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Abkulrzungsverzeichnis

AIDS Acquired Immunodeficiency Syndrome

ART Antiretrovirale Therapie

BKV BK-Polyomavirus

CD4* T-Helferzellen (Cluster of Differentiation 4)

CD8* Zytotoxische T-Zellen (Cluster of Differentiation 8)
CDC Centers for Disease Control and Prevention

CMV Cytomegalievirus
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HPgV Humanes Pegivirus
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PjP Pneumocystis jirovecii Pneumonie

PLWH People Living With HIV

RNA Ribonukleinsaure

SARS-CoV-2  Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus Type 2
SCT Stammzelltransplantation

TTV Torque Teno Virus

TTMDV Torque-Teno-Midivirus

TTMV Torque-Teno-Minivirus

UTR Untranslated Region



1. Zusammenfassung

Die humane Immundefizienzvirus (HIV)-Infektion ist inzwischen durch eine antiretrovirale
Therapie (ART) kontrollierbar und wird bereits seit Jahrzehnten erforscht und behandelt. Das
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Bedeutung des Torque-Teno-Virus (TTV) als
Immunmarker zusatzlich zu den bewahrten Surrogatmarkern fir Menschen, die mit einer HIV-
Infektion leben (people living with HIV, PLWH). Die Replikation des HIV findet in den CD4*-
Helferzellen des adaptiven Immunsystems statt, wodurch der Untergang dieser Zellen
beschleunigt wird. Je hoher die HIV-Last ist, desto schneller fallt die Zahl der CD4*-
Helferzellen ab, was zur Immundefizienz und damit assoziierten Krankheiten fiihrt. Deshalb
werden HIV-Last und CD4*-Zellzahl in der HIV-Medizin als Surrogatmarker zum
Krankheitsmonitoring und zur Therapieerfolgskontrolle genutzt. Die durch HIV verursachte
Immundefizienz, die im weiteren Verlauf zu opportunistischen Infektionen bis hin zum Tod
fuhrt, ist vergleichbar mit der iatrogenen Immunsuppression in anderen medizinischen
Bereichen, beispielsweise nach Organtransplantationen. Hier hat sich TTV als quantitativer
Biomarker gezeigt, da es der Immunfunktion unter Immunsuppression korreliert. Dieses
einzelstrangige DNA-Virus, welches zur Familie der Anelloviren gehort, ist bei fast allen
Menschen transient nachweisbar. Bei nicht immunkompromittierten Menschen wird TTV gut
durch das Immunsystem kontrolliert und transient im Blut nachgewiesen. Bei Transplantierten
hingegen ist TTV regelhaft nachweisbar und kann durch die Anzahl der Kopien/ml im Blut
indirekt Aufschluss lber die Immunfunktion geben. In der Transplantationsmedizin (Lunge und
Niere) und auch nach Stammzelltransplantationen konnte der Nutzen der TTV-Last im Blut als
Marker fir die Immunfunktion zur besseren Einstellung der Immunsuppression gezeigt
werden. Obwohl die HIV-Surrogatmarker in der Regel mit dem klinischen Verlauf der HIV-
Infektion korrelieren, treten im klinischen Alltag zwei Phdnomene auf: Zum einen entwickeln
PLWH mit guten Helferzellen und niedriger HIV-Last vereinzelt AIDS-definierende
Erkrankungen. Zum anderen entwickeln einige PLWH trotz niedriger CD4*-Zellzahl keine
opportunistischen Erkrankungen. Dartiber hinaus erholen sich die CD4*-Zellen bei den
einzelnen PLWH unterschiedlich schnell. Dieser Prozess dauert jedoch langer als die Dynamik
der HI-Viruslast-Senkung bei erfolgreicher Therapie. In der vorliegenden Arbeit wurde
untersucht, ob die quantitative TTV-Last den Zustand der Immunsuppression beschreiben
kann und ob sich dadurch die Moglichkeiten des Therapiemonitorings erweitern lassen.
Wahrend der Arbeit entwickelte sich die Frage, ob AIDS-definierende Ereignisse durch eine
zuféllige Ausléschung spezifischer Immunantworten, also durch die Deletion spezifischer
CD4*-Zellen, die fur diese Immunantwort verantwortlich sind, verursacht werden, oder ob sie
durch die quantitative TTV-Lastbestimmung spezifisch vorhersagbar sind. In dieser
retrospektiven, multizentrischen Studie wurden 186 Serumproben aus einer bereits
bestehenden Kohorte (RESINA-Studie) auf die TTV-Last mittels Real-Time-PCR untersucht.
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Klinische und epidemiologische Parameter umfassten Alter, Geschlecht, HIV-Last, CD4*-
Zellzahl sowie die klinischen Stadien nach der CDC-Klassifikation zum Zeitpunkt der
Blutabnahme und vor Einleitung der ART. Zudem wurde geprift, ob die Pegi-Virusvermehrung
eine Beeinflussung der statistischen Auswertung der HIV- Last in diesem Kollektiv ausiibt. Die
ausgewerteten Daten wurden mittels logistischer und linearer Regression analysiert. Die
Analysen ergaben, dass eine hohe TTV-Last stark mit niedrigen CD4*-Zellen und den CDC-
Stadien 2—3 korreliert, jedoch nicht mit den klinischen Stadien CDC A-C.

2. Einleitung

Die antiretrovirale Therapie (ART) zur Behandlung der HIV-Infektion hat die Lebenserwartung
von Menschen mit HIV (PLWH) erheblich verbessert und nahezu an die der
Allgemeinbevolkerung angeglichen (1, 2). Trotz der Fortschritte bei der Suppression der
Viramie gibt es weiterhin offene Fragen zum Verlauf der HIV-Infektion und zur Funktion des
Immunsystems. In einigen Ausnahmefallen zeigt sich eine erhebliche Variabilitat im klinischen
Verlauf: Wahrend einige PLWH trotz fortgeschrittener Immunsuppression keine AIDS-

definierenden Erkrankungen entwickeln, schreitet bei anderen die Infektion schnell voran.

In dieser Arbeit untersuchen wir das Torque-Teno-Virus (TTV) als moglichen Marker zur
indirekten Darstellung der Immunfunktion bei HIV- und AIDS-Patienten. Ziel ist es, die TTV-
Last als erganzenden Surrogatmarker bewerten zu kbnnen, um den immunologischen Zustand
besser einzuschétzen, insbesondere in Fallen, in denen traditionelle Marker wie CD4*-Zellen

nicht ausreichen, um den klinischen Verlauf vollstandig zu erklaren.

2.1. Humanes Immundefizienz-Virus (HIV)

HIV ist ein umhiilltes Virus und gehort zur Familie der Retroviren. HIV bindet an den CD4*-
Rezeptor der T-Helferzellen, welcher als primare Andockstelle zur Zellintegration und damit
zur Virusreplikation dient. Zuséatzlich zu dem CD4*-Zellrezeptor braucht HIV fir den Eintritt in
die Wirtszelle einen Chemokinrezeptor (CCR5 oder CXCR4) (3). Die HIV-Varianten kdnnen
sich in der Verwendung des ndétigen Korezeptors unterscheiden — dies wird Tropismus (CCR5-
trope oder CXCR4-trope HIV) genannt. Durch die Integration, insbesondere aber durch die
HIV-Replikation ausgeldste Immunreaktion, werden CD4*-Zellen verbraucht (4). Der
Untergang dieser Zellen fuhrt zu einer Immundefizienz. In dessen Folge kommt es zu
opportunistischen, sog. AIDS-definierenden Erkrankungen, die unbehandelt zum Tod fuhren
(5, 6). Deshalb wird die Bestimmung der CD4*-Zellen als Surrogatmarker fir das Ausmalf der

Immundefizienz bei der HIV-Infektion genutzt.



Neben der CD4*-Zellschadigung kommt es in nahezu allen Bereichen des Immunsystems
durch die Infektion zu einer Immundysfunktion. Beispielsweise ist die CD8"-T-Zellantwort
maf3geblich an der Mutationsrate des HI-Virus beteiligt (7). Zudem scheint die chronische
Inflammation infolge der HIV-Infektion mit einem im Vergleich zur Allgemeinbevélkerung
hoheren Risiko fur kardiovaskulare und andere Erkrankungen bei PLWH in Zusammenhang
Zu stehen (8,9).
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Abb.1: Aufbau des HI-Virus

Diese schematische Darstellung zeigt die morphologische Struktur des HI-Virus (HIV). Zentral befinden
sich zwei einzelstrangige RNA-Molekiile, die von einem Kapsid umgeben sind — das sogenannte ,core*
mit dem Strukturprotein p24. Auf3en umgibt eine Lipid-Doppelschicht das Virus, in der die Hillproteine
gp120 und gp41 eingelagert sind. Gp120 ist fiir die Bindung an den CD4*-Rezeptor verantwortlich, gp41
vermittelt die Fusion mit der Wirtszelle. Diese Proteine sind Angriffspunkte fir Medikamente und

Zielstrukturen fur Antikérper. Quelle: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:HI-Virion_de.

2.1.1. Geschichte des HI-Virus

Das HI-Virus wurde erstmals 1983 als Ursache fiir das erworbene Immunschwachesyndrom
(AIDS) beschrieben, das bereits 1981 als klinische Entitat erkannt wurde (10). Angesichts der
vor allem betroffenen Patientengruppe (Manner, die Sex mit Mannern haben, men who have
sex with men, MSM) wurden die Erkrankung und die Patientengruppe stark
stigmatisiert (11,12). Bis es zur Entwicklung einer viruskontrollierenden antiretroviralen
Kombinationstherapie kam, vergingen Jahre. Zunachst eingesetzte Monotherapien verloren
aufgrund der hohen Mutationsrate schnell ihre Wirksamkeit (13). 1996 erfolgte die Etablierung

der Kombinationstherapie gegen HIV mit mehreren antiretroviralen Medikamenten (14).

2.1.2. Der naturliche verlauf der HIV-Infektion
Etwa zwei Wochen nach der Infektion mit HIV kann ein akutes retrovirales Syndrom mit

Lymphknotenschwellung, Fieber, makulopapulésem Exanthem und Myalgien auftreten,
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welches auch unbehandelt wieder abklingt. Danach bleiben PLWH haufig auch ohne ART
mehrere Jahre ohne auffallige Symptome (15, 16). Im weiteren Verlauf leiden PLWH unter
Krankheiten, welche bereits auf eine zellulare Immundefizienz hindeuten (Herpes Zoster, orale
Haarleukoplakie, orale Candidose etc.), jedoch noch nicht AIDS-definierend sind. In der Regel
treten erst 8-10 Jahre nach Erstinfektion AIDS-definierende Erkrankungen auf, die ohne
Behandlung todlich sind (16). Die klinischen Stadien kénnen hintereinander auftreten oder

auch tbersprungen werden (17).

Abb. 2: CT-Bild einer PCP-Pneumonie

Das CT-Bild zeigt eine Lungenaufnahme mit typischem Befund einer Pneumocystis jirovecii-Pneumonie
(PjP). Man erkennt eine milchglasartige Infiltration (,ground-glass opacity”) beider Lungenfligel — ein
klassisches Zeichen der PjP. Diese Infektion tritt meist bei starker Immunsuppression auf, insbesondere
bei CD4*-Zellzahlen <200/ul. Sie ist ein typisches Beispiel fiir eine AIDS-definierende Erkrankung im
CDC-Stadium C. Quelle: American Journal of Roentgenology — "Pneumocystis jiroveci Pneumonia:
High-Resolution CT Findings"

Durch die Einfuhrung der ART ist die HIV-Infektion inzwischen eine kontrollierbare chronische
Infektion geworden, sodass sich die Lebenserwartung von effektiv behandelten PLWH der
Allgemeinbevolkerung angleicht (18). Die ART muss lebenslang zuverldssig eingenommen
werden, denn ein Absetzen flhrt zu einer erneuten Virusreplikation mit Nachweis im
peripheren Blut und kann dann erneut sowohl tédlich als auch ansteckend sein (19). In der
Phase der Primarinfektion ist die HIV-Last im Blut am hochsten, sinkt mit dem Auftreten von
Antikdrpern ab und bleibt dann meistens Uber Jahre auf diesem Niveau stabil. Dies ist
individuell unterschiedlich und wird als der virale Setpoint bezeichnet (20). Er ist entscheidend
fur die Geschwindigkeit der Krankheitsprogression: Je hoher der virale Setpoint, desto
schneller kommt es zu einem Abfall der CD4*-Zellen und damit zu einem Fortschreiten der
Infektion. Die Hohe der Viruslast und der Verlust der CD4*-Zellen sind maf3geblich fir den
Infektionsverlauf und dienen daher als Surrogatmarker zur Einschétzung der Immundefizienz

und des Therapieerfolgs nach Beginn der ART.
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Abb. 3: Naturlicher Verlauf der unbehandelten HIV-Infektion

Die Grafik stellt den Kklinischen und immunologischen Verlauf einer HIV-Infektion ohne antiretrovirale
Therapie (ART) dar. Zunachst steigt die Viruslast stark an (akute Phase), parallel féllt die CD4*-Zellzahl
ab, danach stabilisiert sich beides in der chronischen Phase (Setpoint), schlieBlich kommt es bei
weiterem CD4*-Abfall zu AIDS. Die Darstellung erklart die Grundlage fir die klinische Klassifikation und
Therapieentscheidung in der HIV-Medizin; “The immunopathogenesis of human immunodeficiency virus
infection.” The New  England journal of  medicine vol. 328,5 (1993): 327-35.
doi:10.1056/NEJM199302043280508

Neben den messbaren Parametern der HIV-Infektion (Viruslast, CD4*-Zellen, CD4/CD8-Ratio)
kann im Rahmen der HIV-Infektion auch eine Aussage Uber die Funktion des Immunsystems
durch die klinische Auspragung der Infektion getroffen werden. Die Kombination aus Klinik und
messbaren Surrogatmarkern wird in der CDC-Klassifikation zusammengefasst. Die CDC-
Stadien wurden 1993 (21, 22) zur besseren Einteilung der HIV-Infektion entwickelt und 2014
Uberarbeitet (23). Dennoch ist bis heute die urspriingliche CDC-Klassifizierung gelaufig.
Hierbei erfolgt die Einteilung nach laborchemischen Markern der CD4*-Zellen mit den Zahlen
1 (>500/pl), 2 (200—-499/ul) und 3 (< 200/pl) sowie den klinischen Stadien A, B und C, wobei
das Stadium C immer eine AIDS-definierende Erkrankung umfasst (22).
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Klinik / asymptomatisch oder Symptomatisch AIDS-Erkrankung*

CD4-Zellen akute HIV-Krankheit aber nicht A oder C

> 500/pl Al B1 c1
200 — 499/l A2 B2 c2
< 200/pl A3 B3 c3

Tab.1: Einteilung der HIV-Erkrankung nach der CDC-Klassifikation von 1993 nach Hoffmann und
Rockstroh (2012); * zu den AIDS-Erkrankungen

Die Kohorten, die fur diese Dissertation besonders interessant sind, sind PLWH mit AIDS aus
der CDC- C Klasse mit der Kategorie C1 und C2 im Vergleich zu den C3 Klassifizierten sowie
PLWH, die Uber einen langen Zeitraum im Stadium A3 bleiben in Vergleich zu denen die in B3

und C3 fortschreiten.

2.2. Torque Teno Virus (TTV)

TTV wurde erstmals 1997 beschrieben, bei Patienten mit laborchemischer Hepatitis nach
Transfusionen von Blutprodukten (24, 25). Es ist ein kleines DNA-Virus, welches zur Familie
der Anelloviridae gehort und Teil des menschlichen Viroms ist. Bislang wurde TTV mit einer
angenommenen Anzahl von sieben Genotypen beschrieben (26), und es scheint keine
Pathogenitét zu besitzen, wohl aber einen immunmodulatorischen Einfluss insbesondere auf
die zytotoxische CD8*-T-Zellantwort zu haben (27). TTV kann bei bis zu 90 % der gesunden
Bevdlkerung transient im Blut nachgewiesen werden (28). Es handelt sich um ein unbehdiilites,
negativ polarisiertes, einzelstrangiges, zirkulares DNA-Virus mit 3,8 kb Nukleinsaure (29). Die
Pravalenz von TTV nimmt mit dem Alter zu und erreicht in der frihen Kindheit ein Plateau. Es
verursacht eine chronische, asymptomatische Infektion ohne bisherigen Nachweis von

Krankheiten oder klinischer Manifestation (30, 31).

Obwohl TTV vor mehr als 25 Jahren entdeckt wurde, ist dessen Lebenszyklus bis heute nicht
gut bekannt. Das bisherige Verstandnis der Replikationsmechanismen beruht weitgehend auf
dem Wissen Uber andere einzelstrangige DNA-Viren. Es ist bekannt, dass TTV verschiedene
Zelltypen infiziert und tberall im Korper vorkommt (32). Daher wird davon ausgegangen, dass
die zellularen Rezeptoren, die fir das Eindringen des Virus erforderlich sind, Molekule sind,
die in gro3en Mengen in Korpergeweben vorhanden sind und von einer Vielzahl von Zelltypen
genutzt werden. Derzeit gibt es keine genaue Charakterisierung der Zelltypen, die die virale
Replikation unterstitzen. Langsschnittstudien an Hamatologie- und Transplantationspatienten
zeigten, dass T-Lymphozyten die Hauptquelle fir TTV im peripheren Blut sind (33). Hiertber

l6st TTV eine spezifische CD8*-T-Zell-Antwort aus, die jedoch grof3tenteils erschopft und
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funktionell beeintrachtigt ist. Die TTV-spezifischen CD8*-T-Zellen zeigten eine hohe
Expression des inhibitorischen NKG2A-Rezeptors sowie anderer Erschopfungsmarker wie
PD-1 und LAG-3. Diese Immunmodulation kénnte die Persistenz von TTV im Wirt férdern und
das Immunsystem in seiner Reaktionsfahigkeit beeinflussen (27).

Es wurde beobachtet, dass eine zellulare Depletion infolge der Konditionierung fir eine
Stammzelltransplantation (SCT) zu einem vorubergehenden Verlust fast aller TTV im
peripheren Blut fuhrt (34).

TTV genome ARG:Hch

region

AN
Ky So“ D
&

Abb. 4: Aufbau des TTV-Genoms. Das Torque-Teno-Virus (TTV) besitzt ein zirkuléares, einzelstréangiges
DNA-Genom mit mehreren offenen Leserahmen (ORFs), die regulatorischen und strukturgebenden
Proteine kodieren. Die UTR-Region (untranslated region) hat regulatorische Funktion. Diese genetische
Struktur ist relevant fir die PCR-basierte Quantifizierung der TTV-Last und fur das Verstandnis seiner

Replikation in Immunzellen. Modifiziert nach Nishizawa et al. (1997).

2.2.1. Humanes Pegivirus (HPgV)

HPgV gehdrt zur Gattung der Pegiviren innerhalb der Familie der Flaviviren und ist das am
weitesten verbreitete Flavivirus der Welt. Es ist ein einzelstrangiges RNA-Virus mit einer
Genomgrofle von 9,8 kb, welches zwei strukturelle Proteine und sechs nicht-strukturelle
Proteine enthalt. HPgV-1 wird in sieben Genotypen mit unterschiedlicher geografischer
Verbreitung eingeteilt (35). Die Ubertragung erfolgt parenteral, sexuell und von der Mutter auf
das Kind (35); dadurch sind PLWH haufig ebenfalls mit HPgV infiziert (bis zu 47 %). Derzeit
sind der naturliche Verlauf, die pathogenen Mechanismen und die potenziellen Auswirkungen

von HPgV-1 auf die menschliche Gesundheit noch nicht geklart (35-37).

Es hat sich jedoch eine direkte Korrelation zwischen der Anzahl der CD4*-T-Zellen und der
HPgV-1-Viruslast sowie eine umgekehrte Korrelation zwischen HIV-1- und HPgV-1-Last
gezeigt — ebenso eine geringere HIV-1-Viruslast und ein Zusammenhang mit einer klinisch

langsameren HIV-Progression (38-40).
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Aufgrund dieses interessanten Zusammenhangs zwischen HIV und HPgV nutzen wir noch
verfigbare Proben in unserer Studie und testeten sie auf HPgV und TTV — in der Annahme,

eine inverse Korrelation der beiden Viren zueinander zu beobachten.

2.3. TTV als potenzieller Inmunmarker

TTV hat in den letzten Jahren als potenzieller Surrogatmarker zur Abbildung der
Immunfunktion an Aufmerksamkeit gewonnen. Bei Empfangern von Organtransplantaten
(z. B. Nieren (31, 32) hat sich gezeigt, dass die TTV-Last im peripheren Blut mit dem Grad der
angeborenen und adaptiven Immunitét korreliert (31). Niedrige TTV-Lasten waren ein Indikator
fur eine starke Immunreaktion und wurden daher mit einer Transplantatabstof3ung in
Verbindung gebracht (31-33), wahrend hohe TTV-Lasten mit einem hoheren Infektionsrisiko,
nicht aber mit einer Transplantatabstof3ung assoziiert waren.

Bei Empfangern von Stammzelltransplantaten korrelierten hohe TTV-Lasten mit einer
geringeren Rate an frihen Graft-versus-Host-Erkrankungen und auch mit einem héheren
Risiko fur Infektionskrankheiten, hauptséchlich durch Cytomegalieviren (CMV) (34, 41).
Daruber hinaus wurde gezeigt, dass TTV auch ein Marker fir die Immunantwort auf die
Impfung gegen das Severe acute respiratory syndrome coronavirus type 2 (SARS-CoV-2) bei
Patienten mit Dialysepflichtigkeit ist (42). Eine hohe TTV-Last vor der Impfung war mit einer
geringeren Gesamtantikdrper-Antwort gegen Spike-Proteine bei mit Messenger-RNA
BNT162b2-geimpften Nierentransplantatempfangern verbunden. Der Zusammenhang
zwischen der TTV-Belastung und der Impfstoffreaktion kénnte einen zusatzlichen Nutzen bei
der Optimierung der Impfschemata fiir diese Patienten darstellen (43).

Die TTV-Last kdnnte auch mit dem Ausgang der SARS-CoV-2-Infektion in Verbindung stehen.
Eine Metaanalyse verschiedener kleiner Kohorten legt nahe, dass die TTV-Last ein
potenzieller Marker fiir den Ausgang schwerer Infektionen mit dem SARS-CoV-2-Virus sein
konnte (44).
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Abb. 5: Flowchart — Zusammenfassung TTV als Marker. Ein schematisches Flussdiagramm, das die
Assoziation der TTV-Last mit verschiedenen Kklinischen Zustanden darstellt: Niedrige TTV-Last: normale
Immunfunktion. Hohe TTV-Last: Immunsuppression. Visualisiert die Rolle von TTV als dynamischer
Biomarker fur Immunstatus in der Transplantationsmedizin und HIV.

Obwonhl die hohe Pravalenz einer chronischen TTV-Infektion ohne klinische Symptome darauf
hindeutet, dass TTV nicht pathogen ist, zeigt eine Studie von Szladek et al., dass eine
Koinfektion mit dem humanen Papillomavirus und dem TTV-Genotyp 1 mit einer unglnstigen
Prognose beim Larynxkarzinom assoziiert ist. Dabei bleibt jedoch véllig unklar, ob und in
welchem Ausmalfd TTV an der Krebsentstehung beteiligt sein kénnte (45).

Die TTV-Last im peripheren Blut ist bei Transplantatempfangern oder Personen mit Sepsis
dramatisch erhdht, wobei der Beitrag des Virus zur Morbiditéat unbekannt ist (46). Insgesamt

scheint die Prognose der jeweiligen Erkrankung bei hoher TTV-Last schlecht zu sein.

Es konnte bereits gezeigt werden, dass bei PLWH die TTV-Last invers mit der Hoéhe der CD4*-
Zellen korreliert (47, 48), und es wurde nachgewiesen, dass die TTV-Last abnimmt, wenn die
ART gegen HIV effektiv wirksam ist (49, 50). In den letzten Jahren wurden mehrere potenzielle
neue Biomarker fur die Immunfunktion untersucht, darunter T-Zell-Subsets, T-Zell-
Proliferationsassays und losliches CD30 (51-56). TTV ist in diesem Zusammenhang der am
meisten untersuchte Biomarker, wobei die meisten Studien zeigen, dass eine hohe TTV-
Belastung im Rahmen von Transplantationen mit einem erhghten Infektionsrisiko und eine

niedrige TTV-Belastung mit einem erhéhten Abstol3ungsrisiko verbunden ist (56).
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2.3.1. TTV und HIV

Aufgrund des hohen Potenzials von TTV als Marker fur die Immunfunktion bei
immunsupprimierten Menschen stellt sich die Frage, ob TTV in der HIV-Medizin eine
zusatzliche Information zu den bereits bekannten Surrogatmarkern geben kann.
PLWH, bei denen der klinische Verlauf nicht mit der Entwicklung der HIV-Surrogatmarker
korreliert, worauf PLWH in den CDC-Stadien C1 oder A3 hindeuten, konnten besonders von

der TTV-Last als Marker fur die Immunfunktion profitieren.

Ein zusatzlicher pradiktiver Marker zur Einschatzung der Immunfunktion kénnte die Begleitung
dieser PLWH erleichtern.

Zum Beispiel kdonnten die sonst eingesetzten Prophylaxen (57) gegen opportunistische
Infektionen wie Pneumocystis-jirovecii-Pneumonie (PjP) und Toxoplasmose-Enzephalitis bei
PLWH im immunologischen Stadium 3 mit niedriger TTV-Last mdglicherweise friiher abgesetzt
werden.

Durch den quantitativen Verlust von Immunzellen infolge der HIV-Infektion entwickelt sich eine
zunehmende Immundefizienz, die zu einem erhohten Risiko fur das Auftreten
opportunistischer Erkrankungen fihrt (58). Doch nicht alle PLWH mit niedrigen CD4*-Zellen
entwickeln opportunistische Erkrankungen.

2.4. Fragestellungen und Ziel der Arbeit

In der Arbeit sollen verschiedene Fragestellungen untersucht werden: Gibt es einen
Zusammenhang zwischen der Héhe der TTV-Last im Blut und der Haufigkeit opportunistischer
Erkrankungen bei PLWH? Bietet ggf. die quantitative Bestimmung von TTV bei PLWH mit
Diskrepanzen zwischen klinischen und immunologischen CDC-Stadien einen zusatzlichen
Nutzen? Was verstehen wir unter einer hohen TTV- und was unter einer niedrigen TTV-Last?
Korreliert die TTV-Last mit dem klinischen Zustand von PLWH?

Sehen wir eine inverse Korrelation zwischen HPgV und TTV? Kénnen wir nach Beantwortung
dieser Fragestellungen ggf. weitere Schlisse in der HIV-Medizin in der Betreuung und
Behandlung von PLWH ziehen, wie beispielsweise Prophylaxen, die standardmafiig in der
HIV-Medikation verwendet werden, anhand der TTV-Last abzusetzen?

Wahrend in der Transplantationsmedizin Infektionskrankheiten und Abstolungsreaktionen
klinisch mit der Immunfunktion korrelieren, dienen bei PLWH klinisch AIDS-definierende und
HIV-assoziierte Erkrankungen zur Einschatzung der Immunfunktion. Die Klinik wird in den
CDC-Stadien zusammengefasst. Die Assoziation der TTV-Last mit den HIV-Surrogatmarkern

und den opportunistischen Infektionen bei PLWH wird in dieser Arbeit untersucht.
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3. Material, Methoden und Ergebnisse

Die Materialen, Methoden und Ergebnisse sind ausfiihrlich geschildert in meiner Publikation
»torque Teno Virus load is associated with CDC stage and CD4*- cell count in people living
with HIV but unrelated to AIDS-defining events and Human Pegivirus load”, erschienen im

Januar 2024 im ,Journal of Infectious Deseases “.

Esser PL, Quintanares GHR, Langhans B, et al. Torque teno virus load is associated with CDC
stage and CD4*- cell count in people living with HIV but unrelated to AIDS-defining events and

Human Pegivirus load. J Infect Dis 2024; jiae014
Zusammenfassung der Publikation:

Einleitung:

Das Torgue-Teno-Virus (TTV) ist ein unbehdlltes, zirkulares Einzelstrang-DNA-Virus und wird
als Teil des menschlichen Viroms angesehen. Die Replikation von TTV korrelierte mit dem
Immunstatus von Patienten, die nach einer Organtransplantation mit immunsuppressiven
Medikamenten behandelt wurden. Wir stellen die Hypothese auf, dass die TTV-Last ebenfalls
ein zusatzlicher Marker fir die Immunfunktion bei Menschen mit HIV (PLWH) sein kdnnte.

Methoden:

In dieser Analyse wurden Serumproben von PLWH aus der multizentrischen RESINA-Kohorte
erneut auf TTV untersucht. Zu den untersuchten Kklinischen und epidemiologischen
Parametern gehorten die Pegivirus-(HPgV-)Last, Alter, Geschlecht, HIV-Belastung, CD4*-
Zellzahl (CDC 1, 2, 3) und klinische CDC-Stadien (CDC-Klassifikationssystem von 1993, A, B,
C) vor Beginn der antiretroviralen Behandlung. Mit Hilfe einer Regressionsanalyse wurden

mogliche Zusammenhange zwischen den Parametern untersucht.

Ergebnisse:

Unsere Analyse bestétigte, dass TTV ein starker Pradiktor fir die CD4*-Zellzahl und CDC-
Klasse 3 ist. Diese Beziehung wurde genutzt, um eine erste Klassifizierung der TTV-Last in
Bezug auf das klinische Stadium vorzuschlagen. Wir fanden keinen Zusammenhang mit den
klinischen CDC-Stadien A, B und C. Die HPgV-Last korrelierte umgekehrt mit der HIV-Last,
nicht aber mit der TTV-Last. Es gab keinen Hinweis auf die gegenseitige Beeinflussung von
HPgV-Last auf die TTV-Last.
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Schlussfolgerungen:

Die TTV-Last war mit der Immunschwache bei PLWH assoziiert und korrelierte mit der CD4*-
Zellzahl. Weder die TTV- noch die HIV-Last waren pradiktiv fur die klinischen Kategorien der
HIV-Infektion.
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Background. Torque teno virus (TTV) is part of the human virome. TTV load was related to the immune status in patients after
organ transplantation. We hypothesize that TTV load could be an additional marker for immune function in people living with HIV
(PLWH).

Methods. In this analysis, serum samples of PLWH from the RESINA multicenter cohort were reanalyzed for TTV.
Investigated clinical and epidemiological parameters included human pegivirus load, patient age and sex, HIV load, CD4" T-cell
count (Centers for Disease Control and Prevention [CDC] stage 1, 2, or 3), and CDC dlinical stage (1993 CDC classification
system; stage A, B, or C) before initiation of antiretroviral therapy. Regression analysis was used to detect possible associations
among parameters.

Results.  Our analysis confirmed TTV as a strong predictor of CD4" T-cell count and CDC class 3. This relationship was used to
propose a first classification of TTV load with regard to clinical stage. We found no association with clinical CDC stages A-C. The
human pegivirus load was inversely correlated with HIV load but not TTV load.

Conclusions. TTV load was associated with immunodeficiency in PLWH. Neither TTV nor HIV load were predictive for the
clinical categories of HIV infection.

Keywords. TTV; HIV; HPgV; immunodeficiency; biomarker.

Effective antiretroviral therapy (ART) for human immunod-  options for suppression of viremia, there are still open questions

eficiency virus (HIV) infection improves the life expectancy of ~ Tegarding the course of HIV infection and immune function.
people living with HIV (PLWH), making it comparable to that

of the general population [1]. Despite excellent therapeutic

Some PLWH progress faster in their infection than others, and
in some patients immunodeficiency does not recover after ART
initiation [2]. Even with high CD4" T-cell counts, AIDS disease
can rarely occur in PLWH represented by Centers for Disease
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Control and Prevention (CDC) stage Cl, according to the 1993
classification [3]. Thus, it is still unclear whether other additional
parameters support estimating the immune function of these pa-
tients. However, it was shown that HIV infections have a general
influence on the virome and immune status of PLWH [4].
Torque teno virus (TTV), a small single-stranded DNA virus
belonging to the Anelloviridae family, is part of the human vi-
rome. To date TTV has been described with an assumed num-
ber of 7 genotypes [5, 6], and it has not been observed to be
pathogenic [7, 8]. TTV can be detected in up to 90% of healthy
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individuals. It has recently gained attention as a potential
surrogate marker of the current state of immunodeficiency.
In recipients of solid organ (eg, kidney [9, 10]) transplants, pe-
ripheral blood viral loads for TTV were shown to be a surrogate
marker for the level of innate and adaptive immunity. Low TTV
loads were an indicator of a strong immune reaction and were
therefore associated with graft rejection [11-13], while high
TTV loads were associated with a higher risk of infections
[10,12-15] but not graft rejection. In stem cell transplant recip-
ients, high TTV titers were correlated with a decreased rate of
early graft-vs-host disease and also with a higher risk of infec-
tious diseases [16], mostly by cytomegalovirus.

Furthermore, TTV also was shown to be a marker for the im-
mune response to severe acute respiratory syndrome coronavi-
rus 2 (SARS-CoV-2) vaccination in patients receiving dialysis
[17]. Higher TTV loads before vaccination were associated
with reduced anti-spike total antibody response in messenger
RNA BNT162b2-vaccinated kidney transplant recipients. The
association between TTV load and vaccine response may be an
added value in optimizing vaccination regimens these patients
[9]. TTV load could also be associated with the outcome of
SARS-CoV-2 infection. Meta-analysis of different small co-
horts suggested that TTV load could be a potential marker
for the outcome of severe infections with SARS-CoV-2 virus
[9, 18].

The high prevalence of TTV within the general population
suggested that TTV did not represent a principal etiological
agent of any specific disease, but it was discussed as a cofactor
favoring the development of a pathological status. For example,
coinfection of human papillomavirus with TTV genotype 1 has
been associated with poor prognosis in laryngeal cancer, even
though it is unknown whether and how TTV can be involved
in cancer development [19]. Other relevant coinfections with
HIV have been studied [20-22]. TTV DNA was detected in
lymphocytes from patients with B-cell and Hodgkin lymphoma
[16, 23]. Although detected in blood, serum, and breast milk,
among other cell types [24], TTV is suggested to show tropism
toward specific cells, such as hepatocytes [25, 26]. TTV load is
dramatically elevated in transplant recipients or those with
sepsis, although the contribution of the virus to morbidity is
unknown [9, 16]. In PLWH, TTV DNA titers have been in-
versely correlated with CD4" T-cell counts [7, 21, 27], and it
has been shown that the TTV DNA viral load declines if
ART is effective against HIV [9, 16].

Human pegivirus (HPgV) is a virus that has been shown to
reduce HIV replication in patients with HIV and HPgV coin-
fection [28, 29]. HPgV is a positive-sense single-stranded
RNA virus, discovered in 1995 as a member of the family
Flaviviridae and is the human virus most closely linked to
HCV. The viral load is subdivided into low (3.04-3.74 log;,
copies/mL) and high (6.2-6.6 log;o copies/mL) viremia and
is dependent on the different virus subtypes. We do not yet

know whether this subdivision has special effects on HIV
infection [30].

All in all, we still have open questions about the immune
control and treatment of PLWH. In this retrospective study
we tried to determine whether TTV load can be used to draw
conclusions about the immune function in PLWH. Is it corre-
lated with immunodeficiency or with CD4" T-cell counts or the
presence of clinically relevant diseases that indicate
immunodeficiency?

We analyzed whether TTV load has the potential to answer
these questions for the immune status in PLWH. As HPgV in-
terferes with (more specifically, reduces) HIV replication, we
investigated whether this has also an impact on the TTV load.

METHODS

Study Population

The analysis of TTV plasma load was performed using long-
term stored blood samples of PLWH included in the RESINA
cohort. The RESINA study is an ongoing prospective multicen-
ter HIV study with the primary goal of continuous surveillance
of transmitted HIV drug resistance in ART-naive patients with
HIV before initiation of combination ART since 2000 [31].
In total, 38 study centers (outpatient clinics and physicians’
offices providing specialized HIV care) from North Rhine-
Westphalia, the most populous federal state in Germany, and
adjacent cities in Rhineland-Palatinate, a neighboring federal
state, were contributing to the study, which currently includes
4815 patients. Inclusion criteria for the RESINA study were
documented HIV infection, eligibility for combination ART,
and the agreement between treating physician and patient
to start treatment. Exclusion criteria were prior exposure to
antiretroviral drugs or unwillingness to participate. All partic-
ipants had given informed consent according to good clinical
practice rules. Documented data on CD4" T-cell count and
HIV plasma concentration were available for study analyses.
All plasma samples collected within the RESINA cohort
were stored long term at —80°C to ensure sufficient stability
of the viral nucleic acids [31].

Plasma Sample Selection and Classification

The samples for this analysis were selected retrospectively, ac-
cording to the following inclusion criteria. They were derived
from PLWH with documented defined CDC stage, according
to the 1993 CDC classification of HIV disease. PLWH with
AIDS-defining events were preferentially included. Samples
were included only if complete documented data were available
concerning patient age, sex, HIV load, CD4" T-cell count (CDC
stage 1, 2, or 3) and clinical symptoms categorized by CDC
stage (A, B, or C) before initiation of ART. Samples were select-
ed from a total 0f 4815 initially therapy-naive persons with HIV
from the RESINA cohort, of whom 278 fulfilled the inclusion
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criteria. Plasma samples for study investigations were available
in 186 of those patients and were included in our analysis. We
correlated CDC A, B, and C stages with TTV load and especial-
ly with the presence of AIDS-defining illnesses. We also ana-
lyzed TTV loads and corresponding CD4" T-cell counts. To
investigate the possible influence of the presence of HPgV,
we also analyzed the HPgV load if an adequate sample was
available (enough sample material for both virus-specific poly-
merase chain reaction [PCR] tests).

TTV Quantification

The viral DNA was extracted from 700 uL of the sample a Roche
MagnaPure 96 totalNA kit, resulting in an elution volume of
100 pL according to the manufacturer's recommendations. The
TTV DNA was quantified by means of real-time PCR (quantita-
tive PCR). The TTV primers and probes for real-time PCR were
provided by the Department of Virology, Medical University of
Vienna, as described by Maggi et al [32]. Real -time PCR was per-
formed using the VERSANT kPCR Molecular System (Siemens
Healthcare Diagnostics), under the following conditions: 95°C
for 10 minutes, followed by 45 cycles at 95°C for 15 seconds
and 58°C for 60 seconds. Quantification was validated in a col-
laborative trial. HPgV quantification was performed as described
by Horemheb-Rubio et al [30].

Statistical Analysis

The measured TTV DNA plasma levels spanned a wide range
in the analyzed cohort. We analyzed the data with the statistical
software R [33]. First, we used descriptive statistics to exhibit
the distribution of the variables. We used linear regression,
with CD4" T-cell count as the response and TTV load as the
predictor (R function Im). We also included the confounders
HIV load, sex and age as predictors in the linear model as
well. Hence the linear regression is defined by

CD4 = By+ B, TTV + B,HIV + B,SEX + B,AGE + €

with an error term €.

Viral loads and cell counts were log-transformed with base
10. We used a likelihood ratio test (R software package Imtest
[34]) to compare the model without TTV as a predictor to
the model including TTV. To find the dependence between
TTV and different CDC classification groups (CDC stages
1-3 or A-C) we used logistic regression with the same predic-
tors as before plugged into the sigmoid function

1
" 1+exp[—(B,+ B, TTV + B, HIV + B,SEX + B,AGE)]

P(x)

with the sample class probability P(x). We also performed
Wilcoxon rank sum and Kolmogorov-Smirnov cumulative distri-
bution function tests, which test for the identity of 2 distributions
by rank and cumulative distribution, respectively. For logistic re-
gression we optimized the maximum a posteriori likelihood of

Table 1. Patient Characteristics

Characteristic Patients, No. (%)?

Age, mean, y 427
Sex
Male 165 (88.7)
Fernale 21(11.3)
Viral load, mean, copies/mlL
HIV 302 04
TTV 1310349789
CDC clinical stage
A 59 (31.7)
B 45 (24.2)
€ 82 44.1)
1(CD4* T-cell count >500/ul) 14.(7.8)
2 (CD4* T-cell count 200-499/ul) 77@41.4)
3 (CD4* T-cell count <200/pL) 95 (61.1)

CD4* T-cell count, mean, cellsful 217.72

Abbreviations: CDC, Centers for Disease Control and Prevention; HIV, human
immunodeficiency virus; TTV, torque teno virus.

2Data represent no. (%] of patients unless otherwise specified

the 2 classes [35] with an implementation of the method from
[36] (R function optim). The optimized model, a sigmoid func-
tion, estimates the class probabilities of TTV load. Cutoffs for
immunosuppression classification based on TTV load were
computed by fitting a linear regression with logyo CD4" T-cell
counts as the predictor for log;o TTV load. For the linear func-
tion f{x) = y, we plugged in the cutoff values x = 200/uL and
x=500/uL for CD4" T-cell counts to obtain TTV load levels y.

RESULTS

In total, 186 serum samples from 21 female and 165 male
PLWH were examined. TTV was detected in 160 samples
(ie, 86%). The mean HIV load (standard deviation) was 4.65
(1.24 log;, copies/mL) and the mean TTV load was 7.33
(1.46) log,, copies/mL. Most samples were from patients de-
fined as CDCstage C (82 samples) or CDC stage 3 (95 samples),
and the fewest from those defined as CDC stage 1 (14 samples).
The mean patient age was 42.7 years (Table 1).

When the TTV load (in copies per milliliter) was presented in
a logarithmic scale, it resembled a normal distribution in the
group of untreated PLWH. Most samples were classified as
CDC C3 (43 samples), and the fewest samples were classified
as CDC Bl or Cl (3 samples each) (Figure 1, fop). We could
not observe any correlation between the age of the patient and
the TTV load (Figure 1, bottom left). The TTV load was slightly
higher in female than in male patients (Figure 1, botfom right).

Linear regression revealed that there was a significant
(P <.001) inverse linear relationship between TTV load and
CD4" T-cell count, even after including HIV load (P < .001),
sex, and age (both P> .05) in the model (Figure 2). A
log-likelihood ratio test showed that the model excluding
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Figure 2.  Plots showing the correlation between the log-transformed CD4* T-cell counts and torque teno virus (TTV; feff and human immunodeficiency virus (HIV: right)

loads, with respective regression lines

TTV load as a predictor is significantly less predictive
(P<.001). Logistic regression predicting CDC stage 3 con-
firmed TTV and HIV load as significant predictors (P < .001
and P < .01, respectively). As a result, both TTV and HIV
load exhibit a strong correlation with the probability of being
CDC stage 3—that is, the higher the viral load, the higher the
probability of being stage 3. Even though we joined CDC stages
1 and 2 into a single class for the logistic regression, both classes
can be roughly distinguished by their probabilities (Figure 3).
The probabilities for a sample of CDC class 1 (red) to be of

CDC class 3 are significantly lower than the probabilities for a
sample of CDC class 2 (blue), which has a higher probability to
be miss-classified as CDC class 3. However, while both regression
models confirmed the relationship between CDC stage 3 (low
CD4* T-cell count) and high TTV load (Figures 2 and 3), they
have relatively poor R* values [37] (<0.3). This could be due to
missing confounders or to the data being too noisy (Figure 2).
In an additional analysis we directly compared the distribu-
tions of TTV among the different CDC classification groups.
TTV loads are inversely related to CD4" T-cell counts, with
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Figure 4.  Top, Box plot comparing Centers for Disease Control and Prevention (CDC) stages A3, B3, C3 (/eff) with stages A1, A2, B1, BZ, C1, CZ (right) by torque teno virus

(TTV) load. Bottom, Box plot comparing CDC clinical classification A-C by TTV load.

CDC stage 1 representing high CD4" T-cell counts (>500/puL)
and CDC stage 3 representing low CD4" T-cell counts
(<200/puL). CDC stages 1 and 2 are combined owing to the
low sample size of CDC stage 1 (Figure 4, top). We used
Wilcoxon rank sum and Kolmogorov-Smirnov tests to test

for differences in distributions. While the visual difference be-
tween stage 3 and stages 1 and 2 (Figure 4, top) is confirmed by
the tests (P < .001), there is no significant difference between
CDC stages C, A, and B (Figure 4, bottom); TTV load is not
correlated with the CDC clinical classification A-C.
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Even with our small sample size we could reproduce the neg-
ative linear correlation, including the confounders age and sex,
of HPgV and HIV loads at a significant level (P < .06; Figure 5,
top left). A cumulative distribution function test showed signif-
icant (P< .03) differences in HIV load between the 2 groups
of high and low (including negative samples) HPgV load
(Figure 5, top right), while a rank sum test did not (P=.15).
However, no such relationships can be observed for HPgV
and TTV load (Figure 5, bottom), with P values of .92, 47,
and .62, respectively. We visualized the negative linear corre-
lation of HPgV and HIV load (fop left). This relationship is still
captured in the discretized (negative, low, high) HPgV load
(Figure 5, top right). No significant correlation between TTV
and HPgV load is observable, neither in the continuous
(Figure 5, bottom left) nor in the discrete (negative, low,
high) (Figure 5, bottom right) case.

In our final analysis we optimized TTV load cutoffs. We re-
lated TTV load levels to CD4" T-cell counts via regression. Our

result suggests a much stronger correlation than detected
by Schmidt et al [21] (R? value, 0.028 vs 0.181, respectively;
P value, .003 vs <.001). Based on this result, we computed
the rounded-down cutoffs for TTV load matching CD4*
T-cell counts of 200/uL and 500/uL, respectively. We propose
to classify a TTV load of <4 million copies/mL (26.64 logio
copies/mL) as not immunosuppressed (CDC stage 1), >4 mil-
lion and <12 million copies/mL (27.09 log copies/mL to base
10) as immunosuppressed (CDC stage 2), and >12 million cop-
ies/mL as highly immunosuppressed (CDC stage 3). However,
high noise still leads to large uncertainty of the prediction
(Figure 6, light red). The underlying model itself shows a
much higher confidence level.

DISCUSSION

Although we have much knowledge about HIV infection, its
comorbid conditions, and its control and treatment, we are still
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corresponding to Centers for Disease Control and Prevention categories 1-3.

limited in describing the disease status in some individuals.
TTV has shown its potential as a marker in immunocompro-
mised patients in several ways. We tried to infer TTV load
levels as a proxy for the clinical stages of HIV to enable an
individualized therapy adjustment at an early stage, if neces-
sary, and to ascertain whether TTV load can provide addi-
tional information on the immune status of HIV-infected
patients.

In contrast to the early years, today all PLWH are offered
ART, as the treatment is usually well tolerated and is successful
for inhibiting HIV replication. TTV load could be presented
here as a surrogate marker of immunodeficiency. We see 2 re-
maining questions for the diagnostic use of TTV determina-
tion. The first is based on the observation that it is unclear
why some patients’ CD4" T-cell counts recovers quickly while
others need more time to recover. Our study forms the basis for
an investigation of TTV as predictive marker for the immuno-
logical success of ART. In the current study we determined
baseline values for TTV. We also want to provide the baseline
before the start of therapy and determine in later studies wheth-
er the change in CD4" T-cell counts is predicted by the baseline
TTV load and whether the change om TTV load is more rapid
than the increase in CD4" T-cell count. The rationale for our
investigation is that further questions cannot be addressed
without a valid investigation of the baseline situation as provid-
ed in this article.

In our cohort we could reproduce previous observations that
high HIV load is correlated with low CD4" T-cell count and, in
addition, that HPgV interferes with HIV replication. These 2
results indicate that our cohort is comparable with other HIV
cohorts in Germany and other Western countries.

We were able to reproduce an inverse correlation between
the TTV load and the CD4" T-cell count, as observed before
[7, 21, 38]. High TTV load is associated with low CD4"
T-cell count (CDC stage 3 vs stages 1 and 2) and vice versa.
This indicates that TTV is also a marker of immunocompe-
tence in PLWH. In contrast to CDC stages 1, 2 and 3, which
are based on the CD4" T-cell count, the CDC A-C classifica-
tion refers to the occurrence of AIDS-defining diseases in per-
sons with HIV. CDC stage C is more likely to occur with a low
CD4" T-cell count but is also dependent on two additional
events—namely, presence of the pathogen and loss of the
pathogen-recognizing CD4" T-cell subpopulation. Our analy-
sis of CDC classes A-C in relation to TTV did not show any
significant correlation.

In our study, 86% of the patients’ plasma samples showed ev-
idence of active TTV replication. The fact that CD4" T-cell
count exhibits a significant inverse correlation with TTV load
indicates that TTV can be used as a marker of the immune
function in HIV-infected patients. The mean viral load
of TTV in this cohort (standard deviation) was 1.3 x10°
(5.2 x 10°) copies/mL and is comparable to that of other high-
risk cohorts [9, 10, 18]. No classification of the T'TV load distri-
bution comparable to the CDC classification of the cell count
has yet been made, which could characterize a stage of immune
deficiency. In the current work, we show that TTV loads havea
high correlation with CDC stages 1-3 and could help categorize
PLWH, if CD4" T -cell counts are not available or the resultsare
not consistent with the clinical situation.

A possible limitation of this retrospective analysis is the im-
balance of the sample distribution regarding the CDC classifi-
cation groups. Although the sample size was sufficient to
ensure statistical power, the distribution between the different
CDC stages—1-3 and A-C—was unbalanced. CDC stage 1 is
significantly underrepresented over all CDC classes A-C.

Other parameters possibly influencing the CD4" T-cell
count or HIV and TTV load include the CD8" T-cell count,
the CD4*/CD8" ratio, and coinfections. Unfortunately, the
documentation by the participating centers regarding these pa-
rameters was frequently incomplete quite. Thus, the parame-
ters could not be analyzed systematically in our analysis.

So far, not many studies have analyzed the TTV burden
among HIV patients with or without AIDS [7]. One previous
study has indicated TTV as a potential marker for the different
immune status between PLWH and PLWH with AIDS-
defining illnesses. Thom and Petrik [7] analyzed bone marrow
and spleen samples from PLWH, obtained after death. The
PLWH with AIDS-defining illnesses had a significantly higher
TTV load than other PLWH. There may be several reasons why
we could not reproduce this result. On the one hand, the cohort
of Thom and Petrik [7] was smaller than ours (36 patients
in total), and on the other hand we used different materials
(plasma vs bone marrow cells and spleen cells). Furthermore,
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we do not have full information on the comorbid conditions of
the patients in the other study.

An additional limitation is the lack of longitudinal data. In this
study we focused on a single time point, but we do know that a
high TTV level before treatment of HIV infection is prognosti-
cally unfavorable for CD4* T-cell recovery [21, 39]. Thus, it
would be of value for a future study to analyze longitudinal
data. A combination of CD4" T-cell count and TTV load analysis
could provide additional information on the immune recovery
of HIV-infected patients [21]. Therefore, it would be interesting
to have follow-up samples from the study participants to com-
pare their TTV loads and the clinical course of the disease.

In summary, CD4" T-cell count is an established immune
marker, but these counts can vary over a wide range and their de-
cline count occurs slowly compared with the rapid changes in
HIV load in response to interventions such as ART. TTV has
shown its value as an immune marker in other settings, as in re-
cipients of kidney, lung, or bone marrow stem cell transplants.
TTV load provides an additional value to HIV load and CD4*
T-cell count and can give important insight into the immuno-
competence of PLWH. The current study complements the pre-
vious longitudinal study of Schmidt et al [21], which showed
that patients with a high TTV load have a worse CD4" T-cell re-
covery than those with alow TTV load. However, a relationship to
CDC classes A-C could not be established in this analysis. The
role of TTV as a biomarker for immunocompetence in PLWH
should be investigated in further studies.
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4. Diskussion

Obwohl wir bereits viel Uber die HIV-Infektion, ihre Begleiterkrankungen, ihre Kontrolle und
Behandlung wissen, kénnen wir den Krankheitsverlauf bei einigen PLWH nur begrenzt
einschatzen. Warum bleiben manche Patienten dauerhaft im CDC- Stadium A3? Ein Stadium,
in dem die Helferzahl deutlich reduziert ist und dennoch werden keine opportunistischen
Infektionen entwickelt, woran liegt das? Konnen wir mit den bereits etablierten Immunmarkern
tatséchlich einen Teil der Immunfunktion bei PLWH nicht hinreichend abdecken? Und warum
entwickeln Patienten mit vielen Helferzellen (CDC Stadium C1) dennoch AIDS definierende

Erkrankungen?

TTV hat sein Potenzial als Marker bei immungeschwachten Patienten auf verschiedene Weise
gezeigt (31, 60). Deshalb untersuchten wir, ob TTV mit der Klinik, bzw. mit den CDC Stadien
A-C von PLWH korreliert und dartiber ggf. einen zusatzlichen diagnostischen, prognostischen

und therapeutischen Nutzen zu den bereits vorhandenen Surrogatmarkern hat.

Heute wird allen PLWH moglichst zeitnah nach Diagnosestellung eine ART angeboten, da die
Behandlung in der Regel gut vertraglich ist und die HIV-Replikation erfolgreich gehemmt wird
(19). Auch hier gibt es bis heute offene Fragen, warum erholt sich die CD4*-Zellzahl nach
Einleitung der ART bei einigen PLWH rasch, wéahrend andere mehr Zeit in der
Immunrekonstruktion brauchen (59)? Die TTV-Last koénnte hier als zuséatzlicher
Surrogatmarker zur Darstellung der vorliegenden Immunschwéche genutzt werden und ggf.

neue Erkenntnisse Uber dir Immunrekonstruktion nach Einleitung der ART geben.

Diese Studie bildet die Grundlage fiir eine Untersuchung von TTV als pradiktivem Marker fur
das immunologische Ansprechen nach Einleitung der ART. Es wurden die Ausgangswerte fr
TTV vor ART bestimmt. In dieser Untersuchung konnte eine Korrelation zwischen hohen HIV-
Lasten und einer niedrigen CD4*-Zellzahl erneut gezeigt werden, wie es inzwischen allgemein
bekannt ist (60). Wir sahen keine Unterschiede der TTV-Last bei Alter und Geschlecht, obwonhl
die HIV-Last nachweislich mit dem Alter korreliert (61 — 63). Es konnte erneut gezeigt, dass
eine hohe HIV-Last mit dem CDC-Stadium 3 korreliert (64), was die Validitat unserer

Untersuchungen bestétigt.

Im Gegensatz zu den CDC-Stadien 1, 2 und 3, die auf der Anzahl der CD4*-Zellen basieren,
bezieht sich die CDC-Klassifizierung A bis C auf das Auftreten von HIV-assoziierten und AIDS-
definierenden Krankheiten bei PLWH. Eine Assoziation mit den klinischen Stadien CDC A, B

und C konnte in unserer Untersuchung nicht signifikant gefunden werden.
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4.1. TTV-Last korreliert mit der CD4*-Zellzahl

Wir wiesen bei 86 % der Plasmaproben der Patienten eine aktive TTV-Replikation nach. Auch
in unserer Studie zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der TTV-Last und der CD4*-
Zellzahl, wie sie bereits friilher beobachtet wurde (65). Dies zeigt die Validitat unserer Daten.
Eine hohe TTV-Last geht mit einer niedrigen CD4*-Zellzahl einher (CDC-Stadium 3 gegenlber
den Stadien 1 und 2) und umgekehrt. Die Tatsache, dass die Hohe der CD4*-Zellen eine
signifikante inverse Korrelation mit der TTV-Last aufweist, deutet darauf hin, dass TTV als
Marker fur die Immunfunktion bei PLWH verwendet werden kann (65, 66).

4.1.1. TTV-Last korreliert mit der CD4*-Zellzahl

Wir wiesen bei 86 % der Plasmaproben der Patienten eine aktive TTV-Replikation nach. Auch
in unserer Studie zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der TTV-Last und der CD4*-
Zellzahl, wie sie bereits friiher beobachtet wurde (65). Dies zeigt die Validitat unserer Daten.
Eine hohe TTV-Last geht mit einer niedrigen CD4*-Zellzahl einher (CDC-Stadium 3 gegenlber
den Stadien 1 und 2) und umgekehrt. Die Tatsache, dass die Hohe der CD4*-Zellen eine
signifikante inverse Korrelation mit der TTV-Last aufweist, deutet darauf hin, dass TTV als
Marker fur die Immunfunktion bei PLWH verwendet werden kann (65, 66).

4.2. TTV und klinische HIV-Stadien CDC A bis C

Eine Korrelation der CDC-Stadien A bis C mit der TTV-Last wurde ebenfalls geprift. Die
Hypothese dabei war, dass die TTV-Last mit AIDS-definierenden Erkrankungen korreliert.
Dann waren AIDS-definierende Erkrankungen unabhéngig von der Hohe der CD4*-Zellzahl
durch die TTV-Last vorhersagbar. Es besteht jedoch keine direkte Korrelation zwischen AIDS
und TTV. Wir folgern aus dieser Beobachtung, dass die Zerstérung der CD4*-Zellen im Laufe
der fortschreitenden Erkrankung ein zufallsbedingter Prozess ist und die Immunreaktionen
dadurch ebenfalls zufallig verloren gehen. Hinzu kommt ein weiterer Zufallsprozess: der
Kontakt mit dem AIDS-definierenden Erreger. Die Infektion mit diesen Erregern und der
gleichzeitige Verlust der korrespondierenden Kontrolle filhren dann zu AIDS-definierenden
Ereignissen. Dies erklart, warum bei hohen Helferzellzahlen bestimmte Immunreaktionen
ausgeldscht wurden und eine AIDS-definierende Erkrankung frih auftritt — ebenso wie der
umgekehrte Fall, bei dem trotz niedriger Helferzellen keine AIDS-definierende Erkrankung
auftritt, weil die entsprechend konditionierten Helferzellen noch vorhanden sind, um die
Infektion zu kontrollieren. Unser Ergebnis ist damit ein Indiz fir einen zufalligen Prozess des
Auftretens von AIDS-definierenden Erkrankungen, bei dem das Auftreten jedoch umso

wahrscheinlicher wird, je geringer die Helferzellzahl ist.
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4.2.1. Der Verlust spezifischer CD4*Zellen als Ursache bestimmter
opportunistischer Infektionen
Bislang haben nur vereinzelte Studien die TTV-Last von PLWH mit und ohne AIDS untersucht.
Eine frihere Studie von Thom et al. (48) wies auf TTV als potenziellen Marker fur den
unterschiedlichen Immunstatus von PLWH mit und ohne AIDS hin. Thom und Petrik (48)
analysierten Knochenmark- und Milzproben von PLWH, die nach deren Tod gewonnen
wurden. Die PLWH mit AIDS hatten eine signifikant héhere TTV-Last als PLWH ohne AIDS.
Dieses Ergebnis stimmt insofern mit unseren Analysen Uberein, als dass AIDS-definierende
Erkrankungen Ublicherweise mit niedrigeren CD4*-Zellzahlen korrelieren. Diese wiederum
korrelieren auch hier mit der TTV-Last. Unsere Analysen deuten jedoch darauf hin, dass AIDS-
definierende Erkrankungen eine spezifische Immundefizienz unabhéngig von der CD4*-
Zellzahl sein kdnnen, da auch spezifische Immunantworten durch den Verlust bestimmter
CD4*-Zellen gegen einzelne Erreger durch die HIV-Infektion verloren gehen kénnen — obwohl
die Hohe der CD4"-Zellzahl gegen eine schwere Immundefizienz spricht. Dies erklart, dass
bei gezielter Analyse von Patienten mit hoher CD4*-Zellzahl und AIDS-definierenden

Erkrankungen keine Korrelation mit der TTV-Last gefunden werden konnte.
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Abb. 6: Schematische Darstellung — Verlust spezifischer CD4*-Zellen: Durch die Depletion einer

opportunistic infection

bestimmten, HIV-infizierten CDA4*-Zelllinie und das zufalige Zusammentreffen mit einem
entsprechenden Antigen kann es zu einer opportunistischen Infektion kommen — auch bei insgesamt

hoher Helferzellzahl.

Es ist also eher wahrscheinlich, dass der Zusammenhang in der Analyse von Thom et al. nur
indirekt zwischen TTV-Last und AIDS-definierenden Erkrankungen besteht — bedingt durch die
Immunsuppression, ausgedrickt durch die niedrige CD4*-Zellzahl. Weitere Unterschiede wie
unterschiedliches Untersuchungsmaterial — also Gewebe (48) und Blut (unsere Analyse) —

kénnen die Vergleichbarkeit erschweren. Die kleine Studiengruppe von 36 Patienten bei Thom
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und Petrik, die fehlenden Angaben zu Komorbiditdten und genauen AIDS-definierenden

Erkrankungen fihren zu einer weiteren Unschérfe.

Damit ist unsere Arbeit die erste gro3ere Untersuchung zur TTV-Last im Blut in PLWH mit und
ohne AIDS.

4.3. Limitationen

Zu den weiteren Parametern, die moéglicherweise die CD4*-Zellzahl sowie die HIV- und TTV-
Last beeinflussen, gehdren die CD8*-Zellzahl, die CD4*/CD8*-Ratio und Koinfektionen. Leider
war die Dokumentation der teilnehmenden Zentren zu diesen Parametern haufig
unvollstandig. Daher konnten diese in unserer Analyse nicht systematisch ausgewertet
werden. Diesen Einfluss in kommenden Studien genauer zu betrachten, ware sinnvoll, denn
es konnte der Einfluss von TTV auf die CD8*-zytotoxischen Zellen mehrfach gezeigt werden.
Es scheint so, als sei TTV in der akuten HIV-Infektion (AHI) durch das Immunsystem
kontrolliert und erst nach einer gewissen Erschopfungszeit der CD8*-Zellen in seiner
Replikationsrate zunehmend, da bei den chronisch infizierten PLWH sich eine héhere TTV-
Last als bei den akuten Infizierten zeigte (47).

Eine TTV-Infektion scheint zu einer hochgradig erschopften TTV-spezifischen CD8*-T-Zell-
Antwort zu fihren, die durch eine verringerte IFN-y-Produktion und die Expression des
hemmenden NKG2A-Rezeptors gekennzeichnet ist (27). Diesen Aspekt anhand unserer
Kohorte naher zu betrachten und den Einfluss von TTV auf die CD4*/CD8*-Ratio zu

untersuchen, ware mit Sicherheit aufschlussreich gewesen.

AuBerdem fehlen longitudinale Daten. Es ware Inhalt zukinftiger Analysen, zu weiteren
Zeitpunkten den Verlauf der TTV-Last-Entwicklung sowie die CD4*-Zell-Erholung engmaschig
zu beobachten. Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine hohe TTV-Last vor Beginn der
ART ein negativer Pradiktor fur die Immunrekonstitution unter ART ist (49, 50).

Eine weitere Limitation ist die unausgewogene Verteilung der Stichprobe hinsichtlich der CDC-
Stadien. Obwohl die Stichprobengréf3e ausreichend war, um die statistische Aussagekraft zu
gewabhrleisten, war die Verteilung zwischen den verschiedenen CDC-Stadien — 1-3 und A-C
— unausgewogen. CDC-Stadium 1 ist gegeniber allen CDC-Klassen A-C deutlich
unterreprasentiert. Gerade da das Stadium C1 ein immunologisch auferst Interessantes ist
und TTV hier durchaus Potenzial hatte mehr Aussagekraft zu bieten, als es die CD4*-Zellzahl

offensichtlich in dieser Gruppe kann, wére es schén gewesen eine grof3ere Anzahl dieser
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Gruppe zu haben. Die Menge spiegelt jedoch den klinischen Alltag, in welchem das Stadium

C1 ein seltenes ist, wieder.

Letztlich ist auch die Testmethode der Viruslastmessung aus dem Serum Uber PCR eine
etablierte und leicht verfiigbare Methode, aber einige Studien zeigen auch eine valide
Genamplifikationsanalyse Uber den Speichel, dies wirde das Monitoring noch einfacher und

zuganglicher gestalten (67).

Vielleicht konnte TTV mit einer ausgewogenen Verteilung der Stichproben in einer
prospektiven, longitudinalen Studie den Kklinischen Zustand laborchemisch besser und
schneller abbilden als die CD4*-Zellzahl.

4.4. Einteilung der TTV-Last

Bisher unklar ist die Einteilung der Hohe der TTV-Last in Bezug auf den Immunstatus. In allen
bisherigen Studien wird von hohen und niedrigen Lasten gesprochen, ohne dass es eine klare,
einheitliche Einteilung gibt. Die mittlere TTV-Last in dieser Kohorte betrug TTV-DNA 1,3 x 10°
Kopien/ml (Standardabweichung + 5,2 x 10° Kopien/ml) und ist vergleichbar mit der in anderen
Hochrisikokohorten (49, 67, 68).

In dieser Studie schlagen wir erstmals eine mdégliche Einteilung vor, die den Status der

Immunsuppression anhand der Hohe der TTV-Last darstellt:

e TTV-DNA < 4 Mio. Kopien/ml: nicht immunsupprimiert
e TTV-DNA = 4-12 Mio. Kopien/ml: immunsupprimiert

e TTV-DNA > 12 Mio. Kopien/ml: schwere Immunsuppression

Zur besseren Einordnung und Einschétzung einer moglichen Immunsuppression ist auch im
klinischen Alltag im Rahmen anderer Immunmarker, vor allem durch Referenzwerte wie die
CD4*-Zellzahl, die Viruslast, aber auch Zielspiegel bestimmter Medikamente, eine Beurteilung
und Einschatzung moglich. Es liegt daher nahe, dass auch fir die TTV-Last eine Einteilung
zur Bestimmung des Schweregrads der Kompromittierung der Immunfunktion sinnvoll ist.
Deshalb machen wir — auf Grundlage unserer erhobenen Daten im Vergleich zu &hnlichen
mittleren TTV-Lasten — den oben genannten Vorschlag. Dieser Vorschlag sollte in weiteren

Untersuchungen evaluiert werden.

4.5. Ausblick auf weitere Studien
Wir haben den Ausgangswert der TTV-Last vor Beginn der Therapie ermittelt. So kénnen

spatere Studien feststellen, ob die Veranderung der CD4*-Zellzahl durch die TTV-
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Ausgangslast vorhergesagt wird und ob die Veranderung der TTV-Last schneller erfolgt als
der Anstieg der CD4*-Zellzahl. Mithilfe gréRerer Probandengruppen, die prospektiv und
longitudinal getestet werden, konnten in Zukunft Verlaufe einzelner PLWH, die bisher durch
Surrogatmarker nicht ausreichend Uberwacht werden konnten, mittels TTV-Last
aussagekraftiger und individueller eingeschatzt werden.

Prophylaxen wie die CMV- oder PjP-Prophylaxe, die in der HIV-Medizin bislang bei einer
CD4*-Zellzahl von < 200 Zellen/pl eingesetzt werden, kdnnten gegebenenfalls anhand der

TTV-Last friher abgesetzt oder gar nicht erst begonnen werden (69, 70).

Die hier erarbeitete Datenbasis liefert die Grundlage fur die Untersuchung von PLWH nach

Einleitung einer ART. Weitere mdgliche Fragestellungen sind:

Wie verlauft die Dynamik der TTV-Last im Vergleich zu den CD4*-Zellzahlen unter
ART?

e Haben Patienten mit hoher TTV-Last eine schlechtere Erholung der CD4*-

Zellzahlen?

e Haben Patienten mit CD4*-Zellen < 350 Zellen/ul bei einer HIV-Last unterhalb der
Nachweisgrenze (HIV-RNA < 50 Kopien/ml) nach ART-Einleitung eine vergleichbare
TTV-Last wie Patienten mit einer guten bzw. schnellen Erholung der CD4*-

Zellzahlen?

e Zeigen Patienten mit einer Low-Level-Viramie bzw. nicht unterdriickter HIV-Last
hohere TTV-Lasten?

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Hohe der CD4*-Zellzahl ein etablierter
Immunmarker ist, der jedoch in einem weiten Bereich schwanken kann und dessen Erholung
im Vergleich zu den raschen Veranderungen der HIV-Last als Reaktion auf MaRnahmen wie
ART langsam erfolgt.

Auch kann die CDA4*-Zellzahl nicht immer den funktionellen immunologischen Status
ausreichend widerspiegeln und gibt keinen Aufschluss Uber spezifische Immunantworten

gegen einzelne Erreger.

TTV hat sich auch in anderen Untersuchungen als Immunmarker bewahrt, zum Beispiel bei

Empfangern von Nieren-, Leber-, Lungen- oder Stammzelltransplantationen.
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Die TTV-Last ist ein zusatzlicher Wert zur HIV-Last und zur CD4*-Zellzahl und kann in Zukunft

wichtige Erkenntnisse Uber die Immunfunktion von PLWH liefern.

Die aktuelle Studie erganzt die friihere Langsschnittstudie von Schmidt et al. (42), die zeigte,
dass Patienten mit einer hohen TTV-Last eine schlechtere Erholung der CD4*-Zellzahlen
aufweisen als Patienten mit einer niedrigen TTV-Last. Eine Beziehung zu den klinischen CDC-
Klassen A bis C konnte in dieser Analyse nicht gezeigt werden. Die Rolle von TTV als
Biomarker fur die Immunfunktion bei PLWH sollte in weiteren Studien untersucht werden und

kdnnte durchaus relevant sein.
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Figure 1. Top, Centers for Disease Control and Prevention (CDC) category distribution,

Bottom, Torque Teno virus (TTV) load distribution by age (left) and sex (right).

Figure 2: Plots showing the correltation between the log- transformed CD4* T- cell counts and
torque teno virus (TTV left) and human immunodeficiency virus (HIV; right) loads with

respective regression lines.

Figure 3: Probabilities assigned to centers for Desease Control and Prevention (CDC) classes

via logistic regression, mapped to class (left) and the class- specific distribution of probabilities
(right).

Figure 5: Top left, Scatterplot comparing human pegivirus (HPgV) and HIV loads with

respective regression lines Bottom left Scatterplot comparing HPgV and TTV loads, with
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respective regression lines Bottom right, Box plot comparing TTV load with HPgV load

category (negative, low or high).

Figure 6: Regression of TTV load to CD4" T-cell count Fitted TTV loads are despicted by black
circles, raw TTV loads to crosses and 95% confidence intervals by bands. Models’ uncertainty
is low (darker), while prediction uncertainty is high (lighter) Horizontal and vertical lines
represent the cutoffs corresponding to centers for Disease Control and Prevention categories
1-3.
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