
(4). Die Forscher warnten davor, dass die Mortalitat deutlich Uber den
angegebenen 41 % liegen kénne und dass die Inzidenz stark ansteige (4). 1983
berichtete das Team um Dr. Frangoise Barré-Sinoussi vom franzdsischen
Pasteur Institut in einem Artikel in der Zeitschrift Science, dass sie bei einem
Patienten, der wahrscheinlich an AIDS erkrankt war, ein Retrovirus isoliert hatten
(5). Fur die Entdeckung des spater HIV genannten Virus, wurde ihr und ihrem
Kollegen Dr. Luc Montagnier im Jahr 2008 der Nobelpreis fir Medizin und
Physiologie verliehen (6).

1.1.1 Epidemiologie

Seit dieser ersten Beschreibung von AIDS hat HIV 32 Millionen Menschen das
Leben gekostet (7). Inzwischen wurden grof3e Fortschritte in der Therapie und
Pravention von HIV gemacht. Im Jahr 2018 war die Zahl der AIDS-assoziierten
Todesfalle im Vergleich zum Jahr 2000 um 45 % geringer, die Inzidenz ist
ebenfalls um 37 % gesunken (7). Dennoch ist die Epidemie nicht unter Kontrolle,
2018 starben 770 000 Menschen an AlDS-assoziierten Erkrankungen und es
kam zu 1,7 Millionen Neuinfektionen (7). Die grofdte Krankheitslast tragt der
afrikanische Kontinent, dort leben 25,7 Millionen der insgesamt 37,9 Millionen

HIV-positiven Menschen. Um diese Epidemie zu beenden hat sich die UN-


https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2008/barre-sinoussi/
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Staatengemeinschaft mit ihrem gemeinsamen Programm fur HIV/AIDS (Joint
United Nations Programme on HIV/AIDS, UNAIDS) das ,90-90-90-Ziel“ gesetzt:
90 % der an HIV-Erkrankten sollen ihren Status kennen, 90 % von ihnen sollen
eine antiretrovirale Therapie bekommen und 90 % der Therapierten sollen eine
Viruslast unter der Nachweisgrenze aufweisen. In Deutschland werden laut
Robert-Koch-Institut die beiden letzten Ziele erreicht, im Jahr 2017 kannten
jedoch lediglich 87 % der HIV-positiven ihren Status (8). Weltweit erhalten 62 %

aller Infizierten eine antiretrovirale Therapie (9).

1.1.2 Klassifizierung

HIV gehort zur Familie der Retroviren, man unterscheidet HIV-1 von HIV-2. Beide
stammen von SI-Viren (simian immunodeficiency virus, SIV) ab, die
unterschiedliche Affenspezies befallen. HIV-2 ist weitestgehend auf Westafrika
beschrankt, wahrend sich HIV-1 weltweit verbreitet hat. HIV-2 gilt als weniger
virulent, die Transmissionsraten sind geringer und die Patienten sind langer
asymptomatisch als Patienten mit HIV-1 (10). Der Fokus dieser Arbeit liegt auf
HIV-1. Im weiteren Verlauf ist, wenn nicht anders gekennzeichnet, HIV-1 gemeint

wo immer HIV steht.

HIV-1 kann anhand von Unterschieden in der Genomsequenz in Gruppen
eingeteilt werden (11). Bis dato wurden die Gruppen M (major), O (outlier), N
(non-major oder new) und P definiert (12). Der Klassifizierungsprozess ist
dynamisch und unterliegt daher stetigem Wandel (13). Man geht davon aus, dass
diese Gruppen durch unabhdngige Ubertragungen des SI-Virus von

verschiedenen Primaten auf den Menschen entstanden sind (12).

Wie in der Ubersichtsarbeit von Bum Sik Chin erwahnt, wurde die globale HIV-
Epidemie durch HI-Viren der Gruppe M verursacht (14). Diese Gruppe weist neun
Untertypen auf: A, B, C, D, F, G, H, J und K (13). In Westeuropa, Nordamerika
und Australien Uberwiegt der Subtyp B, weltweit dominiert allerdings der Subtyp
C (14). Viren der anderen Gruppen (N, O, P) wurden hauptsachlich aus Proben
von Patienten aus Kamerun oder benachbarten Regionen isoliert (12). Es gibt
sporadische Falle von HIV-O aus Nordamerika, Westeuropa und Afrika (12). HIV-
N wurde bei 14 Patienten aus Kamerun und einem Patienten aus Togo isoliert

und es sind bisher nur zwei Infektionen mit HIV-P bekannt, beide Patienten
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stammen ebenfalls aus Kamerun (12). Diese Zahlen legen nahe, dass alle HIV-
1 -Varianten ihren Ursprung in Kamerun und den Landern des Kongobeckens
haben (12).

Bei einer Infektionen mit verschiedenen HIV-Stammen zur gleichen Zeit kdnnen
Rekombinanten entstehen (15). Diese Formen von HIV kdnnen sich verbreiten
und werden dann als CRF (circulating recombinant form) bezeichnet (14).
Aulerdem weist das Virus eine extrem hohe Rate an Spontanmutationen auf
(16). Diese genetische Variabilitat ist ein Erfolgsfaktor fur das Virus: es kommt zu
Medikamentenresistenzen, die Entwicklung von Impfungen wird verkompliziert

und die weltweite Verbreitung begunstigt (16).

1.1.3 Aufbau

Das Genom des HI-Virus besteht aus zwei identischen RNA-Einzelstrangen, die
von einem konischen Kapsid umgeben werden (siehe Abbildung 1). Dieses
Kapsid wird aus dem Protein p 24 gebildet. Zudem wird die RNA noch von einem
Nukleokapsid umschlossen. Auflier der RNA befinden sich noch Enzyme
innerhalb des Kapsids, u.a. die reverse Transkriptase, die Integrase und die
Protease. HIV gehdrt zu den behliliten Viren. Die Hulle setzt sich aus einer Reihe
von Matrixproteinen zusammen, die aullen von einer Doppellipidmembran
umfasst werden. In dieser Hulle sitzen Oberflachenproteine wie der Env-
Glykoproteinkomplex. Der Komplex verfugt Uber einen transmembranaren

(gp 41) und einen externen Anteil (gp 120) (11).

Neben diesen Strukturproteinen und -Enzymen synthetisiert das HI-Virus
Regulatorproteine wie das Tat-Protein (11). Tat steht fur transactivator of
transcription, das Protein stimuliert also die Transkription des Virus (11). In dieser
Funktion wirkt es vor allem im Zellkern der infizierten Zelle (11). Zudem soll es
bei verschiedenen pathogenetischen Vorgangen wahrend der HIV-Infektion eine
Rolle spielen (11). Unter anderem sorgt Tat dafir, dass in den Astrozyten
vermehrt GFAP gebildet wird (17).
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Glykosylierung~__
gp120
gpa1

env-Glyko-
proteinkomplex

Kapsid (p24 Antigen)

Nukleokapsid
reverse
Transkriptase
Integrase
Protease
einzelstrang RNA
Abbildung 1 Aufbau des HI-Virus

Das Virus besitzt zwei RNA-Einzelstrange, die von einem Nukleokapsid umhdillt werden. Dieses
wird wiederum von einem konischen Kapsid aus Protein p24 umschlossen. Innerhalb des
konischen Kapsids kénnen sich Enzyme befinden, u.a. die Protease, die Integrase und die
reverse Transkriptase Die Hille des Virus besteht aus einer Doppellipidmembran und einer
darunter liegenden Schicht aus Matrixproteinen. Die Hille tragt aullerdem den env-
Glykoproteinkomplex. Dieses Oberflachenprotein wird aus den Glykoproteinen gp 120 (externer
Anteil) und gp 41 (transmembranarer Anteil) gebildet.

env = engl.: envelop; gp = Glykoprotein; RNA = engl. ribonucleic acid

Eigene Abbildung, modifiziert nach: Thomas Splettstoesser, 2014

1.1.4 Replikationszyklus

In der Regel dringen Viruspartikel oder infizierte Zellen Uber die Schleimhaute
oder das Blut in den Korper ein (11). Hier binden sie an Oberflachenrezeptoren
der Wirtszellen (11). Als wahrscheinlich gilt, dass die Viren zuerst mit Zellen des
monozytaren Systems (Makrophagen, Monozyten) und den dendritischen Zellen
(u.a. Langerhans-Zellen) in Kontakt treten (11). HIV kann Zellen infizieren, die
den CD4-, den CCR5- oder den CXCR4-Rezeptor exprimieren (18).

Das Glykoprotein gp 120 des Virus bindet an ein Oberflachenprotein der
Wirtszelle, den CD4-Rezeptor (19). Durch eine Konformationsanderung ist gp
120 nun in der Lage an den Korezeptor (CCRS5 oder CXCR4) zu binden (20). HI-
Viren, die ausschlieBlich CCR5 nutzen werden ,R5-Viren“ genannt, wahrend
Viren, die ausschliel3dlich CXCR4 nutzen, X4-Viren genannt werden. Oft nutzt HIV
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jedoch beide Rezeptoren (20). Die Rezeptornutzung hat Einfluss auf den
Tropismus der Viren. Es gibt Menschen mit Deletionen im CCR5-Rezeptor-Gen
(11), diese Menschen konnen nicht mit R5-Viren infiziert werden und gelten als

Jresistent” (11).

Nach Bindung an den Korezeptor kommt es zu weiteren Wechselwirkungen
zwischen dem Glykoprotein gp 120 des Virus und dem Oberflachenrezeptor der
Wirtszelle, die letztendlich zur Fusion der Membranen von Virus und Wirt fuhren
(20). Nun koénnen die virale RNA und Proteine wie die reverse Transkriptase, die

Integrase und die Protease in die Wirtszelle gelangen (19).

Die reverse Transkriptase produziert eine doppelstrangige DNA aus der
Einzelstrang-RNA des Virus (11). Diese DNA wird dann von der Integrase in das
Genom der Wirtszelle eingebaut (11). Die Transkription erfolgt durch die zellulare
RNA-Polymerase Il (11). Die RNA-Polymerase Il und die reverse Transkriptase
arbeiten mit einer gewissen Fehlerrate und sind beide nicht in der Lage
Korrekturen durchzufihren (11); (21). Wahrend der Transkription entstandene
Mutationen tragen somit entscheidend zur genetischen Variabilitat des Virus bei

und helfen HIV den Abwehrreaktionen des Immunsystems zu entgehen (11).

Nach der Translation lagern sich die Proteine und die RNA an der
Zytoplasmamembran der Zelle zu unreifen Viruspartikeln zusammen (11). Das
unreife Partikel wird aus der Zelle freigesetzt und von der viralen Protease
aktiviert (11). Nun ist das Virus infektids und kann weitere Zellen befallen (11).
Dies qilt vor allem fir T-Helferzellen, die Zusammenlagerung zu reifen
Viruspartikeln findet bei Makrophagen intrazellular statt (11). Das infektiose Virus
wird nicht aus der Zelle freigesetzt und entgeht somit der Erkennung durch das

Immunsystem (11).

1.1.5 Transmission

HIV kann horizontal und vertikal libertragen werden. Die horizontale Ubertragung
findet hauptsachlich durch Sexualkontakte statt (11). Dabei spielt die Art des
Geschlechtsverkehrs eine Rolle (22). Die Infektionswahrscheinlichkeit pro
Kontakt bei ungeschitztem, rezeptiven Analverkehr mit einem HIV-positiven
Partner kann bis zu 1,43 % betragen (22). Wohingegen das Ubertragungsrisiko

bei rezeptivem ungeschiitzten Vaginalverkehr mit bis zu 0,15 % angegeben wird

5
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(22). Weiterhin beeinflussen die Viruslast, Beschneidungen und das
Vorhandensein von anderen sexuell Ubertragbaren Infektionen oder

Schleimhautverletzungen die Wahrscheinlichkeit einer Ubertragung (22).

Das Virus kann auch durch Blut und Blutprodukte oder kontaminierte Nadeln
(,Needle sharing“ bei Drogenabusus oder Stichverletzungen von Personal im
Gesundheitssystem) (bertragen werden (11). Ubertragungen durch
Organtransplantationen sind sehr selten, v.a. nach der Einfuhrung von
Screeningtests fir Spendende (23). In der Literatur werden sporadisch Falle
beschrieben (23), (24), (25).

Die vertikale Ubertragung geschieht entweder wahrend der Schwangerschaft
(Ubertragungsrisiko ohne antiretrovirale Therapie (ART) 25% - 30% (26)), unter
der Geburt (Anteil von ca. 30% aller Mutter-Kind-Ubertragungen wenn nicht
gestillt wird (27)) oder beim Stillen (Ubertragungsrate ohne ART ca. 15%; das
Risiko ist in den ersten Wochen am hdchsten, persistiert aber Uber die Lange der
Exposition (28)) statt (11). In Europa betrug das Risiko einer Mutter-Kind-
Ubertragung vor der Einfiihrung einer medikamentdsen Prophylaxe laut Deutsch-
Osterreichischer Leitlinie zur HIV-Therapie in der Schwangerschaft und bei HIV-
exponierten Neugeborenen zwischen 15 % und 25 % (29). Durch die hochaktive
antiretrovirale Therapie, HAART, konnte die Infektionsrate auf unter 1 % gesenkt
werden und sie bildet heutzutage die Grundlage fur die Pravention von Mutter-
zu-Kind-Ubertragungen (PMTCT, prevention of mother-to-child transmission)
(29). Weitere Malinahmen sind ein Stillverzicht, eine medikamentdse Prophylaxe
fur das Neugeborene oder in Ausnahmefallen bei fortbestehender hoher Viruslast
der Mutter ein Kaiserschnitt (29).

Die WHO definiert sogenannte ,key population groups®, also Gruppen, die
besonders vulnerabel fur eine HIV-Infektion sind (7). Zu diesen Gruppen gehdren
MSM (men having sex with men), Sexarbeiter und Sexarbeiterinnen,
Strafgefangene, Transsexuelle und i.v. Drogenabhangige (7). Im Jahr 2018
betrafen erstmals mehr als die Halfte aller Neuinfektionen Angehdrige dieser
Schlusselgruppen und ihnen nahestehende Personen (7). In Osteuropa,
Zentralasien, Nordafrika und im Mittleren Osten gehen sogar 95 % aller

Neuinfektionen auf diese Gruppen zurlck (7).
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1.1.6 Histopathologie

Aus histopathologischer Sicht kann das HI-Virus den Korper auf unterschiedliche
Arten schadigen (18). Der Verlust der zellvermittelten Immunitat durch den Abfall
an funktionsfahigen CD4+ T-Zellen begunstigt nicht nur opportunistischen
Infektionen (18), auch onkogene Viren konnen schlechter bekampft werden. Das
fuhrt zu Tumorleiden wie dem Burkitt-Lymphom oder dem Kaposi-Sarkom (18).
Die CD4+ T-Zellen werden durch komplexe Vorgange zerstort (30). Der
Replikationszyklus des Virus wird angehalten und die Zwischenprodukte rufen
eine Immunreaktion der Zelle hervor (30). Diese Reaktion wird durch Interferon |
und die Enzyme Caspase 1 oder Caspase 3 vermittelt (30). Die Signalkaskade
mit Caspase 3 flhrt zur Apoptose der Zelle, ohne dass eine inflammatorische
Reaktion ausgeldst wird (30). Dies geschieht jedoch nur in aktivierten CD4+ T-
Zellen (30). Etwa 5 % der CD4+ T-Zellen im lymphatischen Gewebe sind aktiviert
(30). Die ruhenden T-Zellen hingegen sterben durch Caspase 1 getriggerte
Pyroptose (30). Die Pyroptose ist ein hochinflammatorische Form des
progammierten Zellsterbens (30). Der Zellinhalt wird in den extrazellularen Raum
entlassen, darunter Zytokine und Entzindungsmediatoren (30). Die Zytokine
lotsen andere CD4+ T-Zellen in das infizierte Gewebe, wo diese ebenfalls
sterben und die entzindliche Reaktion verstarken (30). Es entsteht ein
Teufelskreis (30).

Dieser und andere Vorgange fihren zu einer konstanten Aktivierung des
Immunsystems und einer chronischen Entzindungsreaktion (18). Ein dauerhaft
aktiviertes Immunsystem fuhrt zur Ausschattung von Entzindungsmarkern,
einem veranderten Stoffwechsel und vermehrten Sauerstoffradikalen (18).
Dadurch kann HIV auch indirekt Einschrankungen der Organfunktionen auslésen
(18). Ein weiterer indirekter Weg auf dem HIV zu Beeintrachtigungen fuhren kann
ist die Endothelzelldysfunktion (18). Eine Endothelzelldysfunktion kann die
Verstopfung von kleinen Gefallen bewirken, das wiederum erleichtert die
Entstehung von kardiovaskularen Erkrankungen (18). Es wird vermutet, dass
diese beiden Mechanismen chronische Erkrankungen wie Schlaganfall,
Leberzirrhose, Myokardinfarkt, vendse Thrombembolien, COPD, Osteopenien

und neurokognitive Schadigungen hervorrufen (18). Allerdings ist hohes Alter
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ebenfalls ein Risikofaktor fur die Entstehung oben genannter Erkrankungen, der

Einfluss von HIV auf die Pathogenese ist daher schwierig zu bemessen (18).

1.1.7 Klinik

Die akute HIV-Infektion kann mononukleoseahnlich oder asymptomatisch
verlaufen (31). Zu den moglichen Symptome zahlen Fieber,
Lymphknotenschwellungen, Kopfschmerzen, Halsschmerzen,
Schluckbeschwerden, Durchfall oder ein Hautausschlag (31). Meist klingen diese
Symptome nach sieben bis vierzehn Tagen wieder ab (31). Seltener kann es
auch zu einer vorubergehenden Meningoenzephalitis kommen (18). Die
Infektiositat ist in diesem Stadium besonders hoch (31), da die Viruslast im
typischerweise Werte von 108 Viren pro ml Blut erreichen kann (18). Der Korper
hat noch keine Antikorper gebildet und die Zahl der CD4+ T-Zellen sinkt von ca.
1000 Zellen pro yl (Normalbefund) auf ca. 500 Zellen pro ul Blut (18).

Das darauf folgende Latenzstadium kann Monate bis Jahre dauern (31). Es ist
groltenteils durch Symptomfreiheit gekennzeichnet, teilweise kann es zu
schmerzlosen Lymphadenopathien kommen (31). Wahrend der gesamten
klinischen Latenzzeit findet Virusreplikation statt, mit typischen Werten von 103-
10* HIV-Partikeln pro ml Blut (18). Die CD4+ T-Zellen erholen sich zu Beginn
dieses Stadiums, auf ca. 700 Zellen/pl (18). Im Laufe der Zeit kann der Korper
den Verlust von T-Zellen allerdings nicht mehr kompensieren und es kommt zu
einem stetigen Abfall der CD4+ T-Zellen (18). Wahrend dieser Latenzphase mit
leicht eingeschrankter Immunfunktion kdnnen Erkrankungen wie z.B. Herpes
Zoster oder Mundsoor auftreten. Hinzu kommt eine Fullle an unspezifischen
Symptomen, u.a. Hautveranderungen, Mudigkeit und Beschwerden des Magen-

Darm-Traktes oder des Nervensystems (31).

Sinkt die Zahl der T-Helferzellen unter 200 Zellen pro pl, wird das AIDS-Stadium
erreicht (32). Durch die stark abnehmende Immunitat kommt es zu
opportunistischen Infektionen (18). Die Centers for Disease Control and
Prevention (CDC), eine Behorde des amerikanischen Gesundheitsministeriums,
hat eine Liste mit AlIDS-definierenden Erkrankungen verodffentlicht (32). Auf
dieser Liste steht unter anderem die Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie, die in
45 % der Falle in Deutschland die primare AIDS-Manifestation darstellt (33).
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Weitere AIDS-definierende Erkrankungen sind u.a. die zerebrale Toxoplasmose,
die Tuberkulose, die Candidiasis des Osophagus, die Salmonellensepsis oder
die CMV-Retinitis (32). Ohne Therapie dauert es etwa acht bis zehn Jahre von

der Serokonversion bis zum Auftreten erster AIDS-definierender Symptome (34).

Die Pathologien der Organsysteme koénnen auf die Dysregulation des
Immunsystems, Komorbiditaten, Koinfektionen, zusatzliche Risikofaktoren oder
die Toxizitat der antiretroviralen Medikation zuruck gefuhrt werden (35). Meist
sind Nieren, Leber, Verdauungstrakt, Gehirn oder Herz-Kreislaufsystem
betroffen (18).

Chronische Erkrankungen der Nieren sind haufig bei HIV-Infizierten, Studien in
Subsahara-Afrika ergaben eine Pravalenz von 6 % - 48 % (36). Typische
Affektion der Nieren sind die HIV-assoziierte Nephropahtie (HIVAN) und die HIV-
assoziierte Immunkomplex-Nephritis (37). HIVAN wird besonders haufig bei
Menschen  aus  Subsahara  Afrika  oder  Afroamerikanern  und

Afroamerikanerinnen beschrieben (37), (18).

Bei der sogenannten HIV-Enteropathie kommt es zu Veranderugen in der
histologischen Architektur des Magendarmtraktes (18). Die Enterozyten gehen
zu Grunde und die Lymphfollikel hyperplasieren (18). Es kommt zu einer Kryptitis
und in der Folge zum ganzlichen Verschwinden der Krypten (18). Zu den
Symptomen gehoren Diarrhoe und Gewichtsverlust (18). Betragt der ungewollte
Gewichtsverlust mehr als 10 % des Korpergewichts und dauert die Diarrhoe
langer als 30 Tage spricht man vom ,wasting® Syndrom (38). Wenn
opportunistische Erreger als Ursache ausgeschlossen werden kdnnen und die
Symptome sich durch eine ART verbessern, kann von einer HIV-Enteropathie

ausgegangen werden (18).

Zu den bekannten Risikofaktoren fir koronare Herzerkrankungen kommen bei
Menschen, die mit HIV leben (people living with HIV, PLWH) noch eine
Endothelzellaktivierung und haufig eine Dyslipidamie als Nebenwirkung der ART
hinzu (18). Auch kardiotrope Viren, Myokarditis und Herzinsuffizienz erhéhen die
kardiovaskulare Risikosituation (18). Das Risiko an einer

Herzkreislauferkrankung zu versterben scheint jedoch zu sinken, laut einer
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Multikohortenstudie mit knapp 50 000 Patienten und Patientinnen sank die Zahl
der Toten um 65 % (35).

Die Leber kann auf vielfaltige Weise durch HIV und die Folge der Infektion
geschadigt werden (39). Es ist noch nicht abschlielend geklart ob die
Auswirkungen auf die Leber auf die HIV-Infektion selbst, die Immunsuppression,
die Therapie oder andere Faktoren zuruckzufuhren sind (39). Bei HIV-
monoinfizierten Patienten und Patientinnen ist eine hohe Viruslast ein
unabhangiger Risikofaktor flr erhdhte Leberenzyme und eine Steatose (39). Bei
zusatzlichem Alkoholkonsum oder Koinfektion mit Hepatitis B oder C verstarken

sich die negativen Effekte auf die Leber (39).

1.1.1 Therapie und Pravention

Die Einfihrung von HAART (highly active antiretroviral therapy), einer
Kombination von mindestens drei antiretroviral wirksamen Medikamenten als
HIV-Therapie, hat zu einer massiven Abnahme der AIDS-Todesfalle geflhrt (40).
Berechnungen gehen davon aus, dass weltweit durch HAART zwischen 1995
und 2009 etwa 14,4 Millionen Lebensjahre bei Erwachsene hinzugewonnen
werden konnten (41). Die Lebenserwartung von PLWH hat sich sowohl in
einkommensschwachen als auch in einkommensstarken Landern deutlich
verbessert. In Ruanda betragt sie 60 % der Lebenserwartung der HIV-negativen
Bevdlkerung, in Kanada 90 % (42). Die antiretroviralen Medikamente bewirken
aulBerdem eine signifikante Reduktion des Infektionsrisikos durch
Geschlechtsverkehr bei serodiskonkordanten Paaren (43). ,Therapie als
Pravention“ wurde somit Teil der WHO-Strategie zur Eindammung der globalen
HIV-Epidemie (44).

Die antiretroviralen Medikamente sind sehr effektiv, sie konnen die Viruslast im
Plasma innerhalb weniger Monate unter die Nachweisgrenze senken (40). Zur
Initialtherapie stehen laut deutsch-Gsterreichischer Leitlinie vier verschiedene
Wirkstoffgruppen zur Verfugung: Nukleotid-/ Nukleosidanaloga (NtRTI / NRTI),
nicht-nukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI), geboosterte
Proteaseinhibitoren (PI) und Integraseinhibitoren (INI) (45). Eine effektive
Therapie besteht typischerweise aus drei Wirkstoffen aus mindestens zwei

unterschiedlichen Gruppen, auf diese Art sollen rasche Resistenzentwicklungen
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verhindert werden (45). In Deutschland bestehen bei ca. 11 % der PLWH
Resistenzen, daher sollte vor Therapiebeginn immer ein genetischer Test auf
resistente HIV-Strange erfolgen. Um die Therapieregime weiter zu vereinfachen
wurden single tablet regimens (STR) eingefuhrt, eine fixe Kombination von
mehreren Wirkstoffen in einer Tablette (40). Heutzutage verwendet man statt
HAART haufiger die Begriffe ART (antiretroviral therapy) oder cART (combined
antiretroviral therapy). Ein sofortiger Therapiebeginn unabhangig von der CD4+
Zellzahl hat signifikante Vorteile (46) und wird auch in den deutschen Leitlinien

empfohlen (45).

Geheilt werden konnen die Patienten und Patientinnen durch eine ART nicht (47).
Wenn die Medikamente abgesetzt werden, kommt es bei einem Grol3teil nach
einem bis drei Monaten zu einem erneuten Anstieg der Plasmaviramie auf die
gleichen Level wie vor Therapiebeginn (48). Grund dafiir sind wahrscheinlich
sogenannte ,Reservoire®, in denen das Virus den Effekten der antiretroviralen
Medikamente entgehen kann (49), (50) . Zu diesen Reservoiren gehdéren CD4+
T-Zellen (51) und moglicherweise auch Makrophagen, insbesondere die
Mikrogliazellen (47, 52) und hamatopoetische Stammzellen (53). Weiterhin
werden Astrozyten, Epithelzellen, dendritische Zellen und follikulare dendritische
Zellen als mogliche Reservoire genannt (54). Die Rolle dieser Zellen ist
Gegenstand der aktuellen Forschung und zum Teil noch unverstanden (54). Die
Hoffnung ist, dass HIV mit der Elimination der Reservoire zu einer heilbaren
Erkrankung wird (54).

Ein weiteres Konzept zur Eindammung der HIV-Epidemie ist die Prophylaxe. Es
gibt die Praexpositionsprophylaxe (PrEP) fur HIV-negative Menschen, die ein
erhdhtes Ansteckungsrisiko haben, z.B: Mitglieder der oben beschriebenen key
population groups (55). In Deutschland ist fur diese Indikation die
Wirkstoffkombination ~ Emtricitabin/Tenofovir-Disoproxil ~ zugelassen  und
empfohlen (55). In Studien zeigte sich bei hoher Compliance (tagliche Einnahme)
eine Risikoreduktion von 99 % (56).

Fir Personen, die ungeschutzten Geschlechtsverkehr mit einer HIV-positiven
Person hatten, kontaminierte Instrumente oder Injektionsbestecke genutzt
haben, deren Schleimhdute oder offene Wunden mit kontaminierter Flissigkeit

Kontakt hatten oder die eine Transfusion mit kontaminiertem Blut erhalten haben

11
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besteht die Mdglichkeit einer Postexpositionsprophylaxe (PEP) (57). Die PEP
sollte moglichst rasch, idealerweise innerhalb von zwei Stunden, nach Exposition
eingenommen werden, um die bestmaogliche Wirksamkeit zu erzielen (57). Zur
Zeit wird in der deutschen Leitlinie als Standardprophylaxe die Kombination von

Emtricitabin/Tenofovir-Disoproxil mit einem Integrase-Inhibitor empfohlen (57).

1.2 HIV und das zentrale Nervensystem

1.2.1 Infektion des ZNS

HIV gelangt bereits kurz nach der Ansteckung in das zentrale Nervensystem (47),
(58), (59). Man vermutet, dass infizierte CD4+ Zellen und Monozyten die Blut-
Hirn-Schranke Uberwinden kénnen (60), (47), (61). Es ist zudem wahrscheinlich,
dass die Blut-Hirn-Schranke wahrend der akuten HIV-Infektion durchlassiger wird
(60) und dass das Virus und seine Proteine sie auch aulderhalb von Zellen
Uberwinden kénnen (62). Eine Hypothese besagt, dass die erhdhte Permeabilitat
durch das virale Protein Tat verursacht wird (61). Es verandert die
Proteinexpression der Zellen, die die Blut-Hirn-Schranke bilden (61). Im ZNS
angelangt setzten die infizierten Zellen Viruspartikel frei, die dann andere Zellen
im Gehirn infizieren (60). Die freigesetzten Viruspartikel und -proteine flhren
auBerdem zu einer Aktivierung der umgebenden Zellen (60). Die aktivierten
Zellen sekretieren Entzindungsmarker und andere Chemokine, zudem andert
sich ihr Stoffwechsel (60). All diese Vorgange fuhren zu einer Schadigung von
neuronalen Strukturen, einer erhéhten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke

und einer chronischen Entziindungsreaktion im Gehirn (60).

1.2.2 Histopathologie

Autopsiestudien aus der Anfangszeit der HIV-Epidemie zeigen, dass 75 % - 90 %
der Gehirne histopathologische Auffalligkeiten aufwiesen (63), (64). Die
neuropathologischen Veranderungen korrelierten nicht immer mit der Klinik (64),
(63). Zu diesen Auffalligkeiten gehdren Veranderungen durch opportunistische
Infektionen, Inflammation, Veranderungen der weilen Substanz, Enzephalitis,

Nekrosen, Demyelinisierung, Astrozytose und GefalRkomplikationen (63), (64).
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1.2.3 Opportunistische Infektionen des ZNS

Opportunistische Infektionen waren vor der Einfuhrung von ART ebenfalls ein
haufiges Problem (64). Die haufigsten opportunistischen ZNS-Infektionen und
ihre Erreger sind auch AIDS-definierende Infektionen, hierzu gehdéren das
Zytomegalievirus, die Kryptokokken-Meningitis, die Toxoplasmose, die
progressive multifokale Leukenzephalopathie und die Tuberkulose (65). In
Europa und Nordamerika sank die Inzidenz von neurologischen
opportunistischen Infektionen nach EinfUhrung der antiretroviralen Therapie bis
zum Jahr 2006 auf 1 pro 1000 Patientenjahre (65).

1.2.4 Klassifikation von HAND

Alle Formen der neurokognitiven Beeintrachtigung werden unter dem Begriff HIV-
associated neurocognitive disorders (HAND) zusammen gefasst (66). Es gibt drei
Formen von HAND: asymptomatic neurocognitive impairment (ANI), mild
neurocognitive disorder (MND) und HIV-associated dementia (HAD) (66).
Kennzeichnend fur ANI ist, dass die Abnahme der neurokognitiven Fahigkeiten
keine Einschrankungen fur die Alltagsaktivitaten der entsprechenden Person
herbeifuhrt. Bei der MND fuhren die verminderten Fahigkeiten zu leichten
Beeintrachtigungen der Alltagsaktivitaten, wahrend die HAD durch starke
Behinderungen beim Lernen von neuen Informationen, der Aufmerksamkeit und
der Aktivitaten des alltaglichen Lebens bestimmt wird (66). Vor Diagnosestellung
sollten eine schwere Depression, ein Delir oder andere vorbestehende
Erkrankungen als Ursache fur die Beeintrachtigungen ausgeschlossen werden
(66). Vorzugsweise sollte die Quantifizierung der neurokognitiven
Einschrankungen folgende Bereiche abdecken: Sprache, Aufmerksamkeit,
Abstraktionsvermogen, Gedachtnis, Auffassungsgabe, motorische Fahigkeiten

und sensorische Wahrnehmung (66).

HAND ist auch in der ART-Ara ein ernstzunehmendes gesundheitliches Problem
fur PLWH. In einer Querschnittsstudie aus dem Jahr 2010 wurden 1555 HIV-
positive Erwachsene auf neuropsychologische Beeintrachtigungen untersucht,
bei 52 % konnten solche Defizite festgestellt werden (67). Die Pravalenz von ANI
wurde auf 33 %, die von MND auf 12 % und von HAD auf 2 % geschatzt (67).
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HAND beginnt oft schleichend und nimmt einen protrahierten Verlauf, dies
erschwert die Erkennung von neunen Symptomen (68). Am Anfang beklagen
sich HAND-Patienten Uber leichte Gedachtnis- und Konzentrationsprobleme
(69). Im weiteren Verlauf kbnnen psychomotorische Verlangsamung, depressive
Verstimmung und Gereiztheit hinzu kommen (69). Leichte motorische Symptome
konnen ebenfalls auftreten, schwere motorische Einschrankungen und
Veranderungen des Gangbildes sind jedoch inzwischen selten geworden (69).
Im Gegensatz zur Alzheimer Demenz haben HAND-Patientinnen und Patienten
typischerweise keine fokal-neurologischen Defizite (70). Sie lernen neue
Informationen zwar nur unter Schwierigkeiten, zeigen aber nicht das Alzheimer-

typische Vergessen von gelernten Informationen (70).

1.2.5 Therapie

Neurologische Symptome waren vor der Einfuhrung von ART und cART sehr
haufig, 50 % der HIV Infizierten entwickelten eine Demenz (70). Nach Einfuhrung
der Therapie sank die Zahl schwerer Demenzen, daflr traten milderen Formen
der neurokognitiven Beeintrachtigung in den Vordergrund (70). Es gibt keine
spezifische Therapie fur HIV-assoziierte neurologische Erkrankungen. Bei allen
Patienten mit HAND soll eine cART unabhangig von der CD4+ Zellzahl erfolgen
(45).

1.3 Das saure Gliafaserprotein (GFAP)

1.3.1 Vorkommen

Das glial fibrillary acidic protein (GFAP), zu deutsch saures Gliafaserprotein, ist
ein Hauptbestandteil der Intermediarfilamente von Astrozyten (71).
Intermediarfilamente sind eine Komponente des Zytoskeletts und sorgen flr die
mechanische Stabilitdt einer Zelle (71). Astrozyten zahlen zu den Gliazellen des
Gehirns (72). Sie erbringen nicht nur metabolische und strukturelle Unterstitzung
fur die Neurone (73), sie sind auch wichtig fur die Schlafregulation (74), die
Synapsenfunktion (75), die Eigenschaften der Blut-Hirn-Schranke (76) und
hohere kognitive Funktionen wie das Gedachtnis (77).
GFAP kommt fast ausschlie3lich in Astrozyten (71) vor. Aul3erhalb des ZNS kann
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GFAP in den Schwann-Zellen der peripheren Nervenscheiden und den Gliazellen

des enterischen Nervensystems gefunden werden (78).

AuBerdem kann GFAP nach Schadel-Hirn-Traumata (79) oder bei chronischen
Erkrankungen wie Alzheimer (80) und Multipler Sklerose (81) vermehrt in Liquor

und Serum nachgewiesen werden.

1.3.2 Pathogenese

GFAP spielt eine Rolle bei den Prozessen der Astrozytose, worunter man eine
Reihe von Reaktionen der Astrozyten auf Verletzungen oder Erkrankungen des
ZNS versteht (78). Neben dem Begriff der Astrozytose wird in der Literatur auch
haufig der Begriff ,Astrogliose’ verwendet (82). Zur Vereinheitlichung wird in
dieser Promotion lediglich die Bezeichnung ,Astrozytose’ genutzt. Die
Astrozytose ist gekennzeichnet durch ein vermehrtes Vorkommen und einen
GroRenzuwachs von GFAP exprimierenden Zellen (17). GFAP sorgt wahrend der
Astrozytose fur die Verlangerung, Schwellung und Verdichtung der Fortsatze der
Astrozyten (78). GFAP konnte durch seine elementaren Funktionen fir das
Zytosklett der Astrozyten ebenfalls Einfluss auf die Neurophysiologie, wie z.B.

die Erregungsubertragung am synaptischen Spalt, nehmen (83).

Ein gutes Modell um die Auswirkungen von Stérungen in der GFAP-Synthese fur
das Gehirn zu verdeutlichen ist die Alexander Krankheit (84). Sie beruht auf
genetischen Mutationen in der Region von Genen, die fur GFAP kodieren (85,
86). Betroffene leiden unter anderem an Krampfanfallen, psychomotorischer
Retardierung, Makrozephalie, Ataxie und spastischen Paresen (87). Die
neonatale Variante verlauft besonders schwer, innerhalb der ersten zwei

Lebensjahre kommt es zu schweren Behinderungen und zum Tod (88).

Im Hinblick auf HIV existieren deutliche Hinweise auf einen Zusammenhang
zwischen GFAP, dem viralen Protein Tat und der Pathogenese von HAND (17,
89, 90). Tat induziert eine verstarkte GFAP-Expression (17). Die hochregulierte
GFAP-Expression beglinstigt die Entstehung einer Astrozytose und hat
neurotoxische Effekte (17). Wie bereits in Kapitel 1.2.2 erwahnt, ist die
Astrozytose ein signifikantes Merkmal HIV-assoziierter neurologischer
Erkrankungen (63, 90).
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1.3.3 Autoimmunitat

Es wird vermutet, dass die GFAP-Autoantikdrper nicht die Ursache von
neurologischen oder pathologischen Veranderungen sind, da GFAP sich
intrazellular befindet und somit aulRerhalb der Kontrolle von zirkulierenden
Antikorpern liegt (91). GFAP-Autoantikorper konnten jedoch Ausdruck einer T-
Zell vermittelten Immunreaktion sein (91). Autoreaktive GFAP-spezifische CD8+
T-Zellen konnten den Toleranzmechanismen des Korpers entgehen und nach
ihrer Aktivierung Schaden der weillen und grauen Substanz des Gehirns

induzieren (92).

Autoantikorper gegen GFAP wie sie in dieser Doktorarbeit gemessen wurden,
werden aullerdem oft im Zusammenhang mit der autoimmunen GFAP-
Astrozytopathie genannt (91, 93, 94). Die GFAP-Astrozytopathie ist durch eine
Meningoenzephalomyelitis mit spezifischen MRT-Veranderungen und einer
Besserung durch Immuntherapie gekennzeichnet (95). Auch hier sind die GFAP-
IgG hoéchstwahrscheinlich nicht pathogenetisch, sie dienen lediglich als

Biomarker fur die Entztindungsreaktion des Immunsystems (91).

1.4 Zielsetzung

Das Ziel der Arbeit ist es, das Vorkommen von GFAP-Autoantikérper bei
Menschen mit HIV zu untersuchen. Es soll erkundet werden, ob es Unterschiede
im Antikdrpervorkommen zwischen verschiedenen Gehirnarealen und zwischen
HIV-Patienten /-Patientinnen und Kontrollen gibt. Weiterhin soll die Rolle dieser
Autoantikdrper und damit die Rolle von GFAP bei der Pathogenese von HAND
beleuchtet werden. Ein weiterer Fokus liegt auf mdglichen Korrelationen
zwischen der Menge an Autoantikérpern bei PLWH und ihrem Abschneiden bei
neurokognitiven Tests. So soll eruiert werden, ob Anti-GFAP-Autoantikdrper als
Marker fur die Schwere von HIV-assoziierten neurokognitiven Erkrankungen

genutzt werden konnten.
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2. Material
2.1 Gerate
Gerat Typ Hersteller
Arbeitswerkbank BSB 4A Gelaire
Eismaschine AF-10 Scotsman
Feinwaage HL52 Mettler & Geissen

Erfassung der Western

Blot Membranen

Gefrier- und
Kuhlschrank

Heizblock
Magnetruhrer

Mikroliterpipetten

Plattformschwenker

SDS-PAGE

Laufkammer
Tischzentrifuge

Vortexer

Odyssey Fc Dual-Mode

Imaging System

TDB 120

2, 200, 1000 pl

10 — 100 pl
PR50

XCell Surelock® mini

L46
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Li-Cor Biosciences

Bosch / Liebherr

Biosan
Janke und Kunkel

Gilson

Eppendorf
Instruments

Invitrogen

Heraeus

GLW
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2.2 Glas
Material Typ Hersteller
Erlenmeyerkolben 250 ml Schott
Messzylinder 50 ml, 100 mi Schott
Pipetten 5ml, 10 ml, 25 ml Brand
2.3 Kunststoff
Material Typ Hersteller
Membranfilter Nitrocellulose (0,45 ym) | Whatman

Gradientengel

Handschuhe

Nitrocellulose Blotting

Membran
Pipettierballe
Pipettenspitzen

Pipettenspitzen mit
Filter

Plastikschale
Reaktionsgefaly

Wageschalen

Bolt™ 4-12% Bis-Tris
Plus, 15 Wells, 1 mm

Powder free nitrile

Amersham™ Protran™
0,45 ym NC

1—1000 pl

0,5-10 pl
0—20ul
0 —200 pl

1000 pl

1,5 ml
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Thermo Fisher Scientific

SensiCare Ice

GE Healthcare Life

science
Hartenstein
Hartenstein

Nerbe plus
Nerbe plus
Nerbe plus, Biozym

Biozym, Hartenstein
Hartenstein
Eppendorf

Hartenstein



Schwamm-Pad

Material

Invitrogen Sponge Pad

Thermo Fisher Scientific

for Blotting
Zentrifugenrohrchen 50 ml Greiner GBO
2.4 Chemikalien
Firma /
Substanz
Zusammensetzung
Formaldehyd 37% Roth
Magermilchpulver AplliChem

PBS

Tween-20

WesternSure® ECL Substrat (Luminol Enhancer

Lésung und Peroxidase Losung)

137 mM Natriumchlorid
2,7 mM Kaliumchlorid
12 mM Phosphat
Wasser, pH 7,4

AplliChem

Li-Cor Biosciences

2.5 Puffer

Puffer Name Firma

Ladepuffer NUPAGE™ LDS Sample | Thermo Fisher Scientific
Buffer (4X)

SDS-Puffer Bolt™ MOPS SDS- Thermo Fisher Scientific
Running Buffer (20X)

TE-Puffer Sigma Aldrich

Transferpuffer Bolt™ Transfer Buffer Thermo Fisher Scientific

(20X)
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2.6 Antikorper und Enzyme

Antikdrper und Enzyme

Firma

F(ab")2-Goat anti-Human Kappa Light Chain
Secondary Antibody,

- HRP, Katalognr.: PA1-74407

Proteinase-Inhibitor

2.7 GroRenstandards

GroRRenstandards

Thermo Fisher Scientific

Sigma Aldrich

‘ Firma

PageRuler Prestained Protein Ladder

2.8 Programme

Programm

‘ Thermo Fisher Scientific

Hersteller

EndNote (Version X9.3.2 fur Macintosh)

GraphPad Prism (Version 7 fur Macintosh)

SPSS Statistics (Version 25.0.0.1 fir Windows)

Image Studio™ Lite (Version 5.2.5 fir Macintosh)

Excel (Version 16.33 flr Macintosh)

Power Point (Version 16.33 fur Macintosh)

Word (Version 16.33 fur Macintosh)
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Clarivate Analytics
GraphPad Software Inc.

IBM

Li-Cor Biosciences

Microsoft

Microsoft

Microsoft




2.9 Sonstiges

Material

Material

Hersteller

Handedesinfektionsmittel

Flachendesinfektionsmittel

Schutzbrille

Uberziehschuhe

Handschuhe

21

Sterilium Virugard von
Paul Hartmann AG

Terralin  Protect von
Schulke & Mayr

Roth
CPE efficient

Medline
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3. Methoden

Ziel der Arbeit war es herauszufinden ob GFAP-Autoantikdrper im Serum von
HIV-Patienten und -Patientinnen vorhanden sind. Zu diesem Zwecke mussten
zuerst Membranen hergestellt werden, auf denen sich GFAP befand. Es wurden
Gewebeschnitte von verschiedenen Gehirnarealen homogenisiert und mittels
SDS-Gelelektrophorese und Western Blot auf eine Membran Ubertragen. Das
Serum der Versuchspersonen wurde dann mit diesen Membranen inkubiert. Die
Antikorper im Serum sollten so an das GFAP auf der Membran binden. Diese
Bindung sollte mit Hilfe eines zweiten Antikdrpers sichtbar gemacht. Im nachsten
Schritt wurden die Membranen digitalisiert und es fand eine semiquantitative
Auswertung der Signalintensitat der verschiedenen Areale statt. Auf diese Art
gelang ein indirekter Nachweis der Bindung von Autoantikdrpern im Blut der

Patienten an das saure Gliafaserprotein aus den Gehirnhomogenaten.

3.1 Gehirnhomogenate

3.1.1 Gewebe

Die Gewebeschnitte stammen aus der Neuro-Biobank des Hertie-instituts fur
klinische Hirnforschung in Tubingen. In dieser Arbeit wurde die Gewebeschnitte
von zwei neurologisch gesund verstorbenen Spendern (Nr. 41 und Nr. 51)
verwendet. Es standen Gewebeproben aus sieben unterschiedlichen
Gehirnarealen dieser Spender zur Verfugung: DM (dorsaler Motornukleus des
Nervus Vagus), LC (Locus Coeruleus / Subcoeruleus), SN (Substantia Nigra), ST
(Striatum), MC (temporaler Mesocortex), FC (first order sensory association
areas; pra- /motorischer Cortex) und HC (higher order sensory association areas;
prafrontaler Cortex). Die sieben Gehirnareale orientieren sich an den Braak-
Stadien der Parkinsonpathogenese (96). Braaks Theorie hat fur diese Arbeit
keine zentrale Bedeutung, jedoch liegen die von ihm definierten Areale in
topografisch stark unterschiedlichen Regionen des Gehirns. Diese Tatsache
erlaubt eine differenziertere Analyse des GFAP-Antikérper Vorkommens.
Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht der Gehirnhomogenate, ihrer anatomischen

Position und Funktion.
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Tabelle 1 Gehirnhomogenate, ihre Funktionen und ihre anatomische Lokalisation

Abkiirzung Gehirnareal Anatomie und Funktion des Areals

e auch ,Ncl. dorsalis n. vagi“ genannt
DM dorsaler Motornukleus e liegt in der Medulla oblongata
des N. Vagus e Ursprung der allgemein-
viszeromotorischen Fasern

e Teil von Pons & Medulla oblongata
e grofRte noradrenerge Zellgruppe
LC Locus Coeruleus und ¢ am Schlaf-Wachrhythmus beteiligt
Locus Subcoeruleus e in Stresssituationen aktiv, an
Entstehung von Stresssymptomen
beteiligt

e liegt im Mittelhirn
SN Substantia Nigra « moduliert die Motorik
« Teil der Basalganglienschleife

e liegt im Grof3hirn
ST Striatum « Teil der Basalganglienschleife
o moduliert die Motorik

e Teil der GroRhirnrinde
« entwicklungsgeschichtlicher
MC temporaler Ubergang von Allo- zu Isocortex
Mesocortex e Verbindungen zum limbischen
System (emotionale, triebhafte und
intellektuelle Leistungen)

e auch ,Sekundarfelder genannt

« fir diese Arbeit wurde Gewebe aus
dem (pra)motorischen Cortex genutzt

 Verarbeitung und Interpretation der
Informationen aus den Primarfeldern

FC first order sensory
association areas

» auch “Assoziationsfelder” genannt
HC higher order sensory e flr diese Arbeit wurde Gewebe aus
association areas dem prafrontalen Cortex genutzt
« komplexe intellektuelle Leistungen

Informationen Uber Anatomie und Funktion der Gehirnareale aus ,Neuroanatomie: Struktur und
Funktion® (97). Informationen zum Mesocortex aus ,Pschyrembel online* (98).
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3.1.2 Homogenisierung

Die Homogenisierung der Gewebeschnitte erfolgte durch ein anderes Mitglied
der Arbeitsgruppe, Dr. rer. nat. Eva Gschmack. Zu diesem Zwecke wurden die
Gewebe mit wenig TE-Puffer versetzt. Dem Puffer wurden Proteinase-Inhibitoren
zugegeben um den Abbau von Proteinen entgegenzuwirken. Dann wurden die
Proben unter Kihlung mechanisch homogenisiert und anschlieRend zentrifugiert.
Der Uberstand wurde in ein neues GefaR abgefillt und die Proteinkonzentration
mittels Bradford evaluiert. Die Homogenate wurden bei -20° Celsius eingefroren.
Fir eine ausfuhrlichere Versuchsbeschreibung wird auf die Promotionsschrift von

Frau Dr. rer. nat. Gschmack verwiesen (99).

3.2 SDS-Gelelektrophorese

Die SDS-Gelelektrophorese dient dazu die in den Gehirnhomogenaten
enthaltenen Proteine nach ihrer Molekllmasse aufzutrennen. Die Proteine
werden mittels Puffer negativ geladen und auf ein Gel aufgetragen. Das Gel wird
in eine Kammer eingespannt und eine elektrische Spannung wird angelegt. Die
Proteine laufen nun je nach Molekilmasse durch das Gel. Das Gel wirkt wie ein
Sieb, kleine Proteine laufen schneller durch als grof3e. AuRerdem lauft ein
Proteinmarker mit, anhand dessen sich die Masse der Molekule abschatzen

|asst.

Fir diese Versuchsreihe wurde die ,XCell Surelock mini‘ Laufkammer des
Herstellers invitrogen verwendet. Die Homogenate wurden aufgetaut und je 15 ul
unter Resuspendierung in ein Eppendorfgefall iberfuhrt. Die Proben wurden mit
5 pl Ladepuffer (NUPAGE LDS Sample Buffer (4X) von Thermo Fisher) versetzt
und far finf Minuten auf 95° Celsius erhitzt. So sollte sichergestellt werden, dass
die Proteine denaturiert und negativ geladen sind. Anschlieend wurden die
Proben fur zwei Minuten bei 1400 rpm zentrifugiert. Der SDS-Puffer (Bolt MOPS
SDS-Running Buffer (20X) von Thermo Fisher) wurde 1:20 mit destilliertem
Wasser verdinnt und in die Laufkammer gegeben. Zur Vorbereitung der
Gradientengele (Bolt™ 4-12% Bis-Tris Plus Gele von Thermo Fisher) wurden die
Taschen drei Mal mit SDS-Puffer gespult. Daraufhin wurden die Gele in die
Laufkammer eingespannt und mit 20 pl des Proben-Puffer-Gemischs beladen.

Auf jedes Gel wurde auflierdem 1 ul eines Markers (PageRuler Prestained

24



Protein Ladder

Methoden

von Thermo Fisher) als GroéRenstandard aufgetragen.

Zum Schluss wurde die Laufkammer verschlossen und die Gele liefen fur 30
Minuten bei 200 Volt.

Tabelle 2 Beladung der Gele Tabelle 3 Aufbau Blotsandwich
Well Spender Areal Homogenatmenge Ein Gel Zwei Gele

1 41 DM 15 pl + 5 pl Puffer 2 Schwamme 2 Schwamme

2 41 LC 15 pl + 5 pl Puffer 2 Filter Filter

3 41 SN 15 ul + 5 pl Puffer Membran Membran

4 41 ST 15 pl + 5 pl Puffer Gel Gel

5 41 MC 15 pl + 5 pl Puffer Membran Membran

6 41 FC 15 pl + 5 yl Puffer 2 Filter Filter

7 41 HC 15 pl + 5 pl Puffer 2 Schwamme Schwamm

8 Marker 1 ul Filter

9 51 DM 15 pl + 5 yl Puffer Membran

10 51 LC 15 pl + 5 yl Puffer Gel

11 51 SN 15 pl + 5 yl Puffer Membran

12 51 ST 15 pl + 5 yl Puffer Filter

13 51 MC 15 pl + 5 pl Puffer 1 Schwamm

14 51 FC 15 pl + 5 pl Puffer

15 51 HC 15 pl + 5 pl Puffer

DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN =
Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory
association areas, HC = higher order sensory association areas; ul = Mikroliter
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3.3 Western-Blot mittels tankblot-Verfahren

Um die aufgetrennten Proteine analysieren und quantifizieren zu konnen,
muissen sie mittels Western Blot auf eine Membran Ubertragen werden.
Im nachsten Schritt kann die Membran mit einem Primarantikbrper, der im
Patientenserum enthalten ist, inkubiert werden. Um die Bindung durch den
primaren Antikorper nachzuweisen wird ein zweiter Antikdrper hinzugegeben, der
an den ersten bindet. Dieser Zweitantikorper ist an die Meerrettichperoxidase
(HRP) gekoppelt, ein Enzym, dass mit dem in der Farbinkubationslésung
enthaltenem Luminol reagiert. Das so entstandene Licht kann mit einer speziellen

Kamera erfasst und quantifiziert werden.

3.3.1 Proteintransfer

FUr den Western Blot im ,tankblot-Verfahren® wurde ebenfalls die ,XCell Surelock
mini‘ Laufkammer des Herstellers invitrogen verwendet. Die Gele wurden aus der
Laufkammer und ihrem Plastikgehause entfernt. Die Taschen und Lippen wurden
mit einem Skalpell abgetrennt und die Gele in eine Schale mit Transferpuffer (Bolt
Transfer Buffer (20X) von Thermo Fisher) gegeben. Der Transferpuffer wurde
zuvor im Verhaltnis 1:20 mit destillietem Wasser verdinnt. Bei der
Zusammenstellung des Blotsandwiches muss unbedingt darauf geachtet werden
alle Bestandteile konstant feucht zu halten und nach jedem Schritt die Luftblasen
zwischen den einzelnen Schichten auszustreichen. Fiur die Beladung mit einem
Gel werden zwei Schwamme in die Blotkammer gelegt, darauf kommen zwei
Filter, eine Membran und das Gel. Hierauf werden wieder eine Membran, zwei
Filter und zwei Schwamme gelegt. Wenn zwei Gele gleichzeitig geblottet wurden,
wurde das Blotsandwich wie folgt erstellt: zwei Schwamme, dann einen Filter,
eine Membran, ein Gel, eine Membran, einen Filter, einen Schwamm, einen
Filter, eine Membran, ein Gel, eine Membran, einen Filter und einen Schwamm.
Sobald sich alles in der Transferkammer befindet, kann diese fest verschlossen
und in das Gehause eingesetzt werden. In die Transferkammer wird der
Transferpuffer gefullt, in die aueren Kammern wird destilliertes Wasser

gegeben. Schlieldlich wird eine Spannung von 30 Volt fur 1,5 h angelegt.
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3.3.2 Blocken und Fixieren

Nach Ablauf der Zeit konnten die Membranen aus dem Blotpaket entfernt und mit
TPBS (0,05 % Vol. Tween-20 in PBS) gewaschen werden. AnschlieRend wurden
sie fur 20 Minuten bei Raumtemperatur in 2 % Formalinlésung (2 % Vol. Formalin
in PBS) geschwenkt um unspezifische Bindungsstellen zu blocken. Dann wurden

die Membranen dreimal unter Schwenken mit TPBS gewaschen.

3.3.3 Immunfarbung

Die Immunfarbung mit dem primaren Antikorper fand im BSL 3-Labor statt. Die
Seren der HIV-positiven Patientinnen und Patienten und die der Kontrollen
werden dort bei -80° Celsius gelagert. Nach dem Auftauen wurden je 150 ul des
Serums in ein Eppendorfgefall Gberfihrt. Die Proben wurden dann fir 30 Minuten
auf 56° Celsius erwarmt. Die Hitze sollte moglicherweise im Serum enthaltene
Pathogene inaktivieren. Nach der Hitzeinaktivierung wurde das Serum im
Verhaltnis 1:5000 mit Milchlésung (5 % Vol. Magermilchpulver, 0,05 % Vol.
Tween in PBS) vermischt und auf die Membranen gegeben. Die Membranen
wurden fur zwei Stunden bei Raumtemperatur in der Serum-Milchlésung
geschwenkt. Als nachstes wurden die Membranen drei Mal fur je zwei Minuten
mit TPBS gewaschen und danach mit 4 % Formalinlésung (4 % Vol. Formalin in
PBS) geblockt.

3.3.4 Farbinkubation und Quantifizierung

Die Farbinkubation fand entweder direkt im Anschluss statt oder nachdem die
Membranen Uber Nacht bei 4° Celsius in TPBS gelagert wurden. Der zweite
Antikérper (Goat Anti-Human IgG kappa light chain, HRP, 1:50000) wurde mit
einer Milchlésung vermengt und auf die Membranen gegeben. Die Membranen
befanden sich fur eine Stunde bei Raumtemperatur auf einer Wippe, bevor sie
drei Mal mit TPBS gewaschen wurden. Die ECL-Substanz bestand aus einer
Luminol- und Peroxidaselésung (WesternSure ECL Substrat von Li-Cor) und
wurde in einem separaten Gefall vorgemischt. Die Membranen wurden
gleichmalfig mit der Losung benetzt und fur fiunf Minuten inkubiert. Schliellich
konnte die Chemolumineszenzreaktion mit der Kamera des Odyssey Fc Dual-

Mode Imaging Systems (Li-Cor) erfasst werden.
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3.3.5 Auswertung der Signalintensitat

Die semiquantitative Messung der Signalintensitat fand mit Hilfe der Software
Image Studio von Li-Cor statt. Es wurden lediglich die Signalintensitaten von
Spender Nr. 51 ausgewertet, da die interindividuelle Variabilitat der
Homogenatspender in dieser Arbeit nicht im Vordergrund stand. Fur die Analyse
wurden Rechtecke um die typisch formierten Banden auf Hohe von 37 - 45 kDa
gezogen (Abbildung 2). Das Programm berechnete daraufhin unter

Einbeziehung des lokalen Hintergrundes eine relative Signalintensitat.

Probe: HIVVHAART S111

Spender 41 51
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kDa
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‘ - - -
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(SR - --...
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Q ﬁiii@ [
' ]
Signalsﬁgt;: 625 736 7,17 982 367 543 0.830
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Abbildung 2 Beispielhafte Auswertung einer Membran mit Hilfe des Image Studio
Programms

Der GréRenstandard in kDa (Kilodalton) ist senkrecht in Griin eingetragen, die jeweilige
Laufspur ist horizontal mit griiner Farbe markiert. Auf der linken Seite des Blots wurden die
Gehirnhomogenate des Spenders Nr. 41 aufgetragen, auf der rechten Seite von Nr. 51.
Aufgetragen wurden folgende Gehirnareale: DM (dorsaler Motornukleus des Nervus Vagus), LC
(Locus Coeruleus und Locus Subcoeruleus), SN (Substantia Nigra), ST (Striatum), MC
(temporaler Mesocortex), FC (first order sensory association areas) und HC (higher order
sensory association areas). Diese Membran wurde mit dem Serum des HIV-Patienten oder der
HIV-Patientin Nr. S111 inkubiert. In blau sind die vom Programm Image Studio errechneten
Signalintensitaten eingetragen.

HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy
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3.3.6 Bestimmung der Banden

Die Banden um 37-49 kDa wurden ausgewahlt, weil dieses Cluster auf nahezu
allen Membranen besonders deutlich erkannt wurde. Das molekulare Gewicht
von GFAP betragt 50 kDa (100), bei den anderen Banden handelt es sich
wahrscheinlich um Zerfallsprodukte (100) oder Isoformen (101) von GFAP. Auch
Dr. rer. nat. Gschmack, ebenfalls Mitglied der Arbeitsgruppe von Prof. Scheller,
hat gezeigt, dass es sich bei den Proteinen auf diesen Bandenhéhen am
wahrscheinlichsten um GFAP und seine Isoformen handelt (99). Die
Proteinidentifikation dieser Banden fand damals mittels Flissigchromatographie
mit Massenspektrometrie-Kopplung (nano HPLC-MS) durch die Firma Proteome
Factory AG statt (99). Aulierdem wurden im Rahmen von Vorexperimenten zu
der hier vorliegenden Promotion die Membranen von Dr. Gschmack gestrippt und
mit einem Anti-GFAP-Antikorper (Goat pAb to GFAP, 1:5000, abcam ab53554)
erneut inkubiert. Als zweiter Antikorper diente ein Rabbit Anti-Goat 1IgG (HRP,
1:5000, abcam ab6741). Die Auswertung nach ECL-Farbinkubation mit dem
Odyssey Imaging System zeigte ebenfalls eine hohe Signalintensitat der Banden
um 37 — 50 kDa.

3.3.7 Ubersicht der erstellten Western Blots

Es wurden insgesamt 35 Membranen erstellt, davon wurden 23 Membranen mit
dem Serum von PLWH und 12 mit dem Blut von Kontrollen inkubiert (siehe
Abbildung 3). Auf Grund von vorangegangenen Experimenten in der
Arbeitsgruppe stand nicht die gleiche Menge Homogenat aus allen Arealen zur
Verfligung. LC konnte daher nur fir 16 Membranen verwendet werden, acht
davon wurden mit HIV-Serum inkubiert und acht mit dem Serum von Mitgliedern
der Kontrollgruppe. Gruppe 1 (HIV/HAART) setzt sich demnach wie folgt
zusammen: 15 von 23 Membranen wurden lediglich mit sechs verschiedenen
Gehirnareale (DM, SN, ST, MC, FC, HC) geblottet und die restlichen acht
Membranen mit sieben Arealen (DM, LC, SN, ST, MC, FC, HC). Gruppe 2
(Controls) besteht aus zwdlf Membranen, acht Membranen wurden mit sieben
Arealen (DM, LC, SN, ST, MC, FC, HC) geblottet und vier wurden ohne LC
geblottet.
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35 Membranen

12 mit
Kontrollserum

23 mit HIV Serum

8 mit 15 ohne 8 mit 4 ohne
LC LC LC LC
Abbildung 3 Ubersicht: welche Membranen wurden wie erstellt?

Insgesamt wurden 35 Nitrocellulosemembranen mittels Gelelektrophorese und Western Blot
hergestellt. 16 dieser Membranen wurden mit dem Gehirnhomogenat des Areals LC (Locus
Coeruleus / Subcoeruleus) erstellt. Von diesen 16 Membranen wurden 8 mit HIV-Serum und 8
mit dem Serum der Kontrollgruppe inkubiert. 19 Membranen wurden ohne LC erstellt, 15 von
ihnen wurden mit HIV-Serum und 4 mit Kontrollserum inkubiert.

3.4 HAND-1 Studie

Alle Daten in dieser Arbeit und die Blutproben stammen aus der HAND-1 Studie,
die vom Bugando Medical Centre (BMC) der Catholic University of Health and
Allied Sciences (CUHAS) in Kooperation mit der Julius-Maximilians-Universitat
Wadrzburg, der Tropenmedizinischen Abteilung der Missionsarztlichen Klinik
Wirzburg und dem Missionsarztlichem Institut Wirzburg durchgeflhrt wurde.
Das Bugando Medical Centre befindet sich in der Stadt Mwanza, am Ufer des

Viktoriasees im Norden von Tansania.

Die HAND-1 Studie wurde am 8. Februar 2012 vom gemeinsamen CUHAS/ BMC
Research Ethics and Review Committee zugelassen (Aktenzeichen:
BREC/001/05/2012). Auch die Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultat der
Universitat Wirzburg hatte mit dem Schreiben vom 12. Juni 2012 keine ethischen
oder rechtlichen Einwande gegen die Auswertung der Proben durch das
Wirzburger Institut fur Virologie und Immunbiologie ausgedrickt. Ziel der
Querschnittsstudie war es die Pravalenz von HIV-assoziierten neurologischen
Erkrankungen im Bugando Medical Centre zu erfassen und das Abschneiden von
verschiedenen Studiengruppen bei neurokognitiven Tests miteinander zu
vergleichen. Zu diesem Zwecke wurden die Teilnehmenden in drei Gruppen
eingeteilt: PLWH unter Therapie (Gruppe 1), PLWH ohne Therapie aber mit mehr
als 500 CD4+ Zellen pro ul (Gruppe 2) und HIV-negative Personen (Gruppe 3).

Ausgeschlossen wurden Personen, die junger als 18 oder alter als 60 Jahre
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waren. Weiterhin wurden Personen mit aktuellen oder vergangenen Infektionen

des ZNS oder solche mit psychischen Erkrankungen nicht zur Studie zugelassen.

3.5 Neurokognitive Tests

Die Durchfuhrung der HAND-1 Studie und die Etablierung der neurokognitiven
Testbatterie wird in der Diplomarbeit von Maria Scholler beschrieben (102). Die
Weiterentwicklung und wissenschaftliche Auswertung der neurokognitiven Tests
dieser Studie wurde im Rahmen der medizinischen Doktorarbeit von Laura
Kersting durchgefuhrt (103). Fur die Originale der Testunterlagen wird auf die
Promotionsschrift von Frau Dr. Kersting verwiesen. Die Versuchspersonen
wurden einer ganzen Reihe von standardisierten Tests ausgesetzt um moglichst
viele verschiedene neurokognitiver Fahigkeiten zu prifen. Die Testung fand in
einer ruhigen Umgebung statt. Auf Grund von interkulturellen Unterschieden und
funktionalem Analphabetismus unter den Teilnehmenden der Studie musste
einige der Tests abgeandert werden. Die Untersuchungen fanden entweder auf
Suaheli oder auf Englisch statt, Formulare und Unterlagen waren in beiden

Sprachen vorhanden.

3.5.1 Mini Mental State Examination (MMSE)

Die Mini Mental State Untersuchung ist ein international standardisierter Test
zum Demenzscreening. Er Uberprift Aufmerksamkeit, Orientierung, Gedachtnis,

Sprache und raumliches Vorstellungsvermogen (104).

Der Test wurde an die lokalen Gegebenheiten angepasst, unter anderem wurde
er in zwei Teilen durchgefuhrt. Wahrend des ersten Teils wurde die zeitliche
(5 Punkte) und ortliche (5 Punkte) Orientierung ermittelt. Bei der Frage nach der
Jahreszeit wurden auch die Antworten ,Regenzeit’ oder ,Trockenzeit' als korrekt
gewertet. Insgesamt konnten im ersten Teil des Tests zehn Punkte erreicht
werden. Er diente als Einstieg in die Testsituation und sollte den Probanden die

Eingewdhnung erleichtern (103).

Als nachstes wurde die IHDS abgefragt. Ein Teil der IHDS ist das Nennen von
vier verschiedenen Begriffen und dem erneuten Abfragen dieser Begriffe
nachdem andere Aufgabe erledigt werden mussten. Diese Gedachtnisprifung ist
ebenfalls Teil des MMSE. Um die Aufmerksamkeit der Probanden zu schonen
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und die Ergebnisse nicht zu verfalschen wurde ihnen diese Aufgabe nur einmal
im Rahmen der IHDS gestellt (103). In dieser Doktorarbeit wurde die Aufgabe als
Teil der IHDS gewertet und aus der Wertung des MMSE gestrichen.

Im zweiten Teil des MMSE mussten die Testpersonen zwei Objekte benennen
(2 Punkte), einen Satz wiederholen (1 Punkt), Anweisungen befolgen (3 Punkte),
eine Satz lesen und befolgen (1 Punkt), einen Satz schreiben (1 Punkt) und eine
Zeichnung von zwei Funfecken abzeichnen (1 Punkt). Insgesamt konnten sie
neun Punkte erreichen. Im international standardisierten MMSE muss man
auRerdem noch ein Wort rickwarts buchstabieren (5 Punkte). In Anbetracht der
sehr unterschiedlichen Bildung der Teilnehmenden wurde diese Aufgabe
Ubersprungen. Aullerdem musste der Test fur die analphabetischen

Teilnehmenden modifiziert werden (103).

In der hier vorgelegten Arbeit konnten im MMSE also insgesamt 19 Punkten
erreicht werden. In der standardisierten Variante konnen 30 Punkte erreicht
werden (104)

3.5.2 Internationale HIV Demenz Skala (IHDS)

Die internationale HIV Demenz Skala ist als Screeningmethode gedacht. Sie
dient dazu Individuen mit einem erhohten Risiko fur eine HIV Demenz zu
identifizieren. Uberpriift werden das Ged&chtnis, die motorische und die
psychomotorische Geschwindigkeit. Der Test wurde fir eine weltweite Nutzung
entwickelt. Zuerst werden vier Begriffe genannt und von den Getesteten
wiederholt. Dann werden die Teilnehmenden gebeten innerhalb von funf
Sekunden Daumen und Zeigefinger der nicht-dominanten Hand mdglichst oft
aneinander zu fuhren. Die nachste Aufgabe besteht darin, innerhalb von zehn
Sekunden eine bestimmte Bewegungsabfolge mit der nicht-dominanten Hand
moglichst oft zu wiederholen. Zum Schluss mussten die Probandinnen und
Probanden die vier eingangs genannten Begriffe wiederholen. Fur jede Aufgabe
wurden maximal vier Punkte vergeben, folglich konnte man insgesamt zwolf

Punkte erreichen.
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3.5.3 Verbal Fluency Test

Bei diesem Wortflussigkeitstest werden exekutive und verbale Funktionen
untersucht. Es mussten innerhalb von 60 Sekunden so viele Woérter aus der
Kategorie Tiere wie moglich genannt werden. Die Anzahl der korrekten

Antworten entsprach der Punktzahl.

3.5.4 Digit Span Test

Der Digit Span Test eruiert die Spanne des Arbeitsgedachtnisses. Den
Teilnehmenden werden immer langer werdende Zahlenreihen vorgelesen, die
sie im ersten Teil des Tests vorwarts und im zweiten Teil rickwarts wiedergeben
sollen. Der erste Teil des Tests beginnt in Runde eins mit zwei Ziffern und endet
in Runde acht mit neun Ziffern. Pro Runde hatte man zwei Versuche und pro
Versuch konnte ein Punkt erzielt werden. Im ersten Teil konnte demnach
maximal 16 Punkte erzielt werden. Der zweite Teil, in dem die Zahlenkolonne
rickwarts wiedergegeben werden mussten, hatte sieben Runden. Somit konnten
maximal 14 Punkte erreicht werden. Insgesamt konnten im Digit Span Test 30

Punkte verdient werden.

3.5.5 Pegboard Test

Der 9-Loch-Pegboard Test soll die Feinmotorik und insbesondere die
Handgeschicklichkeit messen. Das Pegboard ist eine Platte mit neun Lochern,
die in einem Quadrat angeordnet sind (siehe Abbildung 4). In vielen Fallen hat
die Platte aulerdem noch eine kleine Mulde, in der die Stifte liegen. Die
Teilnehmenden missen diese Stifte so schnell sie kdnnen in die Lécher auf der
Platte stecken. Dieser Test wurde mit jeder Hand zwei Mal durchgefihrt, wobei

nur der zweite Versuch gestoppt und gewertet wurde.
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Abbildung 4 Schemazeichnung eines 9-Loch-Pegboards; eigene Darstellung

3.5.6 Trail Making Test (TMT)

Der Trail Making Test kann Defizite der Aufmerksamkeit, der exekutiven
Funktionen und visuell-motorischen Geschwindigkeit aufzeigen (105). Die
Zahlen von eins bis funfundzwanzig stehen, zufallig angeordnet, auf einem Blatt
Papier. Fur Teil A des Tests wurden die Testpersonen gebeten die Zahlen in
aufsteigender Reihenfolge miteinander zu verbinden. Bei Teil B war jede Zahl in
doppelter Ausfuhrung vorhanden, einmal alle Zahlen bis finfundzwanzig in Gelb
und einmal in Rosa. Die Testpersonen sollten die Zahlen nun abermals in
aufsteigender Reihenfolge verbinden, dabei sollten die Farben jedoch immer
abwechselnd vorkommen. Die Zeit bis zur Vollendung der Aufgabe wurde
gestoppt. Vor beiden Teilen des Tests bestand die Moglichkeit das Vorgehen

einmalig zu Uben.
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Tabelle 4 Ubersicht der neurokognitiven Tests und gepriiften Fihigkeiten
Neurokognitiver Test Fahigkeiten
Mini Mental State Aufmerksamekeit, Orientierung, Gedachtnis,
Examination Sprache und raumliches Vorstellungsvermdgen
International HIV Gedachtnis, motorische und psychomotorische
Dementia Scale Geschwindigkeit
Verbal Fluency Test exekutive und verbale Funktionen
Digit Span Test Arbeitsgedachtnisspanne
Pegboard Test Motorik, Feinmotorik und Handgeschicklichkeit

Aufmerksamkeit, exekutiven Funktionen und

Trail Making Test visuell-motorischen Geschwindigkeit

3.5.7 International Activities of Daily Life (IADL)

Fir die Einteilung von HIV-assoziierten neurologischen Erkrankungen (HAND) in
asymptomatic neurocognitive impairment (ANI), mild neurocognitive disorders
(MND) und HIV-associated dementia (HAD) sind Einschrankungen der
Alltagsaktivitaten entscheidend. Um die Funktionsfahigkeit der Teilnehmenden
im Alltag zu erforschen wurde in der HAND-1 Studie der International Activities
of Daily Life Fragebogen eingesetzt. Der IADL enthdlt Fragen zu
Alltagsfahigkeiten in den Bereichen Telefonieren, Einkaufen, Kochen, Haushalt,
Wasche, Transport, Medikamente, Garten- bzw. Feldarbeit, soziale Kontakte und

Finanzen.

3.6 Statistische Datenanalyse

Die Daten der neurokognitiven Testbatterie und der Western Blots wurden mit
Hilfe der Programme Prism und SPSS analysiert. Neben den statistischen
Analysen konnte auch eine grafische Darstellung der Ergebnisse durch die
Programme erfolgen. Korrelationen zwischen Datensatzen wurden mit Hilfe der
linearen Korrelationsanalyse untersucht. Der Korrelationskoeffizient r wurde
nach Cohen (106) folgendermalen interpretiert: r=0,1 gilt als schwache
Korrelation, r = 0,3 als moderate Korrelation und r = 0,5 als starke Korrelation.

Ein p < 0.05 in der linearen Regressionanalyse wurde als statistisch signifikant
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gewertet. Gruppenbezogene Wertemengen wurden mit Hilfe der Analyse von
D’Agostino Pearson auf Normalverteilung Uberprift. Da fur alle zu
vergleichenden Gruppen mindestens eine der Gruppen nicht-normalverteilt war,
wurden im Folgenden Tests fur nicht-normalverteilte Werte benutzt. Um zu
untersuchen, ob sich die Wertemengen der einzelnen Gruppen statistisch
signifikant voneinander unterscheiden (Signifikanzniveau p < 0.05) wurden der
Mann-Whitney U-test (fur den Vergleich von zwei Gruppen) bzw. der Kruskal-

Walllis-Test (flr den Vergleich von mehr als zwei Gruppen) gewahit.
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4. Ergebnisse

4.1 Epidemiologische Merkmale der Studienteilnehmenden

Insgesamt wurden flr die hier vorliegende Promotion die Blutproben von 35
zufallig ausgewahlten Teilnehmenden der HAND-1 Studie untersucht. Sie
wurden in zwei Gruppen eingeteilt: Gruppe 1 bestand aus 23 HIV-positiven unter
ART und Gruppe 2 war die Kontrollgruppe mit 12 HIV-negativen Teilnehmenden.
Ein Alter von uber 60 Jahren oder unter 18 Jahren war ein Ausschlusskriterium
fur die HAND-1 Studie. Das Durchschnittsalter aller Teilnehmenden dieser Arbeit
lag bei 36 Jahren, die jungste Person war bei Probenentnahme 19 Jahre alt und
der Alteste 58 Jahre. Der Frauenanteil lag bei 66 %. AuRerdem wurde das
,Bildungsniveau’ der Teilnehmenden erhoben. Dazu wurde erfragt, wie lange die
Menschen primare, sekundare und tertiare Bildungsanstalten besucht hatten und
das Ergebnis als ,Bildungsjahre’ festgehalten (siehe Abbildung 5). Unter den 35
Teilnehmenden dieser Arbeit hatten 14 % niemals eine Schule besucht, eine

Person konnte 16 Bildungsjahre vorweisen. Der Durchschnitt lag bei 6,7 Jahren.

Tabelle 5 Charakteristische Merkmale der Studiengruppen

HAND-1 Studie

Gruppe 1: HIV & ART  Gruppe 2: Kontrollen

Teilnehmende 23 12
Geschlecht w: 16, m: 7 w:7,m:5
Alter

(Mittelwert + 40,00 + 7,97 Jahre 29,83 + 9,85 Jahre

Standardabweichung)

Bildungsjahre
(Mittelwert + 6,09 + 3,26 Jahre 7,92 + 4,48 Jahre

Standardabweichung)
In dieser Tabelle werden einige epidemiologische Daten (Alter, Geschlecht, Bildungsstand) der
Teilnehmenden gezeigt. Alter und Bildungsstand sind in beiden Gruppen ahnlich verteilt, in der

Therapiegruppe (HIV&ART) fanden sich mehr Frauen. ART = antiretrovirale Therapie; HAND =
engl. HIV-associated neurocognitive disorders; m = mannlich; w = weiblich
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Abbildung 5 Bildungsjahre der Teilnehmenden

Bildungsniveau der Studienteilnehmenden
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Die Bildungsjahre der 35 Teilnehmenden dieser Arbeit wurden erfasst und auf der y-Achse
aufgetragen. Die x-Achse zeigt den prozentualen Anteil der 35 Studienteilnehmenden. Die
durchschnittliche Menge an Bildungsjahren betrug 6,7 Jahre (Mittelwert). Es zeigt sich, dass
14 % der Testpersonen keine Schulbildung hatten.

Laura Kersting errechnete in ihrer Promotion die Pravalenz von neurokognitiven
Storungen unter Teilnehmenden der HAND-1 Studie (103). Die Ergebnisse der
neurologischen Testbatterie der Kontrollgruppe diente als Normwerte (103). Die
Einteilung in asymptomatic neurocognitive impairment (ANI), mild neurocognitive
disorder (MND) und HIV-associated dementia erfolgte nach der Definition von
Antinori (66). Unter den 101 Mitgliedern der HIV/HAART-Gruppe konnten etwa
55 % als ANl und 39 % als MND klassifiziert werden (103). Unter den

Teilnehmenden litt niemand an HIV-assoziierter Demenz (103).

4.2 Auswertung der Western Blots

Um festzustellen ob GFAP-Autoantikérper bei PLWH oder Kontrollen vorkommen
wurden Membranen hergestellt, auf die Gehirnhomogenate und das in ihnen
enthaltene saure Gliafaserprotein geblottet wurde. Das Serum von Patienten und
Patientinnen bzw. von Kontrollen war der erste Antikdrper mit dem die
Membranen inkubiert wurden. Der zweite Antikérper, ein Anti-Human IgG-
Antikérper (Goat, HRP, 1:50000), diente der Detektion des Erstantikorpers. Die
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Erfassung der Signalintensitat nach ECL-Farbinkubation gelang mit Hilfe der
Kamera des Odyssey Fc Dual-Mode Imaging Systems (Li-Cor). Die
semiquantitative Bestimmung der Signale wurde mit der zur Kamera gehérenden

Software von Li-Cor durchgefuhrt.

Abbildung 6 zeigt eine Ubersicht von allen Western Blot Membranen. Es wird
deutlich, dass bei beiden Studiengruppen Signale gegen alle Hirnareale
gemessen werden konnten. Es besteht eine ubiquitare Autoreaktivitat gegen den

getesteten Arealen.

Gruppe 1 (HIV/HAART)
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Gruppe 2 (Kontrollen)

iy

1;\“‘|.gvr,

Abbildung 6 Ubersicht: alle WB-Membranen der beiden Gruppen

Alle Western Blot Membranen wurden mit den Gehirnhomogenaten von zwei neurologisch
gesund verstorbenen Spendern erstellt. Das Serum von Patienten und Patientinnen (Gruppe 1)
bzw. von Kontrollen (Gruppe 2) war der erste Antikdrper mit dem die Membranen inkubiert
wurden. Der zweite Antikorper war ein Goat Anti-Human IgG Antikérper (1:50000).
Semiquantitative Bestimmung der Signalintensitat nach ECL-Farbinkubation (ECL = engl.
enhanced chemiluminescence) mit Hilfe der Kamera des Odyssey Fc Dual-Mode Imaging
Systems (Li-Cor). Bei beiden Gruppen besteht eine Autoreaktivitat gegen alle Gehirnareale.

Bei genauerer Betrachtung fallen die Banden bei 37 bis 45 kDa ins Auge,
insbesondere im DM-Areal (siehe Abbildung 7 und Abbildung 2 auf S. 28). Diese
Banden wurden in Vorexperimenten als GFAP spezifisch identifiziert und daher

auf allen Membranen und in allen Arealen ausgewertet.
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Kontrolle K15
Homogenatspender Nr. 41 Homogenatspender Nr. 51
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Abbildung 7 Detailansicht einer Membran der Kontroligruppe

Die Membran wurde mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot hergestellt. Der erste
Antikdrper war das Serum eines Mitgliedes der Kontrollgruppe (K15), der zweite war ein Mause-
IgG-Ak (HRP, 1:50000). Es wurden folgende Gehirnareale auf die Membranen geblottet: DM
(dorsaler Motornukleus des Nervus Vagus), SN (Substantia Nigra), ST (Striatum), MC
(temporaler Mesocortex), FC (first order sensory association areas) und HC (higher order
sensory association areas). In grin wurde der GréRenstandard in kDa (Kilodalton) eingetragen,
in blau die mittels Image Studio von Li-Cor berechnete Signalintensitat. Die blau markierten
Banden von DM, SN und ST fallen durch ihre Signalintensitat besonders auf.

4.2.1 Signifikante Unterschiede in der GFAP-Antikdrper Signalintensitat
der verschiedenen Gehirnareale

Zunachst sollte untersucht werden, ob Unterschiede in der GFAP-Autoantikorper
Signalintensitat zwischen den einzelnen Gehirnarealen bestehen. Zu diesem
Zweck wurden alle gemessenen Signale eines Areals gepoolt und mit denen der
anderen Areale verglichen. Die zentrale Tendenz der Areale wurde mittels
Kruskal-Wallis Test verglichen, es wurden signifikante Unterschiede (p < 0,0001)
zwischen den Gruppen (siehe Abbildung 8A) gefunden. Diese Unterschiede

wurden daraufhin mit dem Dunn Post Test analysiert.
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Die Signale des DM-Areals von allen Studienteilnehmenden sind tendenziell
starker als die Signale der Areale MC, FC und HC (siehe Abbildung 8A). Die
Signale, die in den LC-, SN- und ST-Arealen gemessen wurden sind ebenfalls
signifikant starker als die Signale von FC und HC. Die Signale von MC
unterscheiden sich nur noch von denen, die bei HC gemessen wurden.
Diese Unterschiede in der zentralen Tendenz bleiben bestehen, wenn man nur
die Signalstarken der Kontrollen (p < 0,0001, siehe Abbildung 8B) oder nur die
der HIV/IHAART-Gruppe (p < 0,0001, siehe Abbildung 8C) betrachtet. Bei der
Kontrollgruppe bestehen die Unterschiede insbesondere zwischen DM und FC
(p < 0,05), sowie zwischen DM und HC (p < 0,001). Weiterhin unterscheidet sich
LC von HC (p < 0,05), SN von HC (p <0,01) und ST von HC (p <0,01). Bei der
HIV/HAART Gruppe wird DM signifikant starker erkannt als MC (p < 0,05), FC
(p <0,0001) und HC (p <0,0001). LC unterscheidet sich signifikant von FC
(p<0,05) und HC (p<0,01). SN unterscheidet sich signifikant von FC
(p <0,0001) und HC (p <0,0001). ST unterscheidet sich signifikant von FC
(p <0,01) und HC (p < 0,0001).

Folglich lasst sich feststellen, dass die GFAP-Autoantikorper Signalintensitat sich
je nach Gehirnareal unterscheidet. In beiden Gruppen bestehen signifikante
Unterschiede zwischen den Arealen, insbesondere die DM-Signale sind
signifikant starker als die der kortikalen Areale. Die hier beobachtete Verteilung
der GFAP-Intensitaten in unterschiedlichen Gehirnarealen konnte von uns auch
in einer grolkeren Studie mit Seren von Gesunden beobachtet werden. Die
besonders stark GFAP-positiven Areale sind diejenigen, die bei subkorticalen
Demenzen wie Morbus Parkinson oder HAND besonders frih geschadigt
werden. Eine GFAP-bedingte Autoimmunantwort koénnte also an dem
Pathomechanismus dieser Erkrankungen beteiligt sein. Diese Ergebnisse
wurden von unserer Arbeitsgruppe ebenfalls veréffentlicht, und die Autorin der
hier vorliegenden Doktorarbeit hat in dieser Veroéffentlichung eine Koautorschaft
(107).
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Abbildung 8 Signifikante Unterschiede in der GFAP-Antikorper Signalintensitat der
verschiedenen Gehirnareale

Alle Western Blots wurden mit den Gehirnhomogenaten desselben neurologisch gesund
verstorbenen Spenders (Nr. 51) erstellt. Das Serum von Patienten und Patientinnen unter
antiretroviraler Therapie (HIV/HAART, C) bzw. von Kontrollen (controls, B) war der erste
Antikorper mit dem die Membranen inkubiert wurden. Der zweite Antikdrper war ein Goat Anti-
Human IgG Antikérper (HRP, 1:50000). Semiquantitative Bestimmung der Signalintensitat nach
Farbinkubation mit ECL-Substrat (ECL = engl. enhanced chemiluminescence). Analyse der
zentralen Tendenz der Verteilung mittels Kruskal-Wallis Test. Unterschiede zwischen den
einzelnen Gruppen wurden mittels Post-hoc Test (Dunn’s Test) untersucht. Mediane der
Gruppen wurden mit einer grinen Markierung gekennzeichnet. p < 0,05 gilt als signifikant. * gilt
als signifikant und entspricht einem p Wert von 0,01 — 0,05. ** gilt als sehr signifikant und
entspricht einem p Wert von 0,001 — 0,01. *** gilt als héchst signifikant und entspricht einem

p Wert von 0,0001 — 0,001. **** gilt ebenfalls als héchst signifikant und entspricht einem

p Wert < 0,0001.

DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN =
Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory
association areas, HC = higher order sensory association areas.

A Die logarithmierten Signalintensitaten der im Serum von PLWH und Kontrollen
enthaltenen GFAP-Antikorper werden, nach Gehirnareal aufgetrennt, dargestellt. Im Kruskal-
Walllis Test zeigt sich ein signifikanter Unterschied in der zentralen Tendenz der
Signalintensitaten der einzelnen Gehirnareale (p < 0,0001). Die Ergebnisse des Dunn Tests
werden durch Balken iber dem Diagramm verdeutlicht. Die Signalstarken von DM
unterscheiden sich signifikant von den Signalstarken von MC (**), FC (****) und HC (****). Ein
signifikanter Unterschied besteht ebenfalls in den Signalstarken von LC und FC (**) bzw. LC
und HC (****). Die Signale von SN unterscheiden sich signifikant von FC (****) und HC (****).
Die Signale von ST unterscheiden sich signifikant von FC (****) und HC (****). Die Signale von
MC unterscheiden sich signifikant von HC (**).

B Die logarithmierten Signalintensitaten der im Serum von Kontrollen enthaltenen GFAP-
Antikorper werden dargestellt. Der Kruskal-Wallis Test [asst auf einen signifikanten Unterschied
in der zentralen Tendenz der gepoolten Signalintensitaten der einzelnen Gehirnareale

(p < 0,0001) schlieRen. Der Post-hoc Test zeigte, dass signifikante Unterschiede zwischen DM
und FC (*), sowie zwischen DM und HC (***) bestehen. Weiterhin unterscheidet sich LC von HC
(*), SN von HC (**) und ST von HC (**).

C Die logarithmierten Anti-GFAP-Signalintensitaten aller HIV-Patienten und -Patientinnen
werden, nach Gehirnareal getrennt, dargestellt. Im Kruskal-Wallis Test zeigt sich ein
signifikanter Unterschied in der zentralen Tendenz der Signalintensitaten der einzelnen
Gehirnareale (p < 0,0001). Der Dunn Test verdeutlicht, dass sich DM signifikant von MC (*), FC
(****) und HC (****) unterscheidet. LC unterscheidet sich signifikant von FC (*) und HC (**). SN
unterscheidet sich signifikant von FC (****) und HC (****). ST unterscheidet sich signifikant von
FC (**) und HC (****).

4.2.2 Keine signifikanten Unterschiede der GFAP-Antikorper
Signalintensitat von PLWH und Kontrollen

Als nachstes sollte eruiert werden ob es Unterschiede in der Antikorper-
Signalstarke zwischen den beiden Studiengruppen gibt. Zu diesem Zwecke
wurde die Reaktivitdt gegen jedes einzelne Areal von Gruppe 1 (HIV/HAART,
n = 23) mit der Reaktivitat von Gruppe 2 (controls, n = 12) verglichen (siehe
Abbildung 9A-G). Zum Schluss folgte ein Vergleich aller Areale von allen
Membranen einer Gruppe mit den gepoolten Signalstarken der Areale der
anderen Gruppe (siehe Abbildung 9H). Die statistische Analyse fand mittels
Mann-Whitney-U Test statt.
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Die Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten der DM-Areale
(siehe Abbildung 9A) der beiden Gruppen lasst darauf schliefen, dass sich die
Signalstarken von HIV-Patientinnen und Patienten (Median = 0,8950) und
Mitgliedern der Kontrollgruppe (Median = 0,9025) nicht signifikant voneinander
unterscheiden (p =0,9318). Es konnten ebenfalls keine signifikanten
Unterschiede in der zentralen Tendenz der Signalintensitat von PLWH und
Kontrollen in den Arealen LC (siehe Abbildung 9B, p =0,5054), SN (siehe
Abbildung 9C, p =0,1698), ST (siehe Abbildung 9D, p = 0,6747), MC (siehe
Abbildung 9E, p = 0,6436), FC (siehe Abbildung 9F, p = 0,4817) und HC (siehe
Abbildung 9G, p = 0,6684) festgestellt werden. Vergleicht man alle Signale von
allen Areale der Kontrollgruppe (Median = 0,3395) mit denen der HIV/HAART-
Gruppe (Median = 0,5335) lasst sich ebenfalls kein signifikanter Unterschied in
der zentralen Tendenz der Verteilung feststellen (siehe Abbildung 9H,
p =0,1742).

Demnach lasst sich aus diesen Daten nicht ableiten, ob sich die Signalstarke der
GFAP-Autoantikdrper zwischen Menschen mit HIV und Mitgliedern der

Kontrollgruppe signifikant unterscheidet.
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Abbildung 9 Keine signifikanten Unterschiede in der GFAP-Antikorper
Signalintensitat von PLWH und Kontrollen

Alle Western Blots wurden mit den Gehirnhomogenaten desselben neurologisch gesund
verstorbenen Spenders (Nr. 51) erstellt. Das Serum von Patienten und Patientinnen unter
antiretroviraler Therapie (HIV/HAART) bzw. von Kontrollen (controls) war der erste Antikorper
mit dem die Membranen inkubiert wurden. Der zweite Antikérper war ein Goat Anti-Human IgG
Antikorper (HRP, 1:50000). Semiquantitative Bestimmung der Signalintensitat nach
Farbinkubation mit ECL-Substrat (ECL = engl. enhanced chemiluminescence). Analyse der
Unterschiede in der zentralen Tendenz der Verteilung zwischen den beiden Gruppen wurden
mittels Mann-Whitney-U Test berechnet. Alle angegebenen p Werte sind zweiseitig, p < 0,05
gilt als signifikant. Mediane der Gruppen wurden mit einer griinen Markierung gekennzeichnet.
DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN =
Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory
association areas, HC = higher order sensory association areas.

A Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitdten des DM-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test lasst darauf schlieBen, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,8950)
und controls (Median = 0,9025) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U =135, p=0,9318).

B Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten des LC-Areals von Kontrollen
(n = 8) und HIV-Patienten/-Patientinnen (n = 8). Der Mann-Whitney Test lasst darauf schliel3en,
dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,9375) und controls (Median = 0,7110)
nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-U = 25, p = 0,5054).

Cc Gegeniberstellung der logarithmierten Signalintensitaten des SN-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test Iasst darauf schliel3en, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,9380)
und controls (Median = 0,5685) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U =98, p=0,1698).

D Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten des ST-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test lasst darauf schlieBen, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,7300)
und controls (Median = 0,6360) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U=125,5,p=0,6747).

E Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitdten des MC-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test lasst darauf schliel3en, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,4600)
und controls (Median = 0,3730) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U =124, p = 0,6436).

F Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten des FC-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test I&sst darauf schliel3en, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,1920)
und controls (Median = 0,1695) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U=117, p=0,4817).

G Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten des HC-Areals von Kontrollen
(controls, n = 12) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 23). Der Mann-Whitney
Test lasst darauf schliel3en, dass sich die Signalstarken von HIV/HAART (Median = 0,1080)
und controls (Median = 0,08685) nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-Whitney-
U =125, p =0,6684).

H Gegenuberstellung der logarithmierten Signalintensitaten aller Areale von Kontrollen
(controls, n = 80) und HIV-Patienten/-Patientinnen (HIV/HAART, n = 146). Der Mann-Whitney
Test Iasst darauf schliel3en, dass sich die gepoolten Signalstarken aller Areale von HIV/HAART
(Median = 0,5335) nicht signifikant von denen der controls (Median = 0,3395) unterscheiden
(Mann-Whitney-U = 5201, p = 0,1742).
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4.3 Korrelation der neurokognitiven Tests mit den GFAP-Antikorper
Signalintensitaten

Vermehrt vorkommende GFAP-Antikdrper kdnnen ein indirekter Hinweis auf den
Untergang von Astrozyten sein. Um der Frage nachzugehen, ob das
Vorhandensein oder die Menge von GFAP-Autoantikbrpern mit dem
Abschneiden bei neurokognitiven Tests zusammenhangt, wurden die
Signalintensitaten der GFAP-spezifischen Banden mit den Ergebnissen der
neurokognitiven Tests korreliert. Fur alle Variablen au3er den Trail Making Test
(TMT) wurde die Korrelation nach Spearman berechnet. Die Ergebnisse des TMT
wurden nach Pearson berechnet, da sie die Voraussetzungen fir diese
Berechnung erfillten. Der Korrelationskoeffizient r wurde nach Cohen (106)
folgendermalden interpretiert: r = 0,1 gilt als schwache Korrelation, r =0,3 als

moderate Korrelation und r = 0,5 als starke Korrelation.

4.3.1 Studiengruppe 1 (HIV/HAART)

Tabelle 6 zeigt die Ergebnisse der Korrelationen fur Studiengruppe 1.

Tabelle 6 Korrelationen HIV/HAART-Gruppe
HIV / HAART DM LC SN ST MC FC HC
N 23 8 23 23 23 23 23

IHDS motorische r -0,567 -0,845 -0,567 -0,672 -0,702 -0,552 -0,328
Geschwindigkeit (Punkte) p 0,005 0,008 0,005 0,0004 0,0002 0,006 0,126
IHDS psychomotorische ~__ r  -0,064 -0,156 0,063 -0,0564 -0,142 -0,180 -0,072
Geschwindigkeit (Punkte) p 0,771 0,711 0,774 0,808 0,517 0,412 0,743
IHDS Erinnerungs- r 0,365 0,191 0,346 0,350 0,260 0,276 0,211
vermogen (Punkte) p 0,087 0651 0,105 0,102 0,231 0,203 0,334
IHDS Gesamtergebnis _r_ 0027 -0233 0059 -0,059 -0,153 -0,110 0,037

p 0,902 0,578 0,789 0,788 0486 0,617 0,866
MMS zeitliche Orientierung L -0,412 -0,577 -0,280 -0,264 -0,280 -0,264 -0,297
(Punkte) p 0,061 0,134 0,195 0,224 0,195 0,224 0,169
MMS értliche Orientierung ' -0,292 na. -0,350 -0,311 -0,428 -0,467 -0,409
(Punkte) p 0,176 / 0,01 0,148 0,042 0,025 0,053
MMS Objekte erkennen r n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(Punkte) P / / / / / / /
MMS Satz wiederholen r 0,005 0,169 -0,057 -0,133 -0,093 -0,248 0,251
(Punkte) p 0,982 0689 0,795 0,546 0673 0,253 0,248
MMS Anweisungen r -0,366 -0,764 -0,397 -0,415 -0,301 -0,220 -0,333
befolgen (Punkte) P 0,086 0,027 0,060 0,049 0,163 0,314 0,121
MMS lesen und ausfuhren # n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.

(Punkte) p

/
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MMS Satz schreiben r -0,477 -0,577 -0,477 -0,509 -0,524 -0,604 -0,588
(Punkte) p 0,021 0,134 0,021 0,013 0,010 0,002 0,003
MMS zeichnen (Punkte) r -0,245 -0,327 -0,050 -0,098 -0,096 -0,117 -0,011

p 0,259 0429 0819 0,656 0662 0,594 0,961
MMS Gesamtergebnis  —— -0,580 -0,577 -0,471 -0,522 -0,545 -0,620 -0,361

p 0,004 0,134 0,023 0,011 0,007 0,002 0,090
Verbal Fluency Test r -0,022 0,390 0,071 0,026 0,070 -0,164 -0,050
(Punkte) p 0,919 0,339 0,748 0,905 0,752 0,455 0,822
Digit Span Test vorwarts r 0,094 -0,124 -0,001 -0,032 0,060 0,008 0,101
(Punkte) p 0,671 0,771 0998 0,885 0,787 0,970 0,645
Digit Span Test riickwarts r 0,036 -0,307 -0,029 -0,057 -0,057 -0,113 -0,053
(Punkte) p 0,870 0460 0,896 0,796 0,797 0,608 0,810
Digit Span Test r 0,067 -0,361 -0,061 -0,105 -0,039 -0,123 0,001
Gesamtergebnis p 0,761 0379 0,782 0,634 0859 0,577 0,996
Pegboard Test starke r -0,088 0,024 0119 0,150 0,260 0,152 0,232
Hand (Zeit) p 0,688 0955 0,587 0,494 0,231 0,489 0,286
Pegboard Test schwache r -0,061 0,381 0,109 0,158 0,132 0,227 0,207
Hand (Zeit) p 0,783 0,352 0622 0471 0550 0,298 0,344
Trail Making Test A (Zeit) r* 0452 0,738 0571 0,655 0652 0641 0,522

p 0,03 0,037 0,004 0,001 0001 0,001 0,011
Trail Making Test B (Zeit) r* 0295 0584 0416 0509 0464 0574 0,316

p 0,171 0,129 0,048 0,013 0,026 0,004 0,142

Die Ergebnisse der neurokognitiven Tests wurden mit den Ergebnissen der GFAP-Antikérper
Signalmessung korreliert. Bis auf den Trail Making Test wurden fir alle Variablen Spearman-
Korrelationen errechnet. Beim Trail Making Test A und B wurde eine Pearson-Korrelation
errechnet, da die Ergebnisse des Tests die Voraussetzungen fir diese Berechnung erfillten
(mit * gekennzeichnet). Der Korrelationskoeffizienten ist mit r gekennzeichnet, die zweiseitige
Signifikanz mit p (Signifikanzniveau p < 0,05). Signifikante negative Korrelationen wurden gelb
hinterlegt, signifikante positive Korrelationen griin. Wenn alle Teilnehmenden bei einem Test
das gleiche Ergebnis erzielten, konnte die Berechnung nicht durchgefiihrt werden. Diese
Variablen wurden mit n.a. (not applicable) gekennzeichnet. Abkirzungen der Gehirnareale wie
folgt: DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN =
Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory
association areas, HC = higher order sensory association areas. Die Zahl der Messwerte pro
Areal wurde mit N markiert.

HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy; IHDS = engl.: International HIV Dementia
Scale; MMS = Mini Mental State

4311 IHDS

Es fallt auf, dass bei der International HIV Dementia Scale (IHDS) nur die

Teilergebnisse des Tests der motorischen Geschwindigkeit signifikant mit dem

GFAP-Antikorpersignal korrelieren (siehe Tabelle 6). Die Signale aller Areale

aulBer HC zeigen eine signifikante, starke, negative Korrelation mit den

Testergebnissen. Je starker also das Antikorpersignal, desto schlechter haben

die Teilnehmenden abgeschnitten. Die Gesamtergebnisse der IHDS zeigten

keine signifikanten Korrelationen.
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4.3.1.2 Mini Mental State Untersuchung

Bei der Mini Mental State Untersuchung zeigt sich ein differenziertes Bild (siehe
Tabelle 6). Die Ergebnisse von ,Objekte erkennen‘ und ,lesen und ausfihren’
konnten nicht ausgewertet werden, weil alle Teilnehmenden gleich abschnitten.
Die GFAP-Antikorpermengen von jeweils zwei Arealen korrelieren hingegen
signifikant negativ mit den Teilergebnissen ,ortliche Orientierung’ und
,Anweisungen befolgen‘. Aullerdem korrelieren die Areale DM, SN, ST, MC, FC
und HC moderat bis stark negativ mit den Ergebnissen von ,Satz schreiben‘. Das
Gesamtergebnis der MMS Untersuchung zeigt einen signifikant negativen und
starken Zusammenhang mit der GFAP-Antikdrpersignalintensitat der Areale DM,
ST, MC und FC. Die Anti-GFAP Signale des Areals SN zeigen eine moderate
negative Korrelation mit dem Gesamtergebnis des MMS. Fir diese Areale gilt: je
intensiver das Anti-GFAP Signal, desto niedriger ist die Testpunktzahl und
umgekehrt.

Das Gesamtergebnis des MMS und die GFAP-Signale von DM werden in
Abbildung 10 als lineare Regression dargestellt. Diese Berechnung indiziert,
dass die Signalintensitat der GFAP-Antikorper einen Einfluss auf das
Gesamtergebnis des MMS hat (p = 0,006). Etwa 31 % der Streuung der MMS
Ergebnisse kann durch die Anti-GFAP Signalintensitat von DM erklart werden
(r? = 0,308).

MMS total
20- . o
187 .\\...“...\
16+
14~ e o o .
o 12+
S 10-
" 8=
2: r2 = 0.3083
- p =0.0060
C 1 1 1
-2 -1 0 1
log anti GFAP

Abbildung 10 Lineare Regression des MMS und der Anti-GFAP Signale des DM-Areals
(HIV/HAART)
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Um den Zusammenhang zwischen der Anti-GFAP Signalintensitat des DM-Areals der
HIV/HAART-Gruppe und den MMS Gesamtergebnissen zu untersuchen wurde eine lineare
Regression errechnet. Die Signifikanz wurde als p angegeben, das Quadrat des Pearson-
Korrelationskoeffizienten r stellt das Bestimmtheitsmal} dar. Die Signalintensitat der GFAP-
Antikodrper hat einen Einfluss auf das Gesamtergebnis des MMS (p = 0,006). Etwa 30 % der
Streuung der MMS Ergebnisse kann durch die GFAP-Signale erklart werden.

DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus; HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy;
MMS = engl.: Mini Mental State

Die Ergebnisse des MMS werden zudem wahrscheinlich durch das
Bildungsniveau der Teilnehmenden beeinflusst. Um zu Uberprifen, ob die
Korrelationen der Testergebnisse mit den Anti-GFAP Signalen auch ohne den
Einfluss der Bildung noch signifikant sind, wurden Partialkorrelationen berechnet
(exemplarische Berechnung fur das DM-Areal siehe Tabelle 7). Diese
Berechnungen  basieren auf Korrelationen nach  Pearson. Der
Korrelationskoeffizient nach Pearson (siehe Tabelle 7, r = - 0,550) unterscheidet
sich nur geringfugig vom Korrelationskoeffizienten nach Spearman (siehe
Tabelle 6, r = - 0,580). Die Ergebnisse des MMS korrelieren signifikant positiv mit
den Bildungsjahren der Teilnehmenden (r = 0,564, p = 0,005). Wenn man fur die
Bildungsjahre kontrolliert, sinkt der Korrelationskoeffizient von r=- 0,580 auf
r=-0,433, die Korrelation ist allerdings immer noch signifikant und von
moderater Starke. Diese Beobachtung gilt ebenso fur die Areale SN, ST; MC und
FC (siehe Tabelle 8). Folglich korrelieren die MMS Ergebnisse und die der
Antikdrpermessung signifikant negativ miteinander, auch unter Bertcksichtigung

der Bildungsjahre.

Tabelle 7 Partialkorrelationen von MMS, Bildungsjahren und Anti-GFAP
Signalstarken des DM-Areals (HIV/HAART)
Kontrollvariablen Gesamtergg/lbl\r/wlii DHMA:II:{YI'/ Bildungsjahre
keine MMS r 1,000 -0,550 0,564
Gesamtergebnis  p 0,007 0,005
DM HIV/ r -0,550 1,000 -0,392
HAART p 0,007 0,064
. , r 0,564 -0,392 1,000
Bildungsjahre
p 0,005 0,064
Bildungsjahre MMS r 1,000 -0,433
Gesamtergebnis  p 0,044
DM HIV/ r -0,433 1,000
HAART p 0,044

Um zu evaluieren, ob die Ergebnisse der Korrelationen auch ohne den Einfluss des
Bildungsstandes noch signifikant sind, wurden Partialkorrelationen berechnet.
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Diese Berechnung wird hier exemplarisch fur die Signale des DM-Areals der HIV/HAART-
Gruppe dargestellt. r steht fir den Pearson-Korrelationskoeffizienten, p fir die zweiseitige
Signifikanz. Signifikante negative Korrelationen wurden gelb hinterlegt, signifikante positive
Korrelationen wurden griin markiert. Die Korrelation des MMS mit den DM-Signalen ist auch
nach Kontrolle fiir die Bildungsjahre noch signifikant (r = -0,433).

DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus; HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy;
MMS = engl.: Mini Mental State

Tabelle 8 Partialkorrelationen von MMS, Bildungsjahren und Anti-GFAP
Signalstarken

MMS Gesamtergebnis

Kontrollvariablen

keine Bildungsjahre
r p r P
iy o owr e oo
?mi\_/?HF::RSTT — 0,008 0487 .
?mi\-/?HITAI?R%- — 0,001 0545 no0e
i oss o oew oo
hiawn oM oo oms o
W ows  oom  om o

Um zu evaluieren, ob die Ergebnisse der Korrelationen auch ohne den Einfluss des
Bildungsstandes noch signifikant sind, wurden Partialkorrelationen berechnet. r steht fur den
Pearson-Korrelationskoeffizienten, p fir die zweiseitige Signifikanz. Signifikante negative
Korrelationen wurden gelb hinterlegt, signifikante positive Korrelationen wurden griin markiert.
Die Korrelation des MMS mit den DM-, SN-, ST-, MC- und FC-Signalen ist auch nach Kontrolle
fur die Bildungsjahre noch signifikant. Die adjustierten Korrelationen des MMS mit den Arealen
DM und SN sind von moderater Starke, die des MMS mit den Arealen ST, MC und FC sind
stark. Abkirzungen der Gehirnareale wie folgt: DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus,

LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN = Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler
Mesocortex, FC = first order sensory association areas, HC = higher order sensory association
areas.

HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy; MMS = engl.: Mini Mental State

4.3.1.3 Trail Making Test

Beim Trail Making Test (TMT) stoppte man die Zeit, die die Teilnehmenden fur
die Erledigung einer bestimmten Aufgabe bendtigten. Folglich korreliert die Anti-
GFAP Signalintensitat hier positiv mit den Testergebnissen (siehe Tabelle 6). Die
Signale aller Areale korrelieren signifikant positiv mit den TMT A Ergebnissen.
Das Signal des DM-Areals korreliert moderat mit den TMT A Ergebnissen, die
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der anderen Areale zeigen eine starke Korrelation. Hat eine Testperson ein
starkes Anti-GFAP Signal, braucht diese Person langer fur den TMT A.
Umgekehrt gilt auch, dass eine Person mit einem schlechten TMT A Ergebnis ein
hdéheres GFAP-Antikérper Signal hat. Die TMT B Ergebnisse korrelieren
signifikant positiv mit den Ergebnissen der GFAP-Antikdrper Signalmessung der

Areale SN, ST, MC und FC. Diese Korrelationen sind ebenfalls moderat bis stark.

Die Ergebnisse des TMT und die der Anti-GFAP Signale von DM werden in
Abbildung 11 als lineare Regression dargestellt. Hier wird deutlich, dass die
GFAP-Antikoérper Signalintensitat des DM-Areals einen Einfluss auf das Ergebnis
des TMT A hat (siehe Abbildung 11A, p = 0,03). Etwa 20 % der Streuung der
TMT A Ergebnisse kann durch die Anti-GFAP Signalintensitat von DM erklart
werden (r? = 0,20). Der TMT B und die Anti-GFAP Signale von DM korrelieren
nicht signifikant miteinander (siehe Abbildung 11B und Tabelle 6).

A B

TMTA TMTB
250+ 600+
p = 0.0304 p=0.1707
2004 r2=0.2041 r2 = 0.08746
—_ ~ 400+
£ 150 < S,
= ) = ¢ o
= 100+ ¢ o = 3
3 ° % = 200- !.-.g o®
50+ ° ® o L) L4
[ ] [ ]
[ ]
c I ) 1 c 1 1 1
-2 -1 0 1 -2 -1 0 1
log anti GFAP log anti GFAP
Abbildung 11 Lineare Regression des TMT und der Anti-GFAP Signale des DM-Areals

(HIV/HAART)

Um den Zusammenhang zwischen der GFAP-Signalintensitdt des DM-Areals und den
Ergebnissen des TMT A und B zu untersuchen wurden lineare Regressionen errechnet. Die
Signifikanz wurde als p angegeben, das Quadrat des Pearson-Korrelationskoeffizienten r stellt
das Bestimmtheitsmal} dar. Auf der x-Achse sind die Ergebnisse des TMT in Sekunden
eingezeichnet. Die Signalintensitat der GFAP-Antikérper des DM-Areals hat einen Einfluss auf
das Ergebnis des TMT A (p = 0,03), aber nicht auf den TMT B (p = 0,17). Etwa 20 % der
Streuung der TMT A Ergebnisse kann durch die GFAP-Signale erklart werden (r2 = 0,20).

DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus; TMT = engl trail making test
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4.3.1.4 \Verbal Fluency Task, Digit Span Test und

Ergebnisse

Pegboard Test

Die Korrelationen der Ergebnisse der Verbal Fluency Task, des Pegboard Tests

und des Digit Span Tests mit den Anti-GFAP Signalen waren nicht signifikant

(siehe Tabelle 6).

4.3.2 Studiengruppe 2 (Kontrollen)

Tabelle 9 zeigt die Ergebnisse der Korrelationen fur die Kontrollgruppe. Von allen

Korrelationen sind nur funf signifikant. Das LC-Signal und der Verbal Fluency

Test korrelieren negativ miteinander. Die Zeiten des Pegboard Tests mit der

starken Hand korrelieren negativ mit den Anti-GFAP Signalen der Areale ST, MC

und FC. Das Pegboard Testergebnis mit der schwachen Hand korreliert positiv

mit dem LC-Signal.

Tabelle 9 Korrelationen Kontrollgruppe
Kontrollen DM LC SN ST MC FC HC
N 12 8 12 12 12 12 12

IHDS motorische r -0,050 -0,252 -0,181 -0,234 -0,340 -0,555 -0,462
Geschwindigkeit (Punkte) P 0,876 0,547 0,574 0,465 0,279 0,061 0,130
IHDS psychomotorische r 0,044 na. -0,131 0,000 -0,044 0,044 0,044
Geschwindigkeit (Punkte) P 0,893 / 0685 1,000 0,893 0,893 0,893
IHDS Erinnerungs- r -0,044 na. 0,044 0,219 0,306 0,480 0,480
vermogen (Punkte) P 0,893 / 0893 0,495 0,334 0,114 0,114
r -0,069 -0,252 -0,198 -0,152 -0,235 -0,373 -0,272

IHDS Gesamtergebnis
P 0,831 0,547 0,537 0,637 0463 0,233 0,393
MMS zeitliche Orientierung " 0,218 na. -0,044 -0,219 -0,131 0,431 0,306
(Punkte) P 0,495 / 0893 0,495 0,685 0,685 0,334
MMS ortliche Orientierung r n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(Punkte) P / / / / / / /
MMS Objekte erkennen r n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(Punkte) P / / / / / / /
MMS Satz wiederholen r n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
(Punkte) P / / / / / / /
MMS Anweisungen r n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
befolgen (Punkte) p / / / / / / /
MMS lesen und ausfuhren r 0,218 n.a. -0,044 -0,219 -0,131 0,131 0,306
(Punkte) P 0,495 / 0,893 0495 0,685 0,685 0,334
MMS Satz schreiben r 0,216 0,082 0,143 0,055 0,101 0,133 0,373
(Punkte) P 0,499 0,846 0,658 0,864 0,754 0,679 0,233
_ r -0,079 -0,316 0,000 -0,079 -0,138 -0,138 0,256

MMS zeichnen (Punkte)
P 0,808 0,446 1,000 0,807 0,669 0,669 0,421
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r -0,004 -0,316 -0,020 -0,147 -0,172 -0,086 0,317
p 0,990 0446 0,952 0,648 0592 0,790 0,315

MMS Gesamtergebnis

Verbal Fluency Test r 0,452 -0,731 -0,459 -0,457 -0,509 -0,251 -0,039
(Punkte) P 0,140 0,040 0,133 0,136 0,091 0,432 0,905
Digit Span Test vorwarts r -0,169 -0,064 -0,040 -0,014 0,223 0,184 0,248
(Punkte) " p 0599 0,881 0903 0965 0486 0,568 0,436
Digit Span Test riickwarts r -0,028 -0,289 -0,128 0,032 0,142 0,245 0,092
(Punkte) P 0,930 0487 0,693 0,921 0660 0,443 0,776
Digit Span Test _r -0163 -0313 -0,166 -0,074 0,163 0,209 0,138
Gesamtergebnis P 0,613 0450 0605 0,818 0613 0,515 0,669
Pegboard Test starke r -0,315 -0,643 -0,557 -0,775 -0,806 -0,680 -0,476
Hand (Zeit) " p 0,318 0,08 0060 0003 0002 0,015 0,117
Pegboard Test schwache r 0,547 0,886 0,488 0,353 0,175 0,018 -0,277
Hand (Zeit) P 0,065 0,003 0,108 0,260 0,585 0,957 0,383

0,291 0,355 0,85 0,195 0,108 0,112 0,003
p 0,359 0,388 0,565 0,545 0,738 0,729 0,991

Trail Making Test A (Zeit)

r 0,334 0,359 0,201 0,17 0,197 0,217 0,162
Trail Making Test B (Zeit) ———
p 0,289 0,383 0531 0,717 0540 0,498 0,615

Die Ergebnisse der neurokognitiven Tests wurden mit den Ergebnissen der GFAP-Antikérper
Signalmessung korreliert. Bis auf den TMT wurden fir alle Variablen Spearman-Korrelationen
errechnet. Beim TMT A und B wurde eine Pearson-Korrelation errechnet, da die Ergebnisse
des Tests die Voraussetzungen fur diese Berechnung erflllten (mit * gekennzeichnet). Der
Korrelationskoeffizienten ist mit r gekennzeichnet, die zweiseitige Signifikanz mit p
(Signifikanzniveau p < 0,05). Signifikante negative Korrelationen wurden gelb hinterlegt,
signifikante positive Korrelationen griin. Wenn alle Teilnehmenden bei einem Test das gleiche
Ergebnis erzielten, konnte die Berechnung nicht durchgefihrt werden. Diese Variablen wurden
mit n.a. (not applicable) gekennzeichnet. Abkirzungen der Gehirnareale wie folgt: DM =
dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN = Substantia
Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory association areas,
HC = higher order sensory association areas. Die Zahl der Messwerte pro Areal wurde mit N
markiert. HAART = engl.: highly active antiretroviral therapy; IHDS = engl.: International HIV
Dementia Scale; MMS = Mini Mental State

4.4 Korrelation der Anti-GFAP Signale mit den CD4+-Zellzahlen der HIV-
positiven Teilnehmenden

Die Zahl der CD4+ T-Lymphozyten wurde bei den HIV-Patienten und -
Patientinnen im Rahmen des Studieneinschlusses bestimmt, aulierdem lag die
niedrigste CD4+-Zellzahl vor. Es konnten keine signifikanten Korrelationen
zwischen den CD4+-Zellzahlen und den Anti-GFAP Signalintensitaten

festgestellt werden.
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Tabelle 10 Korrelationen der Anti-GFAP Signale mit den CD4+-Zellzahlen

Gehirnareal DM LC SN ST MC FC HC

-0,244 -0,349 -0,198 -0,153 -0,045 -0,009 0,011

p 0274 0444 0378 0496 0,842 0,968 0,962
-0,280 -0,720 -0,286 -0,238 -0,087 -0,002 -0,326

Aktuelle CDa+-zellzahl = =0 o7 0068 0197 0285 0701 0993 0139

-

Niedrigste CD4+-Zellzahl

-

Der Pearson-Korrelationskoeffizienten ist mit r gekennzeichnet, die zweiseitige Signifikanz mit
p. Fur einen Studienteilnehmenden wurden keine CD4+-Zahlen eingetragen, d.h. fir LC betrug
N=7 und fir alle anderen Areale galt N=22. Die Korrelationen der Anti-GFAP Signalintensitat
mit den CD4+-Zellzahlen ergab keine signifikanten Ergebnisse. AbklUrzungen der Gehirnareale
wie folgt DM = dorsaler Motornukleus des N. Vagus, LC = Locus Coeruleus / Subcoeruleus, SN
= Substantia Nigra, ST = Striatum, MC = temporaler Mesocortex, FC = first order sensory
association areas, HC = higher order sensory association areas.
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5. Diskussion

5.1 GFAP Signalintensitaten der Studiengruppen

In dieser Arbeit konnte kein signifikanter Unterschied im Vorkommen von GFAP-
Autoantikorpern zwischen HIV-Patienten und -Patientinnen und Mitgliedern der
Kontrollgruppe festgestellt werden. Bis zur Fertigstellung dieser Arbeit konnten
keine anderen Studien, die die Menge an GFAP-Autoantikérpern bei Menschen
mit HIV messen, gefunden werden. Es gibt jedoch Untersuchungen zum GFAP-
Level bei PLWH. Zum Beispiel konnten Sporer et al. in ihrer klinischen Studie
aus dem Jahr 2004 keinen signifikanten Unterschied im GFAP-Liquorlevel
zwischen HIV-positiven und HIV-negativen Menschen entdecken (108).
Allerdings fanden sie bei neun der 45 HIV-positiven Teilnehmenden ein erhdhtes
GFAP-Level, den hochsten Wert hatte ein Patient mit HIV-assoziierter Demenz
im letzten Stadium (108). Sporer und sein Team inkludierten jedoch
ausschlieBlich Testpersonen mit neurologischen Symptomen oder Erkrankungen
(108). Die Mitglieder der Kontroligruppe litten an nicht-entziindlichen
neurologischen Erkrankungen (108). Doch auch solche Erkrankungen kénnen,
wie ebenfalls von Sporer erwahnt, zu einer GFAP-Erhohung fuhren (108). Eine
Studie des Universitatskrankenhauses Goéteborg aus dem Jahr 2008 mal}
ebenfalls das GFAP-Level im Liquor ihrer HIV-Patienten und -Patientinnen (109).
Auch hier konnten im Vergleich zu einer Kontrollgruppe kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (109). Zwei der 22 HIV-positiven Teilnehmenden
dieser Studie hatten AIDS und nur bei diesen beiden konnte ein leicht erhéhtes
GFAP-Liquorlevel gemessen werden (109). Diese Ergebnisse konnten darauf
hindeuten, dass sich ein erhdhtes GFAP-Level in Liquor oder Blut erst in einem
sehr fortgeschrittenen Stadion der HIV-Infektion signifikant vom GFAP-Level bei
Kontrollen unterscheidet. Diese Vermutung konnte in der hier vorliegenden
Doktorarbeit nicht Gberprift werden, da hier GFAP-Autoantikérper und nicht
GFAP untersucht wurde. Zur Klarung dieser Frage besteht demnach weiterer

Forschungsbedarf.

Fraglich ist auch, inwiefern die Krankengeschichte von Mitgliedern der

Kontrollgruppe eine Rolle spielt. Konnte kein signifikanter Unterschied in der
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Antikorper-Signalintensitat festgestellt werden, weil die Kontrollen in Folge von
neurologischen Vorerkrankungen bereits GFAP-Autoantikorper gebildet hatten?
In der Studie der Forscherinnen Zhang und Zoltewicz wurde diese Problematik
ebenfalls diskutiert (100). Sie untersuchten, ob es bei Menschen mit schweren
Gehirnerschutterungen zur Bildung von GFAP-Autoantikdrper kommt (100). Sie
konnten spezifische, gegen GFAP und seine Zerfallsprodukte (GFAP BDP)
gerichtete Autoantikdrper nicht nur bei 64,2 % der Teilnehmenden mit
Gehirnerschitterungen nachweisen, sondern auch bei 15,6 % der gesunden
Kontrollpersonen (100). Sie vermuten, dass diese GFAP-Antikorper entweder
natlrliche Antikorper sind, die mit GFAP und GFAP BDP kreuzreagieren oder
durch frilhere Verletzungen des Gehirns zustande gekommen sind (100). Bei der
HAND-1  Studie wurden keine weiterfihrenden Daten Uber die
Krankheitsgeschichte von Mitgliedern der Kontrollgruppe erhoben, demnach

konnte die Atiologie der Antikdrper bei diesen Menschen nicht ergriindet werden.

5.2 GFAP Signalintensitaten der Gehirnareale

Die Messung der GFAP-Antikorper Signalintensitat fand an Homogenaten aus
sieben verschiedenen Gehirnarealen statt. Der dorsale Motornukleus des Nervus
Vagus (DM), der Locus Coeruleus (LC) und die Substantia Nigra (SN) sind dem
Hirnstamm zuzurechnen. Das Striatum (ST) befindet sich im Grol3hirn, der
temporale Mesokortex (MC) und die first order (FC) und higher order (HC)

sensory association areas sind Teil der Grof3hirnrinde (siehe Tabelle 1, S. 23).

Die GFAP-Antikdrper Signalintensitaten unterscheiden sich in diesen
Gehirnarealen signifikant voneinander. Die Areale des Hirnstamms zeigen
tendenziell ein starkeres Anti-GFAP-Signal als die Areale des Kortex (siehe
Abbildung 8, S.44). Dieses Verteilungsmuster wurde auch in der Studie der
Autorin Martin und des Autors O’Callaghan beobachtet (110). Sie untersuchten
die Konzentration von GFAP in Mause- und Rattengehirnen (110). Die héchsten
Konzentrationen fanden sie im Bulbus Olfaktorius, Hypothalamus und
Cerebellum, die niedrigsten in Kortex und Striatum (110). Auch die
Forschungsgruppe um Hajés und Kalman fihrte im Jahr 1989 GFAP-

Immunfarbungen von Rattengehirnen durch und machte ahnliche
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Beobachtungen (111, 112). Eine besonders deutliche Immunfarbung zeigte sich
in der Medulla Oblongata, der Substantia Nigra, dem Hippocampus, dem
Hypothalamus, dem limbischer Kortex und den inneren und aulleren
Randgebieten des Neokortex (111, 112). Eine lediglich geringe GFAP-
Expression fanden Hajos und Kalman in den tbrigen Regionen des Hirnstammes
und im Striatum (111, 112). Eine neuere Studie an Rattengehirnen aus dem Jahr
2005 bestatigte zudem die Beobachtung, dass die meisten Regionen im
Hirnstamm im Vergleich zu Kortex und Kleinhirn tendenziell weniger GFAP-

positive Astrozyten beherbergen (113).

Des Weiteren stellten die Forschenden in dieser Studie fest, dass sich das GFAP-
Verteilungsmuster in Gehirnen von ausgewachsenen und neugeborenen Ratten
stark ahnelt (113). Diese Erkenntnis legt nahe, dass die Verteilung von GFAP-
positiven Astrozyten bereits in der fetalen Entwicklung festgelegt wird (113).
Allerdings verandert sich die GFAP-Expression und damit die Morphologie von
Astrozyten im Alter (114). Wie Rodriguez und sein Team zeigen konnten, wird
bei alten Mausen im Vergleich zu jungen Mausen im Hippocampus vermehrt

GFAP exprimiert, im entorhinalen Kortex dagegen weniger (114).

Die bisher erwahnten Studien wurden an Nagetiergehirnen durchgefuhrt. Wie in
der Ubersichtsarbeit von Matias erwahnt, muss die Ubertragbarkeit solcher
Ergebnisse auf den Menschen noch eingehender erforscht werden (115), denn
die Eigenschaften und Subpopulationen der menschlichen Astrozyten sind

einzigartig (116).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass GFAP-positive Astrozyten im
Gehirn sehr uneinheitlich exprimiert werden und dass die Verteilung unter

anderem vom Gesundheitszustand und Alter des Menschen abhangt (115).

5.3 Die Rolle von GFAP und GFAP-Autoantikérpern in der Pathogenese
von HAND

Die Hypothese zur Rolle von GFAP und GFAP-Antikdrpern bei der Entstehung
von HAND kann folgendermalRen zusammengefasst werden: das ZNS wird
bereits in der Fruhphase der HIV-Erkrankung infiziert (58) und die infizierten

Zellen produzieren das virale Protein Tat, das wiederum eine erhohte GFAP-
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Expression induziert (90). Die GFAP-Aggregation 10st in den infizierten
Astrozyten zellulare Stressreaktionen aus, die im schlimmsten Fall im Zelltod
enden (90). GFAP und seine Zerfallsprodukte gelangen daraufhin Uber das
Ventrikelsystem und die Blut-Hirn-Schranke in den allgemeinen Blutkreislauf
(117). Die dort patrouillierenden Zellen des Immunsystems reagieren auf das
Autoantigen indem sie Autoantikorper produzieren (117). Diese GFAP-
Autoantikdrper zirkulieren dann im Blut der Betroffenen und kénnten potentiell
zytotoxisch und pathogen wirken (100). Die Ergebnisse der hier vorliegenden
Promotion sprechen jedoch gegen einen inharenten pathologischen oder
zytotoxischen Effekt der GFAP-Autoantikorper im Blut, da kein signifikanter
Unterschied im Vorkommen von GFAP-Autoantikorpern bei PLWH und
Mitgliedern der Kontrollgruppe gefunden wurde. Auch in anderen Studien wurden
bereits GFAP-Autoantikdrper im Blut von gesunden Teilnehmenden
nachgewiesen (118-120). Wie bereits unter 1.2.1 erlautert, kann es im Verlauf
einer HIV-Infektion jedoch zu einer vermehrten GFAP-Aggregation und einer
erhdéhten Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke kommen. Dadurch kdnnten
GFAP-Autoantikorper in das Gehirn gelangen und zu Immunpathologien fuhren.
Solche GFAP-Autoimmunopathien kdnnen mit Symptomen wie Krampfen,
kognitiven Beeintrachtigungen oder motorischen Stérungen einhergehen (91).
Dies konnte der Grund sein, warum die GFAP-Antikorpersignale mit

Teilergebnissen der International HIV Dementia Scale (IHDS) korrelieren.

5.3.1 Entstehung und Folgen der GFAP-Aggregation

Tat ist ein Regulatorprotein, das vom HI-Virus produziert wird um die
Transkription zu stimulieren (11). Es scheint aulerdem eine entscheidende Rolle
bei der Entstehung von HAND zu spielen (90). Das Team um Yan Fan und
Johnny Ye publizierte im Jahr 2016 eine Studie, in der sie nhachweisen konnten,
dass Tat mittels GFAP zu neurotoxischen Effekten fuhren kann (90). Um die
molekularen Mechanismen der Tat-Toxizitdt aufzudecken, nutzten sie
genveranderte Mause (90). Sie stellten fest, dass die Anwesenheit von Tat in den
Astrozyten der Mausegehirne die GFAP-Expression hochreguliert (90). Diese

zunehmende Expression induzierte eine Akkumulation von GFAP im Zytoplasma
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der Astrozyten und veranderte das Netzwerk der Intermediarfilamente (90).
AuRerdem beobachteten sie, dass die Neurone deutlich weniger dendritische
Fortsatze aufwiesen (90). Die Gruppe um die Forscherin Monica Bucciantini
schreibt in einem in der Zeitschrift Nature veroffentlichten Artikel, dass
Proteinaggregate eine inharente Zytotoxizitat aufweisen, die zum Zelltod fuhren
konnte (121). Zudem gibt es starke Hinweise, dass eine Vielzahl von
neurodegenerativen Erkrankungen wie Alzheimer oder Parkinson durch die
Fehlfaltung, Aggregation oder Akkumulation von Proteinen im Gehirn verursacht
wird (122). Auch speziell fur GFAP-Aggregate existieren solche Hinweise,
insbesondere aus der Forschung zur Alexander-Krankheit. Diese genetische
Erkrankung wird durch Mutationen in GFAP-codierenden Genen ausgeldst (86).
Erhdhte Level von normalem und mutiertem GFAP fihren hier unter anderem zu
Makrozephalie, Krampfanfallen. und Einschrankungen der Kognition (84, 123).
GFAP-Aggregate fordern demnach die Entstehung von neurotoxischen Effekten

und Astrozytose (17).

5.3.2 GFAP und zellulare Stressreaktionen

Daruber hinaus berichten Fan und Ye, dass die durch Tat induzierten GFAP-
Aggregate zu einer zellularen Stressreaktion, der unfolded protein response
(UPR) fihrten (90). Die Forscherin Parvaneh Mehrbod und ihr Team haben im
Jahr 2019 einen Ubersichtsartikel zu zelluldren Stressreaktionen im
Zusammenhang mit Arbo-, Influenza- und HI-Viren verdffentlicht (124).
Reaktionen einer Zelle auf Stressoren jeglicher Art konnen entweder protektiv
sein (UPR) oder zum Zelltod durch Autophagie, Apoptose oder Nekrose fuhren,
falls der Schaden nicht mehr behoben werden kann (124). Fir die korrekte
Faltung und Reifung von Proteinen in der Zelle ist das endoplasmatische
Retikulum (ER) zustandig (124). Etwa ein Drittel aller Proteine werden im ER
synthetisiert (124). Als Reaktion auf eine Reihe von Stéreinflisse bei der
Proteinproduktion laufen Regulationsmechanismen ab (124). Die Steuerung
dieser Mechanismen erfolgt tber einen intrazellularen Signalweg, der ,unfolded
protein response” genannt wird (125). Die UPR umfasst drei Reaktionen (125).

Zuerst wird die Proteinsynthese vortibergehend heruntergefahren, um die Vorlast
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zu senken (125). Dann wird die Kapazitat des ER im Umgang mit un- oder
fehlgefalteten Protein erhoht, indem vermehrt UPR Zielgene transkribiert werden
(125). Sollte auch das nicht zielfihrend sein, wird der Zelltod eingeleitet (125).
Auch andere Bestandteile des HI-Virus kénnen eine zellulare Stressreaktion
auslosen (124). Das Oberflachenprotein env aktiviert die Apoptose und die UPR
und inhibiert die Autophagie (124). Das Vpr Gen kodiert fur ein Protein, dass
durch Zellzyklusarrest die Apoptose herbeifihren kann (124). Das Nef Protein
und die HIV Proteasen sind ebenfalls in der Lage apoptotische Prozesse zu
stimulieren (124). Werden die GFAP-Aggregate als auslosender Stressor nicht

beseitigt, mundet diese Kettenreaktion im Zelltod (125).

5.3.3 Entstehung der GFAP-Autoantikérper

Das Team um die Forschenden Yang und Wang beschreibt in einem
Ubersichtsartikel aus dem Jahr 2015 wie die GFAP-Autoantikdrper entstehen
kénnten (117). Zunachst werden GFAP und vor allem die Zerfallsprodukte (GFAP
BDP) in die interstitielle Fllissigkeit abgegeben (117). Von dort diffundieren sie in
den subarachnoidalen Liquorraum und folgen dem naturlichen Liquorfluss, bis
sie schliel3lich die Blut-Hirn-Schranke passieren und in den allgemeinen
Blutkreislauf tGbergehen (117). Das Immunsystem stuft GFAP und GFAP-BDP
als kérperfremd ein und beginnt Antikdrper zu produzieren (117). Folglich kbnnen
GFAP und GFAP-BDP in vulnerablen Personengruppen die Selbsttoleranz des
Immunsystems stéren und als Autoantigen fungieren (100, 117). Dies wird bei
PLWH insbesondere auf die gestorte T-Zellfunktion und die durch B-
Lymphozyten vermittelte Autoimmunitat zurickgefuhrt (126, 127). Durch die
erhdhte Durchlassigkeit der Blut-Hirn-Schranke koénnten die im Blut
zirkulierenden GFAP-Autoantikdrper in das Gehirn gelangen und zu

Immunpathologien fuhren.

Die Wissenschaftlerinnen Zhang und Zoltewicz beobachteten zudem eine
intensive Farbung von 38 kDa GFAP in sterbenden und toten Astrozyten (100).
Sie mutmalden, dass GFAP in vivo auch in degenerierten Astrozyten stabil bleibt
und daher ein bevorzugtes Ziel des Immunsystems darstellt (100). Hinzu kommt,

dass insbesondere im Rahmen von zellularen Stressreaktionen Proteine von
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einem Enzym citrulliniert werden konnen (128). Bei diesem Vorgang wird die
Aminosaure Arginin zur Aminosaure Citrullin umgewandelt (128). Auch bei GFAP
ist dieser Vorgang bekannt (129). Im Rahmen der Autophagie werden
citrullinierte Proteine auf MHC |l Zellen prasentiert, womaoglich kénnen die Zellen
das Immunsystem auf diese Art auf eine Stresssituation aufmerksam machen
(128). Das Team um Yang und Wang stellte folglich die Frage in den Raum, ob
GFAP auf Grund der Citrullinierung von Peptidverbindungen vom Immunsystem
bevorzugt als Autoantigen erkannt wird (117). Ein Beispiel fir einen solchen
Vorgang ist die Rheumatoide Arthritis, bei der citrullinierte Peptide als
Autoantigen fungieren und die Produktion von Autoantikorpern induzieren (130).
Weitere posttranslationale Modifikationen von GFAP kénnen, wie bei Gschmack
erwahnt, die Struktur des Proteins derartig verandern, dass es vom
Immunsystem nur uneinheitlich erkannt wird (99). Sullivan und ihr Team fanden
zudem bei Untersuchungen an Gehirnen von Schweinen heraus, dass
phosphoryliertes GFAP mit schlechteren neurologischen Outcomes und

histologischen Nervenschaden assoziiert ist (131).

5.3.4 Folgen der GFAP-Autoantikorper

IgG Antikorper wie die anti-GFAP Molekile (132) kdénnen die intakte
Bluthirnschranke in kleinen Mengen uberwinden (133) (134). Zhang und
Zoltewicz legten Gliazellkulturen an um die Auswirkungen der Antikdrper auf die
Zellen zu studieren (100). Sie inkubierten die Zellkulturen unter anderem mit
Serum von Menschen mit SHT, die GFAP-Autoantikorpern gebildet hatten (100).
In der Immunfarbung zeigte sich, dass anti-GFAP vor allem in den Zellkérpern
und kurzen Fortsatzen von Astrozyten zu finden war (100). Die Autorinnen
vermuten, dass die GFAP-Antikorper die Funktionen des sauren
Gliafaserproteins, wie zum Beispiel die Expansion des Zytoskeletts, storen (100).
Uberdies waren sterbende oder tote Astrozyten besonders stark gefarbt (100).
Beim Zelltod ziehen sich die Astrozyten zusammen, bis sie rundlich erscheinen
(100). Die starke Immunfarbung lag demnach wahrscheinlich an der erhdhten
Konzentration von GFAP in dem deutlich verkleinerten Zellvolumen (100). Hinzu

kommt die wichtige Beobachtung, dass anti-GFAP Gliazellen schwer
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beschadigen kann, kennzeichenend hierfur ist eine erhohte LDH-Freisetzung der
Zellen (100). Insgesamt stellten sie also fest, dass GFAP-Autoantikdrper das
Potenzial haben pathogene und zytotoxische Effekte in den Zellen zu induzieren
(100). Ein weiterer Hinweis auf die mdglicherweise bestehende Pathogenitat von
GFAP-Autoantikorpern ist ihr Vorkommen bei einigen neurologischen
Erkrankungen wie Multipler Sklerose (120), Alzheimer (118) und Vaskularer
Demenz (118). Zudem gibt es eine Form der Autoimmun-Meningoenzephalitis,
die durch eine GFAP-Autoimmunopathie ausgelost wird (93, 135). GFAP-IgG-
Autoantikorper fuhren hier zu einer Astrozytopathie und kdnnen mit Symptomen
wie Krampfen, kognitiven Beeintrachtigungen und motorischen Stérungen
einhergehen (91). GFAP-Autoimmunopathien kénnen sporadisch oder

paraneoplastisch auftreten und sprechen oft auf eine Immuntherapie an (91).

Es finden sich in der Literatur auch Hinweise auf einen potentielle positiven
Nutzen von IgG-Antikérpern. Das Team um die Forschenden Nagele und Han
publizierte 2013 in einem Artikel die These, dass IgG Autoantikérper im Serum
von allen Menschen in groReren Mengen vorkommen (136). Sie fanden heraus,
dass die Varianz der Antikorper stark vom Individuum und von Faktoren wie Alter,
Geschlecht und Vorerkrankungen abhangt (136). Sie stellten demzufolge die
Hypothese auf, dass die IgG-Autoantikdrper eine wichtige Funktion erfullen
(136). Nach Nagele und Han sichern die IgG-Autoantikérper die Entsorgung von
spezifischen Neben- und Abfallprodukten, die bei bestimmten Erkrankungen
oder nach Traumata entstehen konnen (136). Zur Entsorgung musste die
Autoantikorperproduktion  gesteigert  werden, folglich  kdonnten  die
Immunglobuline zu diagnostischen Zwecken genutzt werden (136). In einem im
Jahr 2006 in der Zeitschrift Science erschienen Artikel der Forscher Kaneko,
Nimmerjahn und Ravetch werden die pro- und anti-inflammatorischen
Eigenschaften von Immunglobulin G beschrieben (137). Sie gehen davon aus,
dass die antientzindliche Wirkung des Fc-Fragments durch das Anhangen von
Derivaten der Neuraminsaure (,Sialisierung“) an Polysaccharidketten im Kern
des Fragments bestimmt wird (137). Sie vergleichen die Sialisierung des Fc-
Fragments mit einen ,Schalter (137). Bei Kontakt mit einem Antigen wird die

Sialisierung heruntergefahren und eine Entziindungsreaktion ausgeldst (137).
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Das wurde fur die Ergebnisse der hier vorliegenden Promotion bedeuten, dass
GFAP-Autoantikérper erst nach Ubertritt durch die Blut-Hirn-Schranke und
Kontakt mit GFAP eine pathogene Wirkung entfalten kdnnten. Das
Vorhandensein von anti-GFAP an sich wirde demnach noch keine nachteiligen

Effekten fur den Organismus erwarten lassen.

5.4 GFAP-Autoantikdrper als Marker flr neurokognitive Defizite bei PLWH

Die Experimente fur diese Promotion zeigten, dass die Areale im Hirnstamm
signifikant starkere anti-GFAP Signale erzeugten als die Kortexareale.
Auch Martin und O’Callaghan zeigten, dass im Kortex im Vergleich zu anderen
Teilen des Gehirns die niedrigsten GFAP-Konzentrationen herrschen (110).
Vorstellbar ware, dass die bereits erwahnten pathogenen Effekte der GFAP-
Autoantikorper (siehe Kapitel 5.3.4) auf Grund des relativen GFAP-Mangels
zuerst im Kortex ihre volle Wirkung entfalten. Auch die Ergebnisse der
Korrelationen der neurokognitiven Tests mit den anti-GFAP Signalstarken
wlrden zu dieser Vermutung passen. Die Punktzahl des MMS zeigte eine
signifikante negative Korrelation mit der anti-GFAP Signalintensitat der Areale
DM, ST, MC, FC und SN. Je starker also das Signal der GFAP-Autoantikorper,
desto geringer die MMS-Punktzahl. Beim Mini Mental State Test wird die
allgemeine kognitive Performance evaluiert, dazu gehoéren u.a. die Domanen
Aufmerksamkeit, Orientierung und Gedachtnis (104). Viele dieser Funktionen
werden federflhrend vom prafrontalen Kortex aus gesteuert oder beeinflusst
(138). Auch die Ergebnisse des TMT A korrelieren signifikant und stark mit den
Antikorpersignalen aller Areale aul’er DM. Das DM-Signal korreliert moderat
positiv. mit den TMT A Ergebnissen. Beim Trail Making Test werden die
Aufmerksamkeit, exekutive  Funktionen und die visuell-motorische
Geschwindigkeit getestet (105), indem Zahlen auf einem Blatt Papier in
aufsteigender Reihenfolge miteinander verbunden werden mussen. Die Zeit bis
zur Erfullung der Aufgabe wird gestoppt. Ein schlechtes Abschneiden wird bei
diesem Test folglich durch einen langen Zeitraum angezeigt. Dementsprechend
korrelieren die Ergebnisse des TMT A positiv. mit den GFAP-
Autoantikdrpersignalen der Areale. Diese Ergebnisse konnten darauf hinweisen,
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dass die GFAP-Autoantikbrpermenge ein Marker fur die Auspragung des

neurokognitiven Defizites ist.

Die beiden Forscherinnen Colasanti und Barbati verdffentlichten im Jahr 2010
ein Paper zu Autoantikorpern bei Menschen mit Alzheimer (139). In dieser Arbeit
deuten sie an, dass Autoantikdrper nicht nur als Biomarker der
Demenzauspragung, sondern auch als Pradiktor eines Fortschreitens der
Demenz dienen konnten (139). Auch bei Zhang und Zoltewicz finden sich
derartige Hinweise (100). Sie beschreiben in ihrem 2014 veroffentlichten Artikel
den potentiellen Nutzen von GFAP-Autoantikbrpern bei der Diagnostik von
subakuten Schadelhirntraumata (SHT) (100). Sie fanden heraus, dass im Schnitt
sieben Tage nach einem SHT vergingen, bis GFAP-Autoantikérper vom IgG-Typ
im Blut nachweisbar waren (100). Die Menge an Autoantikorpern an Tag 4 bis 10
korrelierte signifikant mit der GFAP-Menge am ersten Tag nach SHT (100). Es
wurden jedoch Unterschiede in der individuellen Antikdrpermenge gefunden
(100). Sie untersuchten Menschen mit SHT und quantifizierten den klinischen
Zustand mit Hilfe der Glascow Coma Scale (GCS) (100). Eine hdhere Punktzahl
entsprach einem weniger schwerwiegenden Trauma. Menschen mit hohen
Punktzahlen auf der GCS hatten signifikant weniger GFAP-Autoantikorper im
Blut. Bemerkenswerterweise hatten Patienten und Patientinnen mit einem
schlechten Outcome ein signifikant hoheres GFAP-Autoantikérperlevel (100),
was ebenfalls fur gewisse pradiktive Eigenschaften der Antikdrper sprechen
konnte. In dieser Hinsicht sind noch weitere Studien nétig, um die Rolle von

GFAP-Autoantikdrpern genauer ergrinden zu kdnnen.

5.5 Methodische Analyse

Die HAND-1 Studie und die hier vorliegende Promotion haben Limitationen.
Zunachst ist die untersuchte Stichprobe mit 35 Mitgliedern klein und die
Kontrollgruppe ist mit 12 Teilnehmenden kleiner als die HIV-Gruppe mit 23
Teilnehmenden. Die demographischen Merkmale wie Alter, Geschlecht und
Bildung sind in den beiden Studiengruppen nicht vollkommen ausgeglichen
verteilt. Die Tatsache, dass deutlich weniger Probenmaterial des Gehirnareals
LC zur Verfugung stand, erschwert die Einordnung der Ergebnisse dieses Areals.
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Zudem weicht die Durchfuhrung des MMS in der HAND-1 Studie vom ublichen
Ablauf ab, das schrankt die Vergleichbarkeit mit anderen Studien ein. Aul3erdem
werden weitere Daten zur Validitat der neurokognitiven Tests flr das Setting in
Tansania bendtigt, insbesondere im Hinblick auf die Teilnahme von
Analphabeten und etwaige kulturelle Unterschiede. Die Durchfuhrung der
Western Blots erfolgte aus Platzgrinden ohne einen Housekeeper bzw. eine
hausinterne Kontrolle. Allerdings handelt es sich nicht um eine quantitative

Studie, daher ist diese Limitation eher zweitrangig.

Diese Promotion ist jedoch, unseres Wissens nach, die bis dato erste
Veroffentlichung, in der GFAP-Autoantikorper bei Menschen mit HIV gemessen
wurden. Dieses Allleinstellungsmerkmal wird erganzt durch die Tatsache, dass
signifikante Korrelationen zwischen den anti-GFAP Leveln und den Ergebnissen
der neurokognitiven Tests gefunden wurden. GFAP-Autoantikorper kdnnten sich
demnach als diagnostischer oder prognostischer Marker fir das Vorhandensein
und die Auspragung eines neurokognitiven Defizites bei HAND eignen. Klinisch
besteht ein Bedarf an solchen Markern, insbesondere zur Differenzierung
zwischen HAND und anderen Demenzvarianten bei einer alternden Zielgruppe.
Wir hoffen, kunftig mehr Forschungsarbeiten zu HIV und anti-GFAP zu
begegnen, um die Versorgung von Menschen, die mit HIV und HAND leben

weiter zu verbessern.
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6. Zusammenfassung

Hintergrund: Das saure Gliafaserprotein (GFAP) kommt im ZNS vor allem in
Astrozyten vor und spielt eine Rolle bei der Astrozytose, die wiederum ist ein
pathogenetisches Merkmal von HIV-assoziierten neurologischen Erkrankungen
(HAND). In dieser Arbeit wird das Vorkommen von GFAP-Autoantikdrpern bei
PLWH und deren Bedeutung bei der Entstehung von HAND untersucht.
Aulerdem wird eruiert, ob GFAP-Autoantikbrper als Marker eines
neurokognitiven Defizites bei HAND in Frage kommen.

Methoden: Homogenisiert Gewebeschnitte von verschiedenen Gehirnareale
wurden mittels SDS-Gelelektrophorese und Western Blot auf Membranen
Ubertragen. Diese Membranen wurden mit Blutproben aus der HAND-1 Studie
inkubiert. Der Nachweis von GFAP-Antikdrpern erfolgte indirekt mittels eines
IgG-Antikorpers. Die Anti-GFAP Signalintensitaten wurden semiquantitativ
ausgewertet und mit den Daten der neurokognitiven Test der HAND-1 Studie
korreliert.

Egebnisse: Die GFAP-Autoantikdrper Signalintensitat unterscheidet sich je nach
Gehirnareal (p < 0,0001). Insbesondere die DM-Signale sind signifikant starker
als die der anderen Areale (p < 0,01). Es lasst sich insgesamt kein signifikanter
Unterschied in der Signalstarke zwischen Menschen mit HIV und Kontrollen
feststellen (p = 0,1742). Bei der HIV-Gruppe zeigt das Gesamtergebnis des MMS
einen signifikanten, negativen und starken Zusammenhang mit der GFAP-
Antikorpersignalintensitat der Areale DM (p =0,004), ST (p=0,011), MC
(p =0,007) und FC (p =0,002). Es konnten keine signifikanten Korrelationen
zwischen den CD4-Zellzahlen und den Anti-GFAP Signalintensitaten festgestellt
werden. Bei der Kontrollgruppe fanden sich lediglich vereinzelt signifikante
Korrelationen.

Diskussion: Diese Promotion ist die bis dato erste Verdffentlichung, in der
GFAP-Autoantikorper bei Menschen mit HIV gemessen wurden. Dass kein
Unterschied im Vorkommen von GFAP-AK bei PLWH und der Kontrollgruppe
gefunden wurde, kénnte an der geringen Teilnehmendenzahl oder am Mangel
von Teilnehmenden mit HAD liegen. Andererseits konnte es auch dafur
sprechen, dass anti-GFAP nicht obligat pathogen ist, sondern erst nach Ubertritt
uber die Blut-Hirn-Schranke pathologische Folgen hat. Fir diese Hypothese
spricht die Erkenntnis, dass eine hdéhere Menge von GFAP-Ak mit einem
schlechteren Abschneiden bei neurokognitiven Tests korreliert. Demnach
konnten sich GFAP-Autoantikdrper als diagnostische und mdglicherweise
prognostische Marker eines neurokognitiven Defizites bei HAND eignen.



Zusammenfassung

7. Abstract

Background: The glial fibrillary acidic protein (GFAP) is the most important
structural protein of astrocytes. It plays a role in the process of astrocytosis, which
is a response of astrocytes to injury that is pathogenetic for HIV associated
neurological diseases (HAND). This dissertation aims to examine the presence
of GFAP autoantibodies in people living with HIV (PLWH) and the antibodies’ role
in the development of HAND.

Methods: Tissue sections of different brain areas were homogenized. Using
SDS-Gelelectrophoresis and Western Blotting the proteins were then transferred
onto membranes. Those membranes were incubated with blood samples from
the HAND-1 study. A specific IgG antibody was used to detect GFAP antibodies.
The anti-GFAP signals were evaluated with a semiquantitative method and
correlated with data from neurocognitive tests done for the HAND-1 study.

Results: Overall, there was no significant difference in anti-GFAP signal strength
between PLWH and members of the control group (p = 0,1742). The intensity of
the GFAP autoantibody signal differed depending on the brain area (p < 0,0001).
The signals from the medulla oblongata region were significantly stronger that
those from other areas (p < 0,01). There was a significant and strong negative
correlation between the results of the neurocognitive tests and the intensity of the
GFAP autoantibody signal. There was no significant correlation between the CD4
cell count and the GFAP antibody signal level.

Discussion: To the best of our knowledge, this is the first time anti-GFAP was
measured in PLWH. There was no significant difference in the amount of anti-
GFAP found in PLWH and members of the control group. This could be due to
the limited number of study participants or participants with HIV associated
dementia (HAD). However, we hypothesize that GFAP autoantibodies are not
intrinsically toxic but that they could have pathologic effects once they cross the
blood brain barrier. The finding that the amount of GFAP antibodies correlates
with the severity of the neurocognitive deficit supports this hypothesis. Due to this
correlation GFAP antibodies are worth considering as a diagnostic and
prognostic biomarker of neurocognitive deficits in people with HAND.
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